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Resumo

O Brasil é um grande produtor de commodities alimenticias, e hoje o desenvolvimento da
indtstria de ingredientes para a geracdo de insumos de maior valor agregado a partir destas
matérias-primas é uma area pouco explorada pelas indtstrias brasileiras. O arroz se destaca no
agronegocio brasileiro, jaA que o pais figura como o nono maior produtor mundial. O arroz
quebrado é um coproduto do beneficiamento do arroz branco polido. Este estudo teve como
objetivo propor e avaliar um processo de obtengdo de concentrados e hidrolisados proteicos de
arroz, contribuindo na oferta de estratégias para o desenvolvimento tecnolégico do setor no
Brasil. Adicionalmente, deseja-se auxiliar na valoracdo do coproduto arroz quebrado, alimento de
baixo valor comercial, base para a geracdo de matérias-primas ja encontradas internacionalmente,
e que apresentam grande potencial de desenvolvimento no mercado brasileiro. Dentro deste
contexto, buscou-se estudar a aplicagdo da tecnologia de membranas neste processo, por ser uma
tecnologia limpa, de baixo consumo energético, ja bem estabelecida e com aplicagdes crescentes
na industria de alimentos. O estudo iniciou com a avaliagdo da eficicia de um método rapido de
extragdo alcalina de amido e proteina de arroz, no qual foi utilizada farinha de arroz derivada de
arroz quebrado como matéria-prima, ao invés dos graos quebrados, como no método tradicional.
Nesse estudo, a partir do uso de uma razdo substrato:solvente de 1:15, a etapa de extracao foi
realizada em estdgio tnico a 30 °C em apenas 30 minutos - um curto tempo de extragdo se
comparado ao método alcalino tradicional (24-48h). O rendimento da extracdo proteica com estas
condicées foi bastante elevado, atingiu 81,4 %. Observou-se ser possivel realizar uma extragao
eficiente, com a minimizacdo das rea¢des indesejadas causadas pelo meio alcalino. Na segunda
etapa foram avaliadas as propriedades funcionais do concentrado proteico obtido a partir do
método rapido de extragdo alcalina. Além disso, suas propriedades foram comparadas com as de
dois concentrados proteicos comerciais produzidos por extracdo enzimatica. Foi observado que
todos os concentrados proteicos avaliados apresentaram pobres propriedades funcionais, devido
sobretudo a suas baixas solubilidades em condi¢des de pH préximas a neutralidade e levemente
acidas, concluindo-se ser necessario estudos que visem a melhoria da solubilidade destas
proteinas quando se busca uma aplicacdo mais abrangente das mesmas como ingredientes. Os
resultados obtidos na primeira etapa deste estudo motivaram inicialmente o emprego da
microfiltragdo na separacdo das correntes de amido e proteina do extrato alcalino, analisando a
possibilidade de se obter um amido com elevada pureza e uma corrente de permeado contendo a
proteina extraida. A analise global dos resultados obtidos nesse trabalho permite que seja
destacado que a escolha da microfiltragdo para o processo de separagdo do amido e da proteina
de arroz deve ser avaliada com cautela. Na quarta etapa deste estudo avaliou-se a aplicagao da
hidrélise enzimatica parcial do concentrado proteico na solubilizagdo da proteina de endosperma
de arroz. A hidrélise parcial, realizada com Alcalase®, permitiu a solubilizacao de 40 % da
proteina originalmente presente na suspensdo de proteina extraida pelo método alcalino. Os
peptideos solaveis gerados apresentaram massa molar média de 1,18 + 0,33 kDa, solubilidade
proteica superior a 88,5 % na faixa de pH de 3 a 7 e boa capacidade de formacdo de espuma,
apesar de formarem uma espuma de baixa estabilidade. Neste estudo o hidrolisado proteico foi
concentrado e purificado por ultrafiltracdo, o que permitiu a reducdo de 68 % do contetido de
sodio do produto. Concluiu-se que neste estudo foi possivel propor um processo produtivo que
permitiu a obtencdo de ingredientes com adequadas propriedades nutricionais e funcionais a
partir do coproduto arroz quebrado.

Palavras-chave: Arroz quebrado. Concentrados proteicos de arroz. Extracdo alcalina.
Hidrolisados proteicos de arroz. Microfiltracdo. Ultrafiltracao. Solubilidade proteica.
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Abstract

The Brazil is a large producer of food commodities, and today the development of the
industry of ingredients to add value to these raw materials is an area little explored by the
Brazilian industries. Rice stands out in the Brazilian agribusiness, as the country is the ninth
largest producer. The broken rice is a byproduct derived from the processing of polished rice.
This study aimed to propose and evaluate a process of obtaining rice protein concentrates and
hydrolysates contributing to offer strategies for the technological development of the sector in
Brazil. Additionally, it aims to assist in the valuation of the byproduct broken rice, a low
commercial value food which is the basis for the generation of raw materials already found
internationally, and which have great potential in the Brazilian market. Within this context, it
sought to study the application of membrane technology in this process, because it is a clean,
low-energy, well-established technology, with growing applications in the food industry. The
study began with the evaluation of the effectiveness of a fast alkaline extraction method for
obtaining rice starch and protein, using rice flour derived from broken rice as raw material,
instead of broken grains, as in the traditional method. In this study, with the use of a
substrate:solvent ratio of 1:15, the extraction step was performed in a single stage at 30 °C in
30 minutes - a short extraction time compared to traditional alkaline method (24-48h). The
yield of protein extraction with these conditions was very high, reached 81.4%. It was possible
to perform an efficient extraction, with the minimization of undesired reactions caused by the
alkaline medium. In the second stage of this study were evaluated the functional properties of
the protein concentrate obtained by the fast alkaline extraction method. In addition, their
properties were compared with two commercial concentrated protein produced by enzymatic
extraction. It was observed that all the evaluated protein concentrates showed poor functional
properties, mainly due to their low solubility at pH conditions close to neutrality and slightly
acidic, concluding that it is necessary studies aimed to improve the solubility of these proteins
in order to seek more applications of this ingredient. The results obtained in the first step of
this study initially motivated the use of microfiltration to separate the starch and protein
chains of the alkali extract, analyzing the possibility of obtaining a starch with high purity and
a permeate stream containing the extracted protein. The global analysis of the results obtained
in this work allows it to be noted that the choice of microfiltration for the separation process of
starch and rice protein should be evaluated with caution. In the fourth stage of this study was
evaluated the application of the partial enzymatic hydrolysis in solubilization of rice
endosperm protein. The partial hydrolysis performed with Alcalase allowed solubilization of
40% of the protein originally present in the protein suspension extracted by the alkaline
method. The generated soluble peptides had molecular weight average of 1.18 £ 0.33 kDa,
protein solubility higher than 88.5 % in the pH range 3 to 7, and good foaming ability, while
forming a low stable foam. In this study, the protein hydrolyzate was concentrated and
purified by ultrafiltration, allowing 68 % reduction in the sodium content of the product. It is
concluded that in this study was proposed a production process allowing obtaining
ingredients with suitable nutritional and functional properties from the byproduct broken
rice.

Keywords: Broken Rice. Rice protein concentrates. Alkaline extraction. Rice protein
hydrolyzates. Microfiltration. Ultrafiltration. Protein solubility.
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Capitulo 1

Introducao

O arroz, por ser uma cultura extremamente versatil, que se adapta a diferentes condicdes
de solo e clima, é um cereal cultivado e consumido em todos os continentes, sendo um dos mais
importantes graos em termos de valor econdmico. Aproximadamente 90 % de todo o arroz do
mundo é cultivado e consumido na Asia. A América Latina ocupa o segundo lugar em produgao
e o terceiro em consumo desse cereal. (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF
UNITED NATION, FAO, 2015). O Brasil se destaca como o nono maior produtor mundial de
arroz, e o maior produtor de fora do continente asidtico. O Estado do Rio Grande do Sul é o
maior produtor de arroz no Brasil e na safra de 2014/15 concentrou 72 % da produgdo nacional.

(INSTITUTO RIOGRANDENSE DO ARROZ, IRGA, 2015).

A orizicultura brasileira, em especial a irrigada praticada no sul do Pais, tem apresentado
expressivos avangos, principalmente em termos de produtividade, rentabilidade da producédo e
qualidade dos grdos, o que garante competitividade ao setor. No entanto, a pés-colheita é ainda
um gargalo tecnolégico e operacional, resultante, em parte, da pouca disponibilidade de
informagoes. Na obtengdo do produto beneficiado polido, o mais consumido no Brasil, o arroz é
primeiramente submetido ao descascamento do grdo. A remocao da casca produz o chamado
arroz integral. Com a bruni¢do e o polimento produz-se o arroz branco polido. Nesse processo,
além de serem obtidos como coprodutos a casca e o farelo, também sdo produzidos os
fragmentos de arroz, devido a fragilidade dos graos. O fragmento é o produto constituido de
90 % de graos quebrados e quirera. Estes coprodutos sdo constituidos principalmente por amido,
e apresentam quantidades menores de proteinas (da ordem de 7 %), e baixos teores de lipideos,

fibras, minerais, vitaminas e compostos fenélicos.
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O aproveitamento do arroz quebrado e da quirera de arroz é uma area ainda pouca
explorada no Brasil. Atualmente estes coprodutos sdo muito utilizados na alimentagdo animal,
para a producdo de ragdo. Em outros paises, o arroz quebrado é muito utilizado na produgao
industrial de farinhas de arroz de diferentes granulometrias e funcionalidades. Em todo o mundo
ha uma demanda constante por farinha de arroz para utilizacdo em alimentos para bebés, cereais
matinais, biscoitos, doces, macarrdo, paes azimos e outros. No Brasil, a producdo de farinha de
arroz para consumo humano também é realizada, mas a demanda por este produto é ainda

menor do que a geracao de graos quebrados, sendo que o volume produzido deste coproduto

ainda representa uma preocupagao para o setor.

Internacionalmente, nos dltimos anos, ingredientes derivados de arroz polido e do arroz
integral tém sido a base para o desenvolvimento de muitos novos alimentos. Os ingredientes ja
comercialmente disponiveis de arroz apresentam propriedades similares aos produtos da
industria do milho. Amido de arroz, proteinas de arroz, xaropes de arroz, dextrina de arroz e
hidrolisados de arroz apresentam aplicagdes crescentes. Todos estes ingredientes sdo
singularmente diferentes dos seus homélogos derivados do milho. Os granulos de pequeno
tamanho, que fazem com que a textura de gel do amido de arroz seja tinica, tém tornado este
ingrediente muito desejavel como um substituto de gordura em alimentos, como agente de
textura em cremes e sorvetes ndo lacteos, por exemplo. Adicionalmente, o baixo potencial
alergénico da proteina de arroz tem alavancado sua crescente procura. Ainda, muitas pesquisas
recentes tém demonstrado que a proteina de arroz, quando hidrolisada, pode ser fonte de
peptideos com diversas funcdes, tanto como aditivo natural para alimentos, quanto como

ingrediente com atividade funcional no organismo humano.

Neste contexto insere-se o tema de pesquisa da presente tese: a obtengdo de ingredientes
naturais de maior valor agregado a partir de um coproduto da industria orizicola brasileira, o
arroz quebrado, visando contribuir para a geragdo de oportunidades tecnolégicas ao setor e ao

mercado brasileiro de ingredientes.

O amido de arroz é preferencialmente preparado a partir de arroz quebrado por razdes
econdmicas. Ademais, como os dois mais abundantes componentes do grao de arroz polido sdo o
amido e a proteina, a extracdo do amido sugere que a proteina de arroz deva ser considerada
quando se investiga o potencial para agregacao de valor ao grdo quebrado. As proteinas de arroz
sdo consideradas de grande valor, pois sdo incolores, ricas em aminoacidos essenciais, possuem
sabor suave e sdo hipoalergénicas e hipocolesterolémicas. Entretanto, para aplicagdes como
ingredientes de alimentos, é desejavel que possuam boas propriedades funcionais, tais como
capacidades espumante, gelificante, emulsificante, entre outras. Atualmente pouco é conhecido

acerca destas propriedades, e se sabe que podem variar em fungdo do tipo de arroz de origem. O
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que atualmente é reconhecido é que a proteina de arroz, por apresentar baixa solubilidade,
apresenta propriedades funcionais pobres, o que limita sua aplicacao como ingrediente de muitos
alimentos, em especial de bebidas. Sabe-se que a técnica de extracdo empregada e a realizacao de
modificacdes na sua estrutura podem acarretar importantes efeitos nas propriedades destas
proteinas. Em especial, a hidrélise enzimatica parcial tem se mostrado uma alternativa viavel e

muito eficiente na obtencdo de proteinas com propriedades funcionais melhoradas.

Comercialmente, a producdo de concentrados ou isolados proteicos vegetais consiste em
uma solubilizacdo aquosa das proteinas e carboidratos em pH acido, neutro ou alcalino, e uma
recuperagdo seletiva da proteina solubilizada, seguida de separacdo, e, ocasionalmente, lavagem
e neutralizacdo antes da secagem. O rendimento da extragdo proteica e as propriedades sdo
influenciados pelo tipo de processo de extracdo e por diferentes fatores, tais como pH,
concentragdo salina, forca idonica do meio, carga liquida e repulsdes eletrostaticas. O método
enzimatico também pode ser utilizado para a separacdo do amido e da proteina do endosperma
de arroz. De acordo com os tipos de produtos desejados (amidos, oligossacarideos, hidrolisados
proteicos), diversas enzimas podem ser aplicadas, tais como amilases e proteases. A escolha do
processo de extragdo ird influenciar diretamente nas caracteristicas fisicas, quimicas e no

potencial de aplicagdo tecnolégica dos ingredientes obtidos.

Os processos de separagdo por membranas representam uma categoria de opera¢des com
aplicagdes cada vez maiores na Industria de Alimentos. O sucesso da tecnologia de membranas
no mercado de alimentos e bebidas estd diretamente ligado a algumas de suas principais
vantagens em relagdo as tecnologias de separacdo convencionais. Dentre elas destaca-se o
tratamento suave, pelo uso de temperaturas baixas durante o processamento, a alta seletividade
na separacao de moléculas com diferentes caracteristicas, o design compacto e modular,
fornecendo facilidade de instalagdo e de aumento de escala e o baixo consumo energético em
comparacdo com operagdes unitdrias nas quais ocorre a mudanga de fase para se realizar a

separagdo das moléculas.

O Brasil é um grande produtor de commodities alimenticias e hoje o desenvolvimento da
indastria de ingredientes para a geragdo de insumos de maior valor agregado a partir destas
matérias-primas é uma area pouco explorada pelas industrias brasileiras, apesar do pais ser
grande consumidor de ingredientes. Neste cendrio, a presente pesquisa foi desenvolvida sob as

hipéteses elencadas a seguir.

1) O arroz quebrado brasileiro, ou a farinha de arroz atualmente produzida pela indistria
brasileira a partir do arroz quebrado, pode ser base para o desenvolvimento de ingredientes de

maior valor agregado.
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2) O método alcalino pode ser empregado de forma eficiente e com minimizagdo de seus efeitos
deletérios sobre as proteinas, se forem adequadamente selecionadas as condigées da operagdo de

extracdo.

3) E possivel melhorar a solubilidade da proteina de arroz a partir da realizacio de modificacdes

enzimdticas em sua estrutura.

4) A tecnologia de membranas pode ser aplicada no processo de obtengio de ingredientes a partir
do arroz quebrado, visando a melhoria da performance das etapas pés-extragio, na obtengdo de

ingredientes com maior pureza e na minimizagaio das perdas ao longo do processo.

Desta forma, o objetivo principal deste estudo foi propor e avaliar um processo de
obtencdo de concentrados e hidrolisados proteicos de arroz, contribuindo na oferta de estratégias
para o desenvolvimento tecnolégico do setor no Brasil. Adicionalmente, deseja-se auxiliar na
valoracdo do arroz quebrado: um coproduto de baixo valor comercial, base para a geracdo de
matérias-primas ji encontradas internacionalmente, e que apresentam grande potencial de
desenvolvimento no mercado brasileiro. Vale salientar que este estudo teve como enfoque
principal os ingredientes proteicos derivados do endosperma do arroz quebrado, pois a demanda
por ingredientes proteicos de elevada qualidade é crescente na atualidade. Como ja comentado,
as proteinas do arroz apresentam vantagens nutricionais, relacionadas ao bom balango nos teores
de aminodcidos e principalmente devido a sua hipoalergenicidade. Entretanto, como o amido é o
componente majoritdrio do endosperma do cereal, o estudo também considerou este
componente, mas com menor énfase. Dentro deste contexto, buscou-se estudar a aplicacdo da
tecnologia de membranas neste processo, por ser uma tecnologia limpa, de baixo consumo
energético, ja bem estabelecida e com aplicacdes crescentes na industria de alimentos. Frente ao

exposto, os objetivos especificos deste trabalho foram:

a) estudar a extragdo alcalina de proteinas da farinha produzida a partir de arroz quebrado;

b) avaliar a influéncia das condigdes da operacdo de extragdo alcalina no rendimento e na

cinética da extracao das proteinas;

c) realizar a caracterizacdo quimica, térmica e morfolégica os produtos obtidos com a

extracdo alcalina;

d) estudar as propriedades funcionais dos concentrados proteicos obtidos pelo método

alcalino visando identificar potenciais aplicagdes do produto pela indtstria de alimentos;

e) comparar as propriedades funcionais dos concentrados proteicos produzidos com as de

outros concentrados proteicos de arroz encontrados no mercado internacional;
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f) avaliar a aplicagdo da microfiltracdo na separagdo do amido e da corrente proteica obtida

com a extracdo alcalina;

g) estudar o efeito do uso de o-amilase comercial nas caracteristicas de incrustagdes durante

a microfiltracdo do extrato alcalino;

h) avaliar a aplicagdo de diafiltracSes para a purificagdo do amido durante a microfiltracao

do extrato alcalino;

i) estudar a hidrdlise enzimatica parcial da proteina de arroz visando a melhoria de sua

solubilidade;

j) avaliar a aplicagdo da ultrafiltracdo e de diafiltracdes na purificagdo do hidrolisado

proteico obtido a partir do tratamento com proteases;

k) caracterizar o hidrolisado proteico obtido em termos de sua composi¢do nutricional e

solubilidade.

O presente texto estd estruturado da forma descrita a seguir. O Capitulo 2 apresenta a
fundamentagdo tedrica desta tese, abordando os principais aspectos relacionados a composicao

quimica do arroz; além dos fundamentos basicos dos processos de separacdo por membranas.

Os Capitulos 3 e 4 apresentam duas revisdes bibliograficas realizadas acerca dos temas
desta tese. No Capitulo 3 sdo abordadas as principais propriedades de alguns dos ingredientes
que podem ser obtidos a partir do arroz quebrado, além das tecnologias atualmente estudadas
neste setor. O Capitulo 4 traz estudos de aplicacao dos processos de separacdo por membranas no
processamento de amido, proteinas e hidrolisados proteicos vegetais. Ao final destes dois
capitulos sdo apresentadas as questdes de pesquisa que foram a base para os trabalhos

desenvolvidos.

O Capitulo 5 descreve detalhadamente a metodologia adotada nesta pesquisa,
demonstrando a linha de raciocinio empregada para a construgdo dos diferentes estudos que

compdem a presente pesquisa.

O Capitulo 6 apresenta um estudo onde foi realizada da identificagdo das condicdes
operacionais empregadas na extragdo alcalina a partir de farinha obtida de arroz quebrado. Além
disso, o estudo apresenta a caracterizagdo dos produtos obtidos no processo de extracgdo alcalina

desenvolvido.
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O Capitulo 7 apresenta um estudo onde foram avaliadas as propriedades funcionais do
concentrado proteico produzido via extragdo alcalina, em comparagdo com dois concentrados

proteicos comerciais do mercado internacional.

O Capitulo 8 apresenta um estudo de aplicagdo da microfiltracdo na separagdo e
purificacdo do amido de arroz obtido na extracdo alcalina, demonstrando a influéncia de um pré-
tratamento enzimético na ocorréncia de incrustagdes no processo, bem como da aplicagdo de
diafiltracdes com diferentes diluentes na purificagdo do amido e na recuperacdo da proteina na

corrente de permeado.

O Capitulo 9 traz um estudo onde foi avaliada a hidrélise enzimatica com proteases na
solubilizacdo da proteina de arroz extraida pelo método alcalino. O estudo abordou ainda a
aplicacdo da ultrafiltragdo na concentracdo e purificacdo da proteina soltivel obtida, e ainda traz

uma caracteriza¢do dos produtos obtidos no processo.

No Capitulo 10 sdo apresentadas as consideracdes finais desta tese onde os resultados
obtidos ao longo de toda a pesquisa sdo confrontados e discutidos de forma articulada. O
capitulo traz ainda conclusdes gerais sobre o tema de pesquisa e sugestdes de trabalhos para a

continuacdo do estudo.



Capitulo 2

Fundamentos Teodricos

Neste capitulo é apresentada a fundamentacéo tedrica desta tese, onde sdo abordados os
principais aspectos relacionados a composigdo quimica do arroz; além dos fundamentos basicos
dos processos de separagdo por membranas. Na tematica dos processos de separagdo por
membranas, secdo 2.2 deste capitulo, a seguinte bibliografia foi consultada para trazer o
embasamento teérico necessario para a realizacdo desta pesquisa: Baker (2004); Bell e Cousins

(1994); Habert, Borges e Nobrega (2006); Nobrega, Habert e Borges (2001) e Scott (1996).

2.1 Arroz

Cultivado e consumido em todos os continentes, o arroz destaca-se pela produgdo e area
de cultivo, apresentando papel estratégico tanto no aspecto econdmico quanto no social. Esse
cereal é um dos mais importantes graos em termos de valor econdmico. E considerado o cultivo
alimentar de maior importancia em muitos paises em desenvolvimento, principalmente na Asia e
na Oceania, onde vivem 70 % da populacéo total dos paises em desenvolvimento e cerca de dois
tercos da populacio subnutrida mundial. E o alimento basico para cerca de 2,4 bilhdes de
pessoas. O arroz é um alimento com 6timo balanceamento nutricional, pois fornece 20 % da
energia e 15 % da proteina per capita necessaria ao homem. Desta forma, por ser uma cultura

extremamente versatil, que se adapta a diferentes condi¢des de solo e clima, vem sendo
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considerada a espécie que apresenta maior potencial para o combate da fome no mundo.

(AZAMBUJA; VERNETTI JUNIOR; MAGALHAES JUNIOR, 2004).

Segundo dados da Food and Agriculture Organization of the United Nations, FAO (2015), a
produgdo mundial de arroz em casca de 2014 esta avaliada em 741,3 milhdes de toneladas (com
base no arroz em casca), com projecio para 2015 de 749,8 milhdes de toneladas.
Aproximadamente 90 % de todo o arroz do mundo é cultivado e consumido na Asia. Nesse
continente estdo 12 dos 15 maiores paises produtores de arroz, e sdo realizados cerca de 5 % das
importagdes e 62 % das exportagdes mundiais de arroz. (AZAMBUJA; VERNETTI JUNIOR;
MAGALHAES JUNIOR, 2004). A América Latina ocupa o segundo lugar em produgdo e o
terceiro em consumo desse cereal. A América do Sul produziu 23,8 milhdes de toneladas em
2014, sendo o Brasil responséavel pela produgdo de 12,1 milhdes de toneladas. (FAO, 2015). O
Brasil se destaca como o nono maior produtor mundial de arroz, e o maior produtor de fora do
continente asiatico. O Rio Grande do Sul é o maior produtor de arroz brasileiro, tendo produzido,
na safra 2014/2015, 8,7 milhdes de toneladas, o que representa 72 % da produgdo nacional.

(INSTITUTO RIOGRANDENSE DO ARROZ, IRGA, 2015).

2.1.1 Estrutura e composigdo quimica do grdo de arroz

A espécie Oryza sativa L. é uma monocotiledénea da familia das Poaceae. Como tal,
caracteriza-se por possuir caules ocos, flores reduzidas de cor verde e aquénios especializados, as
cariopses ou grdos, como frutos. O grdo de arroz (Figura 2.1) é formado basicamente de casca,

farelo, endosperma e embrido, ou gérmen.

Figura 2.1: Desenho esquematico de corte longitudinal de um grao de arroz, com a identificacao das
dos diferentes componentes da sua estrutura.

Péalea

Endosperma Farelo

Camada da aleurona Tecido nucelar
Células do endosperma Testa
com granulos de amido
Pericarpo
Embrido
Plumula
Escutelo
Raquila

Fonte: Adaptado de Encyclopaedia Britannica (1996).
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O gérmen se localiza na face ventral do grdo e contém as estruturas essenciais para
produgdo de uma nova planta (lipideos, enzimas - lipases e lipoxigenases, vitaminas e proteinas
de reserva). O tegumento que envolve a semente encontra-se diretamente ligado ao pericarpo,
membrana que envolve o fruto. No caso do arroz, toda essa estrutura encontra-se envolvida pela
lema e pela pélea, que constituem a casca. As laterais da lema revestem as laterais da pélea, de tal
forma que o conjunto se fecha firmemente. A casca é porosa, leve e rica em silica (15 a 18 %). A
principal fungdo da casca é proteger o fruto contra o ataque de insetos ou fungos. A aleurona
constitui a parte mais externa do endosperma, envolve também a parte externa do embrido,
sendo formada por vérias camadas de células parenquimatosas. (GUIMARAES; FAGERIA;
FILHO, 2002).

As células do endosperma sdo de paredes finas e preenchidas com amiloplastos contendo
granulos de amido (Figura 2.2). As duas camadas celulares mais externas do endosperma (a
camada subaleurona) sdo ricas em proteinas e lipideos e contém amiloplastos com granulos de
amido menores do que os do interior do endosperma. Os granulos de amido sdo poliédricos,
com tamanho aproximado de 3 a 9 pm, com uma distribuicdo unimodal. A proteina ocorre
principalmente sob a forma de corpos proteicos esféricos de 0,5 a 4 um de tamanho ao longo do
endosperma, mas os corpos proteicos cristalinos e pequenos corpos proteicos sdo esféricos e
localizam-se na camada subaleurona. O corpo proteico esférico grande corresponde ao corpo tipo

PB-I e o corpo de proteina cristalina, o tipo PB-II. (JULIANO, 1993; SHEWRY; HALFORD, 2002).

Figura 2.2: Diagrama esquematico de varios corpos proteicos e granulos compostos de amido na
camada subaleurona do endosperma.

~
Esféncos

grandes

Cristaino
Corpos
Grinulos Proteicos
compostos de

amido

Esténcos
pequencs

—

Fonte: Adaptado de Juliano (1993).

O arroz é constituido principalmente por amido, apresentando quantidades menores de
proteinas, lipideos, fibras, minerais, vitaminas e compostos fenélicos. Entretanto, a composicao

do grdo e de suas fragdes esté sujeita a diferencas varietais, variagdes ambientais, de manejo, de
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processamento e de armazenamento, produzindo grdos com caracteristicas nutricionais
diferenciadas. (JULIANO, 1993). Os nutrientes ndo estdo uniformemente distribuidos nas
diferentes fracdes do grdo de arroz. As camadas externas apresentam maiores concentracoes de

proteinas, lipideos, fibras, minerais e vitaminas; enquanto que o centro é rico em amido.

(WALTER; MARCHEZAN; AVILA, 2008).

2.1.2.1 Carboidratos

Os carboidratos sdo os principais constituintes do arroz. Além do amido, que
corresponde a aproximadamente 90 % da matéria seca do arroz polido, também estdo presentes
aglcares livres e fibras. Enquanto que o endosperma é composto principalmente por amido, o
farelo e o gérmen apresentam principalmente fibras, contendo pequenas quantidades de outros

carboidratos. (JULIANO, 1993).

Os polissacarideos ndo amildceos de graos de cereais sdo constituidos de microfibrilas de
celulose, hemicelulose e substancias pécticas. (LAI et al., 2006). Esses polissacarideos, por nao
serem digeridos pelas enzimas no trato gastrintestinal humano, fazem parte da fracdo fibra
alimentar, que pode ser dividida em solavel e insoltvel. O endosperma tem um menor teor de
fibra do que o restante do arroz. Além disso, o endosperma tem um baixo teor de lignina, mas

um maior teor de substancias pécticas. (JULIANO, 1993).

O amido é um homopolissacarideo composto por cadeias de amilose e amilopectina. A
amilose é essencialmente um polimero linear, enquanto que a amilopectina é um polimero
altamente ramificado. A amilose apresenta cadeias lineares de cerca de 840 a 22.000 unidades de
a-D-glicopiranosil unidas por ligagdes a(1->4). As moléculas de amilose podem conter pequenas
ramificagdes (um ponto de ramificagdo a cada 170 a 500 unidades glicosil). A amilopectina
geralmente compreende cerca de 70 a 80 % do granulo de amido e é muito mais ramificada, com
cerca de 4 a 5 % das ligagdes glicosidicas com pontos de ramificagdo. As moléculas de
amilopectina sdo grandes discos planos contendo cadeias de a-D-glicopiranosil unidas por
ligacdes a(1->4), com pontos de ramificagdo formados por ligagdes o(12>6). (PREISS, 2009). As
proporcdes em que estas cadeias aparecem diferem entre genétipos, podendo-se classificar os

graos como ceroso (1 a 2 % de amilose), contetido de amilose muito baixo (2 a 12 %), baixo (12 a

20 %), intermediario (20 a 25 %) e alto (25 a 33 %). (JULIANO, 1993; MITCHELL, 2009).

O granulo de amido é uma importante fonte de energia para periodos longos em plantas
verdes. A estrutura do granulo é muito adequada a este papel, sendo densamente empacotada e
insoltivel em dgua, apesar de ser acessivel a enzimas catabdlicas da planta. Os granulos de amido

ocorrem na natureza nos mais diferentes tamanhos e formatos (esferas, elipsoides, poligonos,
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plaquetas, tubetes irregulares). Suas formas e dimensdes variam de 0,1 a 200 um, dependendo da
fonte botanica. Tais diferencas em sua morfologia sdo geralmente suficientes para fornecer
informagodes inequivocas da fonte botanica do amido. (PEREZ; BALDWIN; GALLANT, 2009). A
maior parte dos granulos de amido é produzida individualmente em diferentes amiloplastos no
vegetal;, entretanto, alguns amidos, tais como o de arroz, aveia e ervilha contém granulos
compostos (Figura 2.3). Nesses casos, mais de um granulo é produzido simultaneamente no

mesmo amiloplasto. (JANE, 2009).

Figura 2.3: Micrografia de amido de arroz, demonstrando a estrutura morfolégica tipica deste amido,

classificado como um amido composto.

Fonte: Jane (2009).

Assim, os amidos compostos possuem granulos que estdo empacotados hermeticamente,
tornando-se dificil sua separagdo. As formas dos granulos de amidos compostos sao
principalmente poliédricas, possivelmente como resultado de limita¢des de espago durante o
desenvolvimento dos granulos de amido. (JANE, 2009). Os granulos compostos do amido de
arroz possuem didmetros que podem alcancar 150 pm e sdo formados por aglomerados de cerca

de 20 a 60 granulos. (ZHOU et al., 2002).

2.1.2.2 Proteinas

As proteinas de reserva em graos de cereais sdo sintetizadas no reticulo endoplasmatico
rugoso e depositadas em organelas localizadas dentro do reticulo ou em vactiolos de reserva. A
classificagdo de proteinas de reserva é baseada na extracdo sequencial de Osborne em funcao de
diferentes solubilidades. Assim, as proteinas de cereais podem ser classificadas em quatro

categorias: albuminas, soliveis em 4gua; globulinas, soliveis em solugdes salinas; prolaminas,
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soltveis em solugdes alcool/dgua; e glutelinas, soliveis em solugdes acidas e alcalinas diluidas. O
fracionamento de Osborne foi um marco no desenvolvimento da quimica de cereais, mas cada
uma dessas fracdes é uma complexa mistura de diferentes polipeptideos com solubilidade

similar. (GUERRIERI, 2004).

O contetdo de proteinas no arroz é considerado baixo, entre 5 a 7 %, conforme
Friedman (1996) e 6,3 a 7,1 %, conforme Juliano (1993). Segundo Lam-Sanchez et al. (1994) as
glutelinas representam 68 a 72 % do total de proteinas do grdo, as globulinas, 12 a 17 %, as
albuminas, 10 a 12 %, e as prolaminas, 2 a 3 %. Considerando somente o endosperma do grdo,
verifica-se que o mesmo contém cerca de 7 a 18 % de albuminas, 5 a 12 % de prolaminas e 70 a
88 % de glutelinas. (ZHOU et al., 2002). Outros autores afirmam que, em média, o endosperma do
arroz apresenta 80 % de glutelinas. (JULIANO; BOULTER, 1976; JU; HETTIARACHCHY; RATH,
2001). No endosperma, essas proteinas estdo fortemente aderidas aos granulos de amido,
localizam-se no interior de corpos proteicos tipo PB-I e PB-II (Figura 2.2). Os grandes e esféricos
corpos proteicos tipo PB-I contém basicamente prolaminas, enquanto que os corpos proteicos

cristalinos do tipo PB-II contém glutelinas. (JULIANO, 1993; LUMDUBWONG; SEIB, 2000).

As glutelinas do arroz consistem em subunidades 4cidas de 30 a 39 kDa e subunidades
basicas de 19 a 25kDa. Os dois tipos de subunidades sdo formados por clivagem de um
polipeptideo precursor de 57 kDa. Estas subunidades permanecem associadas por pontes
dissulfeto, resultando agregados polipeptidicos que podem ter massas molares na faixa de 64 a
500 kDa. (JULIANO, 1993; VAN DER BORGHT et al., 2006). De fato, as proteinas do arroz sao
conhecidas por possuirem muitas ligacdes cruzadas entre si, devido a alta proporgdo de residuos
de cistina que sdo capazes de formar pontes dissulfeto entre diferentes polipeptideos. Esse fator
influencia na identificagdo de diferentes tipos de polipeptideos presentes, uma vez que a sua
visualizacdo somente é possivel mediante adequada separagdo dos mesmos, o que depende das
condi¢des empregadas na andlise. Agboola, Ng e Mills (2005) discutem que o nimero de fragdes
observado em seu estudo diferiu do relatado por outros autores, apesar dos valores observados
para as albuminas, globulinas e glutelinas situarem-se dentro de faixas indicadas na literatura.
Esse fator possivelmente também esteja relacionado as diferengas existentes entre as cultivares de
arroz empregadas nos diversos estudos. Além disso, as fragdes obtidas pelos autores também

diferiram em fungdo da técnica de identificacdo empregada.

Van der Borght et al. (2006) afirmam que a insolubilidade das proteinas do endosperma
do arroz ocorre principalmente devido a sua hidrofobicidade e a presenca de ponte de
hidrogénio e dissulfeto entre os polipeptideos. Desta forma, a maior parte das proteinas do
endosperma pode ser dissolvida utilizando uma combinagdo de agentes de dissociagdo e agentes

redutores. Além disso, a dissociacdo da glutelina em subunidades menores ocorre a altas
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concentragdes de alcali, devido a repulsdo de cargas. Contudo, altas concentracées de NaOH
podem causar modificagdes na proteina, causando principalmente a sua desagregagdo e reducao

do seu tamanho, resultando no aumento de sua solubilidade.

A qualidade da proteina depende de seu contetido em aminoacidos. Similar a outros
cereais, o arroz apresenta a lisina como aminoécido limitante!. Entretanto, entre os cereais, o
arroz apresenta uma das maiores concentra¢des de lisina, resultando em balanco de aminoacidos
mais completo. (JULIANO, 1993). Assim como sdo observadas variacdes no teor total de
proteinas, também existem diferencas na composicdo em aminoécidos das proteinas entre o arroz

integral e o polido.

a) Propriedades funcionais das proteinas

O termo “propriedade funcional” é definido como toda propriedade ndo nutricional que
influi no comportamento de certos componentes de um alimento. A maior parte das
propriedades funcionais influencia as caracteristicas sensoriais, mas igualmente pode
desempenhar papel importante nas propriedades fisicas dos alimentos e de seus ingredientes
durante o processamento, armazenamento, preparo e consumo. A somatoria das propriedades
funcionais de uma alimento ou ingrediente alimenticio é referida como “funcionalidade” e o

“valor funcional” de um produto ou ingrediente alimenticio aumenta a sua aceitacdo e utilizagdo.

(SGARBIERI, 1996; ORDONEZ, 2005).

Segundo Sgarbieri (1996) e Ordéfiez (2005), as propriedades fisicas e quimicas que
repercutem na aplicabilidade tecnolégica das proteinas sdo intimeras; entre elas o tamanho, a
composicdo e sequéncia de aminoacidos, a conformacao espacial, a carga liquida, a capacidade de
reagdo com outros componentes do alimento, etc. Além disso, a estrutura inicial de uma proteina
pode se modificar por agdo de agentes quimicos, fisicos e biolégicos; bem como quando ela é
incorporada na formulagdo do alimento devido a fatores extrinsecos, tais como o pH, a

temperatura, as condi¢des de processamento, as interagdes com outros componentes, etc.

Ordoéiiez (2005) classifica as propriedades funcionais das proteinas em dois grandes

grupos:

1 De acordo com FAO (2002), um aminoécido limitante é aquele que apresenta-se em uma
concentracdo abaixo do padrdo de aminoacidos de referéncia para proteinas, o que indica que o
mesmo estd em concentracdo limitada naquela proteina para garantir o crescimento e as fungdes

vitais do organismo humano; devendo ser obtido, na alimentagao, de outra fonte proteica.
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1. propriedades hidrodindmicas: sdo as relacionadas com as interagdes das proteinas com a
agua, tais como absor¢do e retencdo de Aagua, inchamento, adesdo, solubilidade e
viscosidade, além de outras, como geleificacao, precipitagdo e formagdo de diferentes

estruturas, como fibras e massas proteicas;

2. propriedades ligadas a caracteristicas de superficie: entre elas capacidade de formagdo de

espumas e emulsdes e todos os fendmenos ligados a tensao superficial.

Os métodos para a medida de véarias propriedades funcionais sdo ainda bastante
empiricos, ndo existindo uma padronizacdo dos procedimentos, o que dificulta muito a

comparacdo de dados obtidos por diferentes trabalhos. (SGARBIERI, 1996).

A seguir sdo apresentados os fundamentos bdasicos das propriedades funcionais
solubilidade, capacidade de absorcdo de dgua e 6leo, geleificacdo e capacidade de formacdo e

estabilizacdo de espumas e emulsdes.

Solubilidade: a solubilidade de uma proteina é definida como a porcentagem de proteina
que se mantém em solugdo ou dispersao coloidal sob condigdes especificas e que nao sedimenta
com forcas centrifugas moderadas. Para que uma proteina seja soltvel, ela deve interagir com o
solvente, geralmente através de ligagdes de hidrogénio, interagdes do tipo dipolo-dipolo e
ibnicas); por isso esta propriedade pode ser também definida como o equilibrio entre as

interacdes proteina-proteina e proteina solvente. (ORDONEZ, 2005).

Uma boa solubilidade conduz a aplicacdo da proteina para a producdo de bebidas,
molhos, sopas desidratadas, purés, etc. A solubilidade em pH neutro ou no ponto isoelétrico
costuma ser a primeira propriedade tecnolégica que se mede de um ingrediente proteico, ja que
as proteinas insolaveis tém pouca aplicacdo na industria alimenticia. Em pH’s diferentes do
ponto isoelétrico, as proteinas possuem cargas liquidas e repelem-se entre si, podendo interagir
com as moléculas de agua, sendo portanto, mais soltveis. Quando se representa a solubilidade
de determinada proteina em funcdo do pH, obtém-se normalmente curvas em forma de U, onde
a solubilidade minima ocorre no ponto isoelétrico. Entretanto, diferentes comportamentos de
solubilidade em funcdo do pH podem ser observados para misturas de proteinas, tais como
concentrados proteicos de soro de leite, caseinatos, ou em sistemas alimenticios. A precipitacao
das proteinas pode ndo necessariamente ocorrer no ponto isoelétrico devido a concentracdo da

proteina e a constante de solubilidade dos demais produtos. (VOJDANI, 1996; ORDONEZ, 2005).

Normalmente a solubilidade aumenta com a temperatura de 0 a 40-50 °C. Acima disto, a
maioria das proteinas tende a desnaturar, o que implica na perda da solubilidade. (VOJDANI,

1996; ORDONEZ, 2005).

Diferentes termos sdo usados na literatura para expressar a solubilidade de uma proteina.
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Vonjdani (1996) apresenta uma revisdo dos diferentes termos empregados, de acordo com o

método utilizado para estimar a solubilidade.

A medida da solubilidade de proteinas a partir de amostras sélidas compreende a
subdivisdo das particulas sélidas, a exposicdo da amostra a um meio aquoso, a agitagdo e a
aplicacdo de uma forca de separacdo entre a fragdo soltvel e a insolavel. A solubilidade da
proteina pode ser determinada pela dosagem de nitrogénio na fracdo soltivel, calculando-se um
indice de solubilidade de nitrogénio (ISN), pela Equacdo 2.1. (VOJDANI, 1996, SGARBIERI,
1996).

ISN (%)=11\\II_ST*100 2.1)

sendo NS o teor de nitrogénio solavel e NT o teor total de nitrogénio na amostra.

A solubilidade de proteina (SP), Equacdo 2.2, é outra forma de expressar esta
propriedade. Neste, uma dada proteina é solubilizada sob condi¢des definidas, centrifugada e a
quantidade de proteina soltivel no sobrenadante e o total de proteina na amostra sdo medidos.
Com a expressdo desta propriedade em termos de SP, a dosagem da proteina pode ser realizada
por quaisquer técnicas, diferentemente do ISN, no qual a dosagem deve ser realizada pelo

método de Kjeldahl. (VOJDANI, 1996).

SP (%)=%*100 22)

sendo PS a quantidade de proteina soltvel e PT a quantidade total de proteina da amostra.

Capacidade de absorcdao de dgua e dleo: a determinacdo da capacidade de ligacdo de
dgua e 6leo em alimentos a base de proteina é de extrema importancia para a indtstria de
alimentos. A capacidade de ligar 4gua e 6leo determina ndo somente a aceitabilidade sensorial de
um dado produto, mas também a sua margem de lucro. Os consumidores tendem a evitar
produtos que mostram a exsudacdo de dgua no interior da embalagem. Além disso, formulagdes
que resultam em pobres capacidades de ligar d4gua e gordura se traduzem em perdas de liquidos

durante o processamento. (BARBUT, 1996).

As propriedades de hidratacdo de proteinas estdo diretamente relacionadas a fatores
intrinsecos da prépria molécula, isto é, com sua composicdo de aminoacidos e sua conformagao.
As proteinas interagem com a dgua mediante ligagdes de hidrogénio, ligagdes dipolo-dipolo ou
cadeias laterais dos aminoacidos (interacdes com grupos ionizados). Assim, quando ha
proporcao maior de aminodcidos com cadeias laterais hidré6fobas, a proteina apresenta

capacidade menor de hidratagdo do que quando é composta por aminodcidos com cadeias

laterais hidréfilas, que podem estabelecer mais facilmente ligagdes de hidrogénio com a agua.
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Também influi na capacidade de hidratacdo a conformacdo das proteinas, bem como a
organizacdo tridimensional dessas cadeias ordenadas, estabilizadas mediante unides
hidrofébicas, interagdes eletrostaticas, ligacdes de hidrogénio e ligagdes covalentes (estrutura

terciaria). (ORDONEZ, 2005).

Sdo descritos na literatura diferentes métodos para a avaliagdo da capacidade de absorcao
de agua e 6leo de proteinas. Cada um deles tem relacdo com as caracteristicas intrinsecas de cada
tipo de proteina testada. Cao et al. (2009) avaliaram a capacidade de absorcdo de dgua e 6leo de
proteinas de arroz integral, de arroz polido e de farelo de arroz utilizando o seguinte
procedimento: amostras de cada proteina (0,5 g) foram misturadas com agua destilada ou 6leo
vegetal refinado (5,0 mL) e as misturas foram centrifugadas a 1200 x g por 25 minutos. Apds,
foram drenadas por 30 minutos e o ganho de massa por unidade de massa de proteina foi

registrado como a capacidade de absor¢do de agua ou 6leo.

Gelificacao: a gelificacdo proteica consiste na formacdo de uma rede proteica ordenada a
partir de proteinas previamente desnaturadas. E um fenémeno de agregagao proteica no qual as
forgas atrativas e repulsivas estdo tdo equilibradas que é formada uma rede ou matriz tercidria
bem ordenada, capaz de reter grande quantidade de dgua. A gelificagio desempenha papel
fundamental em determinados alimentos, como sobremesas lacteas, produtos carneos cozidos,
produtos de panificagdo, etc., influindo também em outras propriedades tecnolégicas, como a
absorcao de agua, a formagdo e estabilizacdo de espumas e emulsoes. Para que se forme o gel
proteico, é necessario que haja desnaturacdo e agregagdo posterior de forma ordenada,

predominando interacdes proteina-proteina. (MATSUMURA; MORI, 1996; ORDONEZ, 2005).

A gelificacdo ocorrem em duas etapas: inicialmente ocorre a mudanga conformacional ou
a desnaturacdo parcial das moléculas proteicas, em seguida ocorre uma agregagao gradual das
proteinas desnaturadas. A segunda etapa é muito mais lenta que a primeira e, desta forma,
controla o processo. (MATSUMURA; MORI, 1996). O fendmeno de formagdo de gel é complexo e
normalmente se processa com o resfriamento da solugdo coloidal. Verifica-se um aumento da

viscosidade até o ponto em que a rigidez se manifesta. Este ponto é chamado “ponto de gel”.

(SGARBIERI, 1996).

Segundo Matsumura e Mori (1996) proteinas com baixa solubilidade ou dispersibilidade
em solucdes aquosas também apresentam pobres propriedades gelificantes. As principais
proteinas deste grupo sdo as proteinas dos cereais. Tratamentos enzimaticos, incluindo reagdes
com proteases, podem ser tteis para modificar a solubilidade, bem como as demais propriedades

das glutelinas e prolaminas de cereais.

O método empregado por Agboola, Ng e Mills (2005) para a identificacdo da

concentragdo de proteina minima para a gelificacdo de concentrados proteicos de arroz consistiu
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em inicialmente preparar dispersdes entre 1 e 10 % (m/m) em tubos teste. As dispersdes foram
completamente misturadas com o auxilio de um misturador tipo vortex por 5 minutos e, entdo,
tratadas termicamente a 90 °C por 30 minutos. As suspensdes foram entdo resfriadas em uma
camara fria a 5 °C por 1 hora, depois disso foram invertidas. A menor concentracdo na qual a

amostra nao flufa na inversdo dos tubos era a concentracao minima de gelificagdo.

Capacidade de formacao e estabilizacio de emulsdes: uma das propriedades
tecnologicas bdsicas, necessaria para muitos sistemas alimenticios, é a habilidade de formar
emulsdes. As emulsdes sdo sistemas dispersos de dois liquidos pouco soltiveis ou insoltveis
entre si. Normalmente a fase dispersante é a dgua, e a dispersa, 6leo; nesse caso tem-se as
emulsdes 6leo em agua (O/W). Quando a dgua estd dispersa no 6leo, tem-se as emulsdes agua

em 6leo (W/O). Entretanto, em sistemas alimenticios, a estrutura das emulsdes é muito mais

complexa. (HILL, 1996; SGARBIERI, 1996; ORDONEZ, 2005).

As emulsées sdo sistemas intrinsecamente instdveis. A estabilidade fisica de emulsdes
alimenticias W/O é governada primariamente pela posi¢do e o tamanho das particulas sélidas.
Em emulsdes O/W a desestabilizagado resulta em floculacdo, coalescéncia, desnate ou inversao de
fases, fendmenos que podem acontecer isoladamente ou em conjunto. (HILL, 1996). Para
aumentar a sua estabilidade, utilizam-se agentes emulsionantes. Dentre os agentes emulsionantes
possiveis para estabilizar emulsdes alimenticias, tem-se as proteinas. Tais moléculas tensoativas
se orientam de tal forma que seus extremos hidréfobos e hidroéfilos se colocam nas superficies da
interface 6leo/é4gua, respectivamente. O acimulo dessas moléculas na interface diminui a tensao

interfacial, estabilizando o sistema. (SGARBIERI, 1996; ORDONEZ, 2005).

Os termos estabilizante e emulsificante sdo frequentemente usados como sinénimos, mas
suas fungdes sdo diferentes. Para a producdo de uma emulsdo, um emulsificante inicialmente
deve facilitar a geragdo de uma nova interface pela diminuicdo da energia livre interna, e entdo
deve garantir a formacio de uma camada na interface 6leo/agua. E importante que o
emulsificante seja adsorvido rapidamente na interface. As propriedades interfaciais dos
surfactantes sdo, portanto, cruciais para a formacdo de emulsdes estdveis. O papel do
estabilizante é retardar a frequéncia de colisdes das goticulas. As proteinas podem atuar tanto
como emulsificantes quanto como estabilizantes, (HILL, 1996). As proteinas que apresentam
melhores propriedades emulsificantes sdo as de maior solubilidade, estrutura dissociada e

separada e boa hidrofobicidade. (ORDONEZ, 2005).

Uma variedade de testes tem sido aplicados para indicar o valor de uma proteina em
uma emulsdo. A determinacdo do tamanho das gotas tem sido considerado o método mais
apropriado para a avaliacdo da qualidade de uma emulsao e alguns métodos, incluindo o calculo

do indice de atividade da emulsdo, o teste empirico de capacidade de emulsdo, volume da fase
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6leo e estabilidade da emulsdo também podem ser empregados. (HILL, 1996).

Segundo Pearce e Kinsella (1978), a capacidade da proteina para estabilizar emulsées esta
relacionada com a drea interfacial que pode ser revestida pela molécula proteica. De acordo com
a teoria de Mie para dispersdo de luz, existe relacdao entre a turbidez e a area interfacial de uma
emulsdo. No estudo, os autores avaliaram a turbidimetria como um método para medir as
propriedades emulsificantes de proteinas. As emulsdes foram feitas por homogeneizacdo de
quantidades conhecidas de proteinas e 6leo de amendoim. Estas emulsdes foram diluidas em
série para produzir uma absorvancia de 0,01 e 0,6 a 500 nm. Varios fatores, ou seja, o grau de
homogeneizacdo, o tipo de homogeneizador, a concentragdo de proteina, o volume de dispersao,
a fragdo de volume de 6leo, o pH e o tipo de 6leo afetaram a formacdo de emulsdo. Usando uma
férmula simples, baseada na turbidez, fracao volumétrica da fase dispersa e da massa de proteina
utilizada na emulsdo, os autores determinaram o indice de atividade emulsificante, relacionado

com a area interfacial da emulsao.

Zhao et al. (2012) utilizaram o procedimento de Pearce e Kinsella (1978) para determinar o
indice de atividade emulsificante de concentrados proteicos de endosperma e farelo de arroz.
Nele, aliquotas de 16 mL de solu¢des da proteina (preparada em tampao fosfato 10 mM, pH 7,0)
foram completamente homogeneizadas com 4 mL de 6leo de soja usando um homogeneizador a
12.000 rpm por 1 minuto a temperatura ambiente. Apds, 50 uL. da emulsdo foram pipetados a
0,5 cm do fundo do tubo de preparagdo da emulsdo e dispersos em 5 mL de solugdo de dodecil
sulfato de sédio (SDS) a 0,1 % no instante de preparacdo da emulsdo e 10 minutos depois da

homogeneizacdo. A absorvancia da solucdo foi medida a 500 nm contra SDS 0,1 % como branco.

O indice de atividade emulsificante (IAE) e o indice de estabilidade da emulsado (IEE)

foram calculados com o uso das Equagdes 2.3 e 2.4, respectivamente.

2*2,303 o
IAE (m’g")=———=""=__* A_*diluicdo (23)
(mg") C*(1-¢)*10* ° ¢
*
IEE (%)=M (2.4)

0

sendo Ao e Ajp as absorvancias a 500 nm medidas imediatamente e depois de 10 minutos de
formacdo da emulsao, respectivamente, com diluicdo de 100 vezes. C refere-se a concentracdo de
proteina (g mL-) na solugdo antes da emulsificacao, ¢ é a fragdo volumétrica de 6leo da emulsdo

(6= 0,20).

Capacidade de formacdo e estabilizacio de espumas: as espumas alimenticias sdo
dispersdes de gas em uma fase continua liquida ou semi-sélida, formada pelas chamadas

laminulas. Do mesmo modo que nas emulsdes, é preciso proporcionar energia mecanica para
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criar uma interface e, além disso, requer-se a presenca de agentes de superficie que diminuam a
tensdo superficial para evitar a coalescéncia das bolhas de gas. As espumas alimenticias sdao
bastante instaveis, porque apresentam grande superficie de interface. Uma proteina pode ter boa
capacidade espumante se sua molécula for flexivel e, portanto, estende-se rapidamente na
interface, e se apresentar alto grau de hidrofobicidade, j4 que, desse modo, melhora sua
orientagdo. Contudo, para que a espuma seja estavel, é necessdrio que em torno de cada bolha de
gds se forme uma pelicula proteica espessa, continua, eldstica e impermeavel ao ar. Tudo isso esta

relacionado com a concentracao de proteinas, as intera¢des intermoleculares e a capacidade de

hidratacao. (ORDONEZ, 2005).

Segundo Wilde e Clark (1996) as espumas sdo estruturas de dificil estudo. Isto porque sao
sistemas dindmicos de estabilidade transiente, e ndo respondem bem a técnicas invasivas.
Medidas diretas de volume da espuma, distribuicdo do tamanho das bolhas e estabilidade

proporcionam uma descrigdo fisica da espuma.

O parametro mais comum usado para definir uma espuma é o volume. Este pardmetro
esta intimamente relacionado com capacidade de formagdo de espuma de um sistema. Esta é
frequentemente determinada simplesmente pela medigdo do volume da espuma obtido a partir
de uma condicdo padrdo de formagdo da mesma (tempo e tipo de batimento empregado). A
capacidade de formacdo de espuma (FE) pode ser expressa como a razdo entre o volume final da
espuma e o volume inicial da suspensao, conforme a Equacdo 2.5. (WILDE; CLARK, 1996).

FE (%) = — (2.5)

Ve
Vis

sendo Ve o volume da espuma e Vis o volume inicial da suspensao.

Uma vez que a capacidade de formacdo de espuma foi determinada, a estabilidade da
mesma precisa ser medida. Isto envolve medidas do volume da espuma ou de liquido drenado
ao longo do tempo depois da formacdo da espuma. A habilidade da espuma reter o liquido e
reduzir a drenagem é muito importante em muitas aplicagdes. Desta forma, a estabilidade da
espuma (EE) pode ser expressa em termos do volume drenado em um determinado instante de
tempo, apds a formagdo da espuma (Equacdo 2.6). Com vistas a padronizar este instante de
tempo buscando a avaliagdo comparativa de trabalhos, diversos autores tém adotado um tempo
de meia vida, ou seja o periodo de tempo no qual o volume drenado atinge metade do volume da

suspensao inicial. (WILDE; CLARK, 1996).

EE (%) = ‘\7;5’—‘\//‘: 2.6)
1S -

sendo Vg4; o volume drenado apés um periodo de repouso e V4 o volume drenado no instante de

formagdo da espuma.
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2.1.2.3 Lipideos

De acordo com a sua capacidade de se associar com o amido (via interagdes do tipo Van
der Vaals), os lipideos do arroz sdo frequentemente classificados como lipideos amido e lipideos
nado-amido. (LIU et al., 2013). A maior proporcdo dos lipideos do arroz localiza-se no gérmen (1/3
do contetido total) e no farelo (20 %, em base seca), especificamente como corpos lipidicos ou
esferosomas na camada da aleurona; cerca de 1,5 a 1,7 % estd presente no arroz polido,

principalmente como lipideos ndo-amido. (JULIANO, 1993).

N

Os lipideos amido do endosperma estdo associados a amilose. (LIU et al., 2013). Os
lipideos amido sdo principalmente monoacilgliceréis (4cidos graxos e lisofosfatideos) que
formam complexos helicoidais de inclusdo entre a amilose e a cadeia hidrocarbénica do lipideo.
(JULIANO, 1993; ZHOU et al., 2002). Além disso, os corpos proteicos, particularmente os situados
no endosperma do grdo, sdo ricos em lipideos. O principais acidos graxos presentes sdo o
linoleico (18:1) (29 a 42 %), o oleico (18:1) e o palmitico (16:0). O &cido linolénico (18:3) esta
presente em pequenas proporgdes (0,8 a 1,0 %). (JULIANO, 1993).

2.1.2.4 Minerais

Os minerais estdo também concentrados nas camadas mais externas do grao integral,
particularmente no farelo. De forma geral, aproximadamente 72 % esta no farelo e 28 % no grao
polido. Entretanto, alguns minerais apresentam distribui¢cdo mais uniforme, como sédio e célcio,
permanecendo no arroz branco polido 63 % do sédio e 74 % do célcio do arroz integral.

(JULIANO, 1993).

2.1.2.5 Vitaminas

O arroz contém principalmente vitaminas do complexo B e a-tocoferol (vitamina E), com
concentragdes insignificantes das vitaminas A, D e C. A concentragdo é maior nas camadas
externas do grdo, sendo que, para tiamina, riboflavina, niacina e a-tocoferol, aproximadamente

78,47, 67 e 95 %, respectivamente, estdo presentes no farelo. (JULIANO, 1993).

2.1.2 Pés-colheita e beneficiamento do arroz

As operagdes pos-colheita compreendem o transporte, recepcao, pré-limpeza, secagem e

armazenamento dos graos de arroz. Apds, os grdos seguem para o beneficiamento, quando na
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producdo de arroz integral ou branco polido, ou para o processo de parboilizagdo, quando na

obtengdo de arroz parboilizado.

O transporte até unidade de secagem deve ocorrer no menor tempo possivel. Ao chegar a
unidade de conservacao, é obrigatéria a imediata operagdo de pré-limpeza. A secagem pode ser
feita por varios métodos, desde o natural e os naturais melhorados, até a secagem forcada. Os
principais danos causados aos grdos de arroz durante a secagem com ar aquecido sdo
trincamento, formagdo de crosta periférica, alteragdo de coloragdo e desestruturacdo do amido,
que provocam redugdes no rendimento industrial e no valor comercial, além de diminuir a
conservabilidade durante o armazenamento e dificultar as operagdes de preparo para consumo.

(ELIAS; FRANCO, 2004).

Para obtencdo do produto beneficiado polido, o arroz é primeiramente submetido ao
descascamento do grdo. A casca representa, aproximadamente, entre 20 e 22 % do peso total.
(CASTRO et al., 1999). A remogdo da casca produz o chamado arroz integral. Assim que a casca é
removida, a abrasdo realizada sobre o farelo libera lipases que apresentam efeito hidrolitico sobre
os lipideos do grdo. A subsequente rancidez resulta em off-tastes amargos e indesejaveis.
Normalmente, assim que a casca é removida, o arroz é vendido para uso imediato como arroz
integral ou segue para as proximas etapas do beneficiamento, que sdo a remocado do farelo e o
polimento. (MITCHELL, 2009). Nas etapas de brunicdo e polimento sdo retirados o embrido (total
ou parcialmente) e a maior parte da pelicula que recobre o grdo. A brunicdo, também conhecida
como branqueamento, é complementada pelo polimento, que consiste no acabamento do produto
e remogao dos residuos de farelo. O coproduto resultante constitui o farelo, que representa cerca
de 8 % do grdo em casca ou 10 % do produto descascado. (CASTRO et al., 1999). Este deve ser
submetido a estabilizacdo, um tratamento térmico que inativa as lipases. O farelo estabilizado
tem sido usado como um ingrediente grau alimenticio para alimentos processados. (MITCHELL,

2009).

Ap06s o polimento, o arroz brunido e polido é dividido em uma série de fra¢des de acordo
com o seu tamanho. (MITCHELL, 2009). O total de grdos (inteiros e quebrados) recuperado apés
a eliminacdo da casca e do farelo é referido como “renda do beneficio” e é expresso em
porcentagem em relagdo ao produto bruto. Apds o polimento, procede-se a separacdo entre as
fracoes de graos quebrados e inteiros, sendo considerado como inteiro o grao descascado e polido
que, mesmo quebrado, apresente comprimento igual ou superior a trés quartas partes do
comprimento minimo da classe a que pertence. A fracdo de grdos inteiros é referida como
“rendimento do grdo”. A Figura 2.4 apresenta um fluxograma com as quantidades aproximadas

de produtos e coprodutos obtidos a partir do beneficiamento do arroz em casca. (CASTRO et al.,

1999).
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O aproveitamento do arroz quebrado no Brasil é uma &rea ainda pouco explorada,
quando comparada com outras partes do mundo. Considerando a produgédo brasileira de arroz
de 2014, 12,1 milhdes de toneladas (FAO, 2015), é possivel estimar uma geracdo de mais de 1,5
milhdes de toneladas de grdos quebrados ao ano (14 % do total de arroz com casca). Este
coproduto é muito utilizado na alimentagdo animal, para a produgao de racdo. Fora do Brasil, o
arroz quebrado é muito utilizado na produgdo industrial de farinhas de arroz de diferentes
granulometrias e funcionalidades. Em todo o mundo ha uma demanda constante por farinha de
arroz para utilizagdo em alimentos para bebés, cereais matinais, biscoitos, doces, macarrdo, paes
azimos e outros. No Brasil, a produgdo de farinha de arroz para consumo humano também é
realizada, mas a demanda por este produto é ainda menor do que a geracdo de graos quebrados,

sendo que o volume produzido deste coproduto ainda preocupa o setor.

Figura 2.4: Fluxograma representativo das quantidades aproximadas de produtos e coprodutos
obtidos a partir do beneficiamento do arroz em casca.

Arroz em casca
(100 kg)

Arroz Integral ‘

Arroz Brunido
(72k8) 4\

.
Pl g

Arroz Inteiro Arroz Quebrado
(58 kg) (14 kg)
Quebrados grandes Quebrados médios Quirera
(6 kg) (5 kg) (3 kg)

Fonte: Castro ef al. (1999); imagens adaptadas de Buggenhout ef al. (2013).

Internacionalmente, nos tltimos anos, ingredientes derivados de arroz polido e do arroz
integral tém sido a base para o desenvolvimento de muitos novos alimentos. Os ingredientes ja
comercialmente disponiveis de arroz apresentam propriedades similares aos produtos da
industria do milho. Amido de arroz, proteinas de arroz, xaropes de arroz, dextrina de arroz e
hidrolisados de arroz apresentam aplicagdes crescentes. (BAO; BERGMAN, 2004). O Capitulo 3

deste estudo apresenta um artigo de revisdo que demonstra potencialidades do uso deste
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coproduto na geracao de ingredientes, abordando as principais propriedades e aplicagdes dos

mesmos; além de discorrer sobre as tecnologia hoje disponiveis para realizar a sua produgéao.

2.2 Processos de Separacao por Membranas

Os Processos de Separacao por Membranas (PSM) compreendem uma vasta gama de
processos fundamentalmente diferentes, desde a microfiltragdo até a eletrodidlise. O fator comum
que liga os diferentes tipos de operagdes de separagdo é o arranjo fisico do processo. Em todos
eles, a separacdo ocorre entre duas correntes separadas por uma fina interface ou barreira fisica.
Esta interface constitui a membrana e permite o transporte seletivo de componentes das duas

fases. (BELL; COUSINS, 1994).

Em esséncia, uma membrana nada mais é do que uma interface discreta e fina que
modera a permeacdo de espécies quimicas em contato com ela. Esta interface pode ser
homogénea, isto é, completamente uniforme em composicdo e estrutura, ou pode ser
quimicamente ou fisicamente heterogénea, por exemplo, contendo orificios ou poros de
dimensdes finitas ou consistindo em uma estrutura em camadas. (BAKER, 2004). Segundo
Habert, Borges e Nobrega (2006), em fungdo das aplicagdes a que se destinam, as membranas
apresentam diferentes morfologias. De um modo geral, as membranas podem ser classificadas
em duas grandes categorias: densas e porosas. Para se caracterizar as membranas sao geralmente
adotados pardmetros de natureza morfolégica e pardmetros relativos as suas propriedades de
transporte. No caso de membranas porosas, caracteristicas como a distribuicdo de tamanho de
poros, porosidade superficial e espessura sdo os pardmetros relevantes. Ja para membranas
densas, as caracteristicas fisico-quimicas tais como o polimero utilizado e as substancias a serem
separadas, assim como a espessura do filme polimérico, sdo os pardmetros importantes.
Entretanto, independente do tipo de membrana, as propriedades de transporte como
permeabilidade a gases e liquidos, bem como a sua capacidade seletiva sdo utilizadas como

parametros caracteristicos dos processos.

A grande maioria das membranas usadas comercialmente sdo constituidas por materiais
poliméricos. No entanto, nos dltimos anos, o interesse em membranas formadas a partir de
materiais menos convencionais aumentou. Membranas ceramicas, uma classe especial de
membranas microporosas, estdo sendo usadas em aplicacdes de ultrafiltracdo e microfiltragdo,

para os quais sdo necessarios resisténcia a solventes e elevada estabilidade térmica. Além disso,
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membranas metalicas densas, particularmente membranas de palddio, estdo sendo consideradas

para a separagdo de hidrogénio a partir de misturas de gases, por exemplo. (BAKER, 2004).

2.2.1 Classificag¢do dos PSM

Uma classificagdo possivel para os PSM é em termos do tamanho dos poros da
membrana, da forca motriz que governa o processo de transferéncia através da membrana e do
mecanismo de transporte. Alternativamente, os processos com membranas podem ser
classificados em termos do tamanho da molécula que esta sendo separada. Tendo em mente que
estas classificacdes se sobrepdem, nao ha uma defini¢do rigida. (BELL; COUSINS, 1994). Segundo
Habert, Borges e Nobrega (2006), os PSM que utilizam diferenca de pressdo através da membrana
como forca motriz tém sido utilizados para concentrar, fracionar e purificar solu¢des diluidas. De
acordo com a natureza e do tipo de solutos e da presenca ou nado de particulas em suspensdo,
membranas com diferentes tamanhos e distribui¢do de poros ou mesmo densas sdo empregadas,
caracterizando os processos conhecidos como Microfiltracao (MF), Ultrafiltracao (UF) e Osmose

Inversa (OI). O Quadro 2.1 apresenta uma classificagdo normalmente aceita para os PSM.

Os processos de micro e de ultrafiltracdo serdo detalhados a seguir, pois esses sdo os

processos de interesse para o desenvolvimento deste trabalho.

2.2.1.1 Microfiltragcao

A microfiltragdo (MF) é o processo de separacdo com membranas mais préximo da
filtragdo classica. E indicado para a retencdo de materiais em suspensdo e emulsdes. Como as
membranas de MF sdo relativamente abertas, as pressdes empregadas como forca motriz para o
transporte sdo baixas, dificilmente ultrapassando 3 bar. Na MF o solvente e todo o material

solivel permeia através da membrana, sendo retido apenas o material em suspensao.
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Quadro 2.1: Classificagdo para os processos de separa¢do por membranas.

Processo

Microfiltragao
Ultrafiltracao

Nanofiltracao

Osmose inversa
Osmose direta
Permeacao de gases

Diéalise

Eletrodialise

Pervaporacao

Tamanho de poro
Massa Molar de Corte

0,02 - 10 pm

0,001 - 0,02 um
103 - 106 Da

0,001 - 0,005 um

Nao porosa
<103Da

Nao porosa

Nao porosa

10-30 A

Nao porosa
<2x102Da

Nao porosa

Forca motriz

Pressao 0,5 - 2 bar
Pressao 1 - 7 bar

Pressao 5 - 40 bar

Pressao 10 - 100 bar
Diferenga de pressao
osmotica

Pressao 0 - 100 bar

Diferenca de
concentracao

Potencial elétrico

Pressao parcial de
vapor

Mecanismo

Exclusdo por
tamanho

Exclusao por
tamanho

Exclusao por
tamanho/
Solugao-difusao
Solugdo-difusao

Solugao-difusao
Solugdo-difusao

Exclusdo por
tamanho e
diferenca de
difusividade
Migracéao idnica

Solugao-difusao

Fonte: Adaptado de Bell e Cousins (1994) e Nébrega, Habert e Borges (2001).

2.2.1.2 Ultrafiltracao

A ultrafiltracdo (UF) é um processo de separacdo por membranas utilizado quando se

deseja purificar e fracionar solugdes contendo macromoléculas. As membranas de UF apresentam

poros mais fechados do que as membranas de MF. Solugdes contendo solutos numa ampla faixa

de massa molar (103 - 10¢ Dalton) podem ser tratadas por este processo. Como os poros das

membranas de UF sd3o menores, uma maior forca motriz é necessaria para obter fluxos

permeados elevados o suficiente para que o processo possa ser utilizado industrialmente. Por

este motivo as diferengas de pressao através da membrana variam na faixa de 1 a 7 bar.

2.2.2 Modos de operacio

De acordo com a aplicagdo pretendida, existem diferentes maneiras de se operar um

sistema de membranas. Os principais modos sdo o reciclo total, batelada e a diafiltragdo.
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No modo de operagdo reciclo total, as correntes de concentrado e permeado retornam
continuamente para o tanque de alimentagdo. Esse modo de operagdo é utilizado na
determinacdo das melhores condicdes de operacdo do sistema, para avaliar a retengdo da

membrana e estudar as intera¢des membrana-solucao.

O modo batelada consiste em remover continuamente a corrente de permeado do

sistema, enquanto que a corrente de concentrado retorna ao tanque de alimentagéo.

A diafiltracdo é um modo de operagdo diferente para os PSM, consiste basicamente em
operar, por exemplo, os processos de MF ou UF, com uma alimentacdo continua de solvente em
vazdo igual a vazdo de permeado. Trata-se de uma operagdo de “lavagem” da solucdo problema.
A diafiltracdo é utilizada quando se deseja purificar um determinado soluto de uma solugdo,
onde os contaminantes sdo compostos de dimensdes menores do que as do soluto de interesse,
ou aumentar a recuperagdo de um microssoluto na corrente de permeado. Para o caso da
purificacdo, os contaminantes vdo sendo eliminados no permeado, enquanto a membrana retém
o soluto de interesse. Uma vez alcancada a pureza desejada, interrompe-se a adicdo de solvente e,
se necessdrio, pode-se efetuar a concentracdo do soluto purificado em modo batelada. A
diafiltragdo pode também ser operada em regime semicontinuo, com o solvente sendo

adicionado por etapas, nesse caso é possivel minimizar a gera¢do de permeado.

2.2.3 Principios dos PSM

Nos sistemas de PSM, basicamente duas configuracdes de escoamento sdo utilizadas: a

filtragdo convencional ou dead-end e a filtracao tangencial ou cross-flow (Figura 2.5).

N

Na primeira, a solugdo de alimentagdo escoa perpendicularmente a superficie da
membrana, promovendo a formacdo de uma camada na superficie da membrana semelhante a
uma torta, devido ao actimulo das particulas retidas. Na filtragdo tangencial, a alimentagdo escoa
ao longo da superficie da membrana, reduzindo o actimulo das particulas retidas. (BAKER,

2004).
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Figura 2.5: Representacdo esquemadtica de (a) filtragdo convencional e (b) filtracao tangencial com
membranas de microfiltragio.

(a) Filtracao convencional
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Fonte: Adaptado de Baker (2004).

2.2.3.1 Mecanismos de permeacio

O fluxo permeado representa a vazdo (volumétrica, massica ou molar) de permeado por
unidade de area da membrana e é determinado pela forca motriz aplicada e pela resisténcia

apresentada pela membrana (ou por sua permeabilidade), que muitas vezes, sdo proporcionais.

A propriedade mais importante de uma membrana é a sua capacidade de controlar a taxa
de permeacao de diferentes espécies. O movimento de qualquer espécie através da membrana é
causado pela acdo de uma ou mais forgas motrizes sobre os componentes da alimentacdo. A
maioria dos processos utiliza como forga motriz, o gradiente de potencial quimico - que pode ser
expresso em fungdo do gradiente de pressdo, de concentragdo ou de temperatura - ou o gradiente
de potencial elétrico. De acordo com o tipo de membrana utilizada, dois modelos sao utilizados

para descrever o mecanismo de permeacdo, o fluxo convectivo e o fluxo devido a solu¢do-difusdo.

Em membranas porosas, especialmente nas membranas de microfiltragdo e em menor
grau nas membranas de ultrafiltracdo, a membrana atua principalmente como uma peneira. Por
possuirem poros relativamente grandes, os processos ndo sdo seletivos. As espécies quimicas
pequenas o suficiente para entrar nos poros sdo transportadas por fluxo convectivo. A performance
da separacdo por membranas nestas circunstancias é grandemente determinada pela aplicacdo,
ou seja, as caracteristicas da corrente que esta sendo processada afeta largamente a performance

da membrana. (BELL; COUSINS, 1994). O fluxo convectivo para os processos de micro e de
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ultrafiltracao é governado pelo gradiente de pressdo, e a equagdo bdasica que representa este

mecanismo de transporte é a Lei de Darcy, que pode ser escrita conforme a Equagdo 2.7.

dp
=K'c. =& 2.7
]l Cl dx ( )

sendo J; o fluxo de transferéncia do componente i, (g cm2 s1) e dp/dx o gradiente de pressdo
existente no meio poroso (dyn cm-3), ci a concentragdo do componente i no meio (g cm=?) e K' um

coeficiente que reflete a natureza do meio (cm? s g1).

Esta equagdo pode ser escrita da forma como apresentado na Equacdo 2.8, com a
definicdo da permeabilidade (Lp) da membrana. A permeabilidade é uma propriedade que

quantifica o desempenho de permeagao da membrana.

J=lp 2o 238)

sendo ] o fluxo de permeado (L m2h1), Lp a permeabilidade (L m m=2h- bar?), AP a pressdo
transmembrana (diferenca entre a média aritmética entre as pressdes de entrada e saida do
modulo e a pressdo da corrente de permeado) (bar) e Axa espessura da membrana (m). Quando
o fluido de trabalho é a 4gua, Lp é chamada permeabilidade hidraulica, medida tutil para
caracterizar a membrana, além de indicar seu grau de integridade. Como durante o processo a
membrana estd compactada, sua espessura ndo é conhecida. Desta forma, a constante de
proporcionalidade entre a pressdo transmembrana e o fluxo de permeado é a permeancia
(L m2h?barl), que consiste na razdo entre a permeabilidade hidrdulica e a espessura da

membrana.

Em membranas com um menor tamanho de poro, a probabilidade de moléculas
colidirem com a parede da membrana porosa é aumentada. Se a interagdio com a parede é
diferente para as diferentes espécies quimicas presentes na solucdo que esta sendo tratada, a
membrana apresentard uma seletividade intrinseca. Com a diminuicdo dos poros e a tendéncia
de uma estrutura ndo porosa, a membrana passa a ter um papel maior na separacdo, e o
mecanismo muda de fluxo convectivo através dos poros para fluxo difusivo ou solugio-difusio
dentro do polimero. (BELL; COUSINS, 1994). A difusao, a base do modelo de solugdo-difusao, é o
processo pelo qual o soluto é transportado a partir de uma parte de um sistema para outro por
um gradiente de concentracdo. Assim, segundo a Lei de Difusdo de Fick (Equagdo 2.9):

dc.

. =-D. — )
J; T (2.9)

sendo dc;/dx o gradiente de concentragdo do componente i na direcdao x. O termo D; é chamado

difusividade massica (cm?2 s1) e ¢ uma medida da mobilidade das moléculas individuais.
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Assim, o fluxo permeado depende das propriedades da membrana, do produto a ser
separado e das condi¢des de operacdo tais como a pressdo transmembrana, velocidade de
escoamento tangencial e fator de concentracdo. Também é fortemente influenciado pela
temperatura da solugdo de alimentagao. Isso se d4, pois o fluxo é funcdo da viscosidade dindmica
da solugdo que, por sua vez, é fungdo da temperatura. Assim, quanto maior a temperatura,

menor a viscosidade e maior o fluxo de permeado.

Outros pardmetros importantes que afetam o fluxo através da membrana sdo o pH e a
forca idnica; o efeito de cada um deles, entretanto, varia muito em func¢do da solucdo de
alimentagdo e da membrana utilizada. Estes pardmetros influenciam, principalmente, na
solubilidade dos componentes da alimentacdo, alterando as interacdes entre essa solucao e a

membrana.

2.2.3.2 Retencao

O coeficiente de retencdo (também chamado de coeficiente de rejeicao) fornece a medida
da habilidade de separagdo da membrana para diferentes operagdes conduzidas pela pressao:
microfiltracdo, ultrafiltracdo e osmose inversa. Ea fracdo de um componente presente na solucdo
de alimentacdo que é retida pela membrana. O coeficiente de retencdo observado (Ro) pode ser

definido como descrito na Equagdo 2.10.

_ Cb-Cp
Cb

Ro (2.10)

sendo Cb a concentracdo de soluto na solucdo de alimentacdo e Cp a concentracdo de soluto no

permeado.

As membranas de UF normalmente sdo especificadas através da retencdo nominal (cut
off). A retencao nominal de uma membrana é definida como sendo o valor da massa molar para a
qual a membrana apresenta um coeficiente de rejeicdo de 95 %. Assim, uma membrana com
retencdao nominal de 15 kDa é aquela capaz de rejeitar 95 % das moléculas presentes em uma

solucdo de um soluto com massa molar de 15.000 Dalton.

2.2.3.3 Fator de concentra¢do

O fator de concentragdo (FC) é uma variavel limitante do processo porque esta

diretamente ligado ao fluxo permeado, isto é, a medida que a solugdo é concentrada o fluxo

permeado diminui. O FC é definido conforme a Equacao 2.11.
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pe=Yoo_ Vo (2.11)
AR

sendo FC fator de concentracdo de uma dada espécie; V,, € o volume inicial da solucao (L); V é o

volume do retido (L); V é o volume da solucdo permeada (L).

2.2.4 Fatores externos que afetam a performance da membrana

Existem dois fatores principais que alteram a seletividade e afetam adversamente o fluxo

das membranas: a polarizagdo por concentragdo e as incrustagoes.

Quando se processa uma soluc¢ao com solutos de baixa massa molar ou macromoléculas
utilizando-se PSM, devido a seletividade do processo, sempre haverd aumento da concentragdo
das espécies retidas préximo a superficie da membrana, independente da operagdo ser do tipo
filtragdo convencional ou tangencial. O fato de a concentragdo do soluto préximo a superficie da
membrana ser maior do que na solugdo provoca um movimento difusivo deste soluto no sentido
de retornar ao seio da solu¢do. Quando o sistema é operado em escoamento tangencial, é possivel
obter um equilibrio entre a quantidade de soluto que é transportado em direcdo & membrana,
arrastado pelo fluxo de solvente que permeia a membrana, e a quantidade de soluto que se
difunde da regido préximo a superficie da membrana em diregdo ao seio da solucao. O resultado
deste equilibrio é um perfil de concentracdo de soluto, préximo a membrana, independe do
tempo, o que possibilita o sistema ser operado em condicSes de regime estabelecido de
transferéncia de massa, ou seja, fluxo permeado constante. Este fendmeno conhecido como

polarizagio por concentragdo, é inerente a qualquer processo de transporte seletivo.

Nos processos em escoamento tangencial, a polarizagdo de concentragdo se estabelece em
questdo de minutos. Ela também provoca uma resisténcia adicional a transferéncia de massa do
solvente através da membrana, com consequente queda no fluxo permeado, em relagdo ao fluxo
de solvente puro obtido na mesma pressdo. A polarizagdo por concentragao é fortemente afetada
pelas condicdes de escoamento da corrente da alimentagdo, quantificadas pelo ntmero de
Reynolds (Re). Na medida em que se aumenta a velocidade tangencial da alimentagdo a
espessura da regido polarizada irda diminuir. Como consequéncia, o nivel de polarizagdo diminui

e o fluxo permeado aumenta.

Como comentado anteriormente, o fenémeno de polarizagdo por concentracdo se
estabiliza nos instantes iniciais do processamento. Entretanto, é comum observar uma queda

continua do fluxo permeado com o tempo, indicando que outros fendmenos devem estar
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presentes durante o processamento. Esta variagdo continuada do fluxo permeado com o tempo é
atribuida a possiveis alteragdes na membrana provocadas pelas espécies presentes na solucao
processada. O conjunto dessas alteracgdes é conhecido como incrustagdes (fouling) da membrana e,
em alguns casos, pode levar a fluxos permeados tdo baixos que chega a inviabilizar uma dada

aplicacao.
Os principais fendmenos que contribuem para a formacao de incrustacdes sao:

a) adsorcdo das moléculas de soluto na superficie da membrana ou/e no interior de seus poros

devido a interacdes fisico-quimicas com a membrana;

b) entupimento de poros por moléculas ou particulas em suspensio; que consiste na agdo mecanica
de bloqueio de poros, que pode ocorrer tanto na superficie como no seu interior da

membrana, dependendo de sua morfologia;

c) depésito de material em suspensdo sobre a superficie da membrana com formacdo de uma torta
de filtragdo. No caso de solugdes de macromoléculas, na regido proxima a superficie da
membrana, pode-se atingir uma concentracdo suficientemente elevada, de modo a
possibilitar a geleificacdo da solugdo nesta regido. Solutos de baixa massa molar, como
sais, por exemplo, podem atingir o limite de solubilidade e precipitarem na superficie da

membrana.

A queda do fluxo permeado com o tempo, observada nos PSM, é um problema
inevitavel. Entretanto, existem algumas técnicas de operagdo que resultam em recuperagdo, ao
menos parcial, do fluxo permeado. A mais comum ¢é a retrolavagem (backflushing) que é a
inversdo, por um intervalo curto de tempo, do sentido do fluxo permeado. Outra alternativa para
se melhorar o fluxo permeado é a limpeza periddica da membrana, com solucées &cidas e

alcalinas, ou utilizando surfactantes ou enzimas.

2.2.5 Fluxo limite e fluxo critico

O fenémeno de incrustagdes tem sido amplamente estudado, uma vez que sua
minimizagdo torna os processos de separacdo por membranas mais atrativos, pois garante um
maior fluxo de permeado, bem como proporciona maior vida ttil as membranas. Uma forma de
mitigar as incrustagdes é através da determinacdo do fluxo critico. Este pode ser genericamente
definido como o “primeiro” fluxo de permeado no qual o fendmeno de incrustagdes torna-se
visivel, sendo entdo bem diferenciado do fluxo limite, o qual é possivelmente o conceito mais

antigo da filtragdo tangencial. (BACCHIN; AIMAR; FIELD, 2006). O fluxo limite representa o
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maximo fluxo de permeado em estado estacionario que pode ser alcancado com o aumento da
pressdo transmembrana com uma dada solucdo ou suspensdo, frente as condicoes
hidrodindmicas as quais o processo estd submetido. O termo fluxo critico tem sido usado
principalmente de duas maneiras, tanto como o fluxo no qual a curva fluxo de permeado vs
pressdo transmembrana comeca a se desviar da linearidade ou como o primeiro fluxo de
permeado para o qual as incrustagdes irreversiveis sdo observadas. (BACCHIN; AIMAR; FIELD,
2006). De fato, partindo-se do principio que a pressdo transmembrana é a forca motriz que
governa o fenémeno de transferéncia de massa nos processos de microfiltracdo e ultrafiltracao,
entende-se que o aumento da pressdo deve ocasionar um aumento de fluxo de permeado,
fendmeno que é observado para pressdes mais baixas. No entanto, o aumento do fluxo de
permeado provoca uma maior concentracdo das espécies retidas préoximo a superficie da
membrana, o que tende a provocar uma queda no fluxo de permeado. Assim, a partir de certo
valor de pressdo, um aumento adicional desta corresponde a um aumento equivalente na
resisténcia ao transporte do solvente, devido a polarizacdo por concentracdo. A consequéncia é
que o fluxo de permeado permanece inalterado com o aumento da pressdo que leve o fluxo
permeado ao seu valor limite. Ou seja, depois deste ponto, o aumento da pressdo transmembrana
nao provoca uma elevagdo linear do fluxo de permeado, de acordo com o modelo de
permeabilidade da membrana (Equagdo 2.8), mas tende a se aproximar a um valor assintético
devido a resisténcia da camada gel formada. (SCOTT, 1996). O valor pressao relativa ao fluxo
limite deve ser determinado experimentalmente para cada tipo de sistema, uma vez que depende
do nivel de polarizagdo do mesmo, que é funcdo direta da concentracao de soluto da alimentacdo,
da hidrodindmica do escoamento e da capacidade seletiva da membrana para o soluto em
questdo. A operacao do sistema deve sempre ocorrer abaixo desta pressdo, de forma a minimizar

o fendémeno de incrustagdes, melhorando a eficiéncia do processo.
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Capitulo 3

Revisdo Bibliografica: Ingredientes obtidos a partir do

coproduto arroz quebrado

O arroz quebrado, coproduto do processo de beneficiamento do arroz polido, apresenta
baixo valor comercial. Com base no total de arroz colhido no Brasil em 2014 (12,1 milhdes de
toneladas) e no fato de que cerca de 14 % da massa do grao em casca é convertido em arroz
quebrado durante o beneficiamento, estima-se que em 2014 tenham sido produzidas mais de 1,5
milhdes de toneladas deste coproduto no Brasil. Seu aproveitamento ainda é um desafio e
preocupa o setor orizicola brasileiro. Internacionalmente este coproduto é matéria-prima basica
para a geragdo de muitos ingredientes que cada vez mais vem ganhando mercado e importancia
na industria de alimentos. O baixo potencial alergénico do arroz atrai a atencdo dos
consumidores, e estimula a industria a utilizar ingredientes derivados do arroz como matérias-

primas ou aditivos na fabrica¢do de alimentos industrializados.

Este capitulo apresenta um trabalho de revisao de literatura que aborda propriedades e
tecnologias de obtengdo de amido, proteina e hidrolisados proteicos de arroz. Ao término do
capitulo, sdo apresentadas questdes de pesquisa elaboradas sobre o tema e que se busca

responder nesta tese.
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Resumo:

O arroz quebrado é um coproduto de baixo valor comercial derivado do beneficiamento do arroz
polido. O aproveitamento deste coproduto no Brasil é uma area ainda pouco explorada, quando
comparada com outras partes do mundo. Atualmente no Brasil este coproduto é matéria-prima
para a produgdo de farinha de arroz para consumo humano, mas sua demanda é ainda menor do
que a geracdo de graos quebrados, sendo que o volume produzido deste coproduto ainda
preocupa o setor arrozeiro. Este trabalho apresenta uma revisdo de literatura acerca das
principais tecnologias empregadas no processamento de amido, proteina e hidrolisados proteicos
de arroz, buscando discorrer sobre as potencialidades e limitacdes das mesmas na obtencdo
destes importantes ingredientes. Inicia apresentando uma breve contextualizagdo acerca das
propriedades do amido e da proteina de arroz, destacando suas aplica¢cdes nas Industrias de
Alimentos e Bebidas. Em seguida traz os principais resultados obtidos em diferentes estudos que
avaliaram a influéncia dos pardmetros do processo de obtencdo destes ingredientes, pretendendo
entender a influéncia da aplicacdo de diferentes tecnologias nas caracteristicas e propriedades
dos produtos obtidos. Por fim, analisa a importancia da hidrélise proteica tanto na melhoria das

propriedades funcionais de proteinas, quanto na obtengado de peptideos bioativos a base de arroz.

Palavras-chave: Arroz quebrado; Amido de Arroz; Proteina de Arroz; Hidrolisado proteico de

arroz; Extragdo alcalina; Extracdo enzimatica; Hidré6lise enzimaética de proteinas.
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3.1.1 Introdugido

O arroz (Oryza sativa L.) é considerado hipoalergénico porque ndo possui gliadinas ou
peptideos que estdo normalmente associados com as respostas alérgicas, tais como as que podem
ser causadas pelo trigo, cevada ou centeio. Tradicionalmente, o arroz é percebido como um
alimento equilibrado, como de fato o é; sua melhor digestibilidade, em comparagdo com outros
graos de cereais, levou a sua utilizacdo preferencial em alimentos infantis e geriatricos, seguindo
as recomendacdes médicas de que o arroz seja o primeiro grdo de cereal a ser oferecido as
criangas, e ao fato de ser o grdo preferido para recuperar pacientes. Sdo raras as evidéncias
cientificas que sustentem por que o arroz tem essa vantagem digestiva, apenas centenas de anos

de experiéncia anedética. (MITCHELL, 2009).

O arroz quebrado é um coproduto de baixo valor comercial derivado do beneficiamento
do arroz polido. O aproveitamento deste coproduto no Brasil é uma area ainda pouco explorada,
quando comparada com outras partes do mundo. Considerando a produgdo brasileira de arroz
de 2014, 12,1 milhdes de toneladas (FAO, 2015), é possivel estimar uma geracao de cerca de 1,7
milhdes de toneladas de graos quebrados ao ano (14 % do total de arroz com casca). Este
coproduto é muito utilizados na alimentacdo animal, para a produgdo de racdo. Além disso,
atualmente no Brasil este coproduto é matéria-prima para a producdo de farinha de arroz para

consumo humano, mas sua demanda é ainda menor do que a geracdo de graos quebrados, sendo

que o volume produzido deste coproduto ainda preocupa o setor.

Internacionalmente, o arroz quebrado, tanto com alto quanto com baixo teor de amilose, é
utilizado na producgdo industrial de farinhas de arroz de diferentes granulometrias e
funcionalidades. Em todo o mundo hd uma demanda constante por farinha de arroz para
utilizagdo em alimentos para bebés, cereais matinais, biscoitos, doces, macarrdo, paes dzimos e
snacks. A farinha de arroz é comumente usada para preparar biscoitos e massas de pizza pré-
formados e ndo assados, como um extensor para queijos em pé e agticares, como revestimento
para batatas fritas e em misturas para panquecas e waffles. O uso de farinha de arroz em batters
(recobrimentos de empanados) confere crocancia ao recobrimento e reduz a absor¢do de 6leo
durante a fritura, retardando a transferéncia de umidade e aumentando o tempo de vida de
prateleira do produto. Paes fermentados sem gltten podem ser produzidos com farinha de arroz
aditivada com metilcelulose. A farinha de arroz também tem sido usada como uma fonte de
carboidratos para solugdes isoténicas para rehidratagdo. Uma combinagdo de farinha de arroz
extrusada e xarope de arroz é um bom substituto de gordura. A farinha de arroz ceroso (0 a 2%

de amilose) é frequentemente usada como um agente de textura em molhos brancos, molhos de
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carne e pudins. Além disto, a farinha de arroz pode prevenir a sinérese durante os ciclos de
congelamento e descongelamento desses produtos. Esses poucos exemplos demonstram a
diversidade dos produtos nos quais a aplicacdo da farinha de arroz traz beneficios tecnolégicos.

(BAO; BERGMAN, 2004).

Nos tltimos anos, ingredientes derivados de arroz polido e do arroz integral tém sido a
base para o desenvolvimento de muitos novos alimentos. Os ingredientes ja comercialmente
disponiveis de arroz apresentam propriedades similares aos produtos da industria do milho.
Amido de arroz, proteinas de arroz, xaropes de arroz, dextrina de arroz e hidrolisados de arroz
apresentam aplicagdes diversas; todos estes ingredientes sdao singularmente diferentes dos seus
homoélogos derivados do milho. Produtos baseados inteiramente em ingredientes a base de
amido de arroz, como vinagres, solucdes de reidratagdo oral, bebidas ndo-lacteas, sobremesas
congeladas e pudins, sdo commodities estaveis no mercado, muitas vezes assumindo a lideranca
nas vendas sobre os seus homoélogos de milho ou de soja em alimentos naturais e segmentos de

marketing convencionais. (MITCHELL, 2009).

O amido de arroz é preferencialmente preparado a partir de arroz quebrado por razdes
econdmicas. (MITCHELL, 2009). Como os dois mais abundantes componentes do grao de arroz
polido sdo o amido e a proteina, a extracdo do amido sugere que a proteina de arroz deva ser
considerada quando se investiga o potencial para agregacdo de valor ao arroz quebrado.
(AGBOOLA, NG; MILLS, 2005). O interesse nessas proteinas é crescente, pois ndo sdo somente
ateis como suplementos alimentares, mas também sdo adequadas para uma ampla gama de
aplicagdes na industria de alimentos; elas podem ser usadas em produtos de panificacdo,
coberturas cremosas, molhos, etc., devido a suas altas capacidades de retencdo de 4gua e 6leo, o
que auxilia na reducdo da perda de umidade e mantém uma agradavel textura nestes produtos.
(CAO et al.,, 2009). Adicionalmente, a proteina de arroz pode ser modificada visando a geracdo,
tanto de hidrolisados proteicos com distintas propriedades funcionais, que permitem a extensao
de sua aplicacdo como ingredientes em alimentos, quanto de peptideos bioativos com diferentes
funcionalidades como aditivos alimentares (por terem acdo antioxidante, por exemplo) ou com

beneficios a saide humana (com ac¢do hipotensora, por exemplo).

Este trabalho apresenta uma revisdo de literatura acerca das principais tecnologias
empregadas no processamento de amido, proteina e hidrolisados proteicos de arroz, onde busca
discorrer sobre as potencialidades e limitagdes das mesmas na obtencdo destes importantes
ingredientes. Inicia com a apresentacdo de uma breve contextualizagdo acerca das propriedades
do amido e da proteina de arroz, destacando suas aplicacdes nas Industrias de Alimentos e
Bebidas. Em seguida traz os principais resultados obtidos em diferentes estudos que avaliaram a

influéncia dos parametros do processo de obtencdo destes ingredientes, com o objetivo de
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entender a influéncia da aplicagdo de diferentes tecnologias nas caracteristicas e propriedades
dos produtos obtidos. Por fim, analisa a importancia da hidrélise proteica tanto na melhoria das

propriedades funcionais de proteinas, quanto na obtengdo de peptideos bioativos a base de arroz.

3.1.2 Amido de arroz

O amido é um homopolissacarideo composto por cadeias de amilose e amilopectina. A
amilose é essencialmente um polimero linear, enquanto que a amilopectina é um polimero
altamente ramificado. A amilose apresenta cadeias lineares de cerca de 840 a 22.000 unidades de
a-D-glicopiranosil unidas por ligagdes a(1->4). As moléculas de amilose podem conter pequenas
ramificagdes (um ponto de ramificacdo a cada 170 a 500 unidades glicosil). A amilopectina
geralmente compreende cerca de 70 a 80 % do granulo de amido e é muito mais ramificada, com
cerca de 4 a 5 % das ligacdes glicosidicas com pontos de ramificacdo. As moléculas de
amilopectina sdo grandes discos planos contendo cadeias de a-D-glicopiranosil unidas por
ligacdes a(1->4), com pontos de ramificagdo formados por ligacdes a(1->6). (PREISS, 2009). As
proporcoes em que estas cadeias ocorrem diferem entre os genétipos de arroz e pode-se
classificar os graos como ceroso (1 a 2 % de amilose), contetido de amilose muito baixo (2 a 12 %),

baixo (12 a 20 %), intermediario (20 a 25 %) e alto (25 a 33 %). (JULIANO, 1993; MITCHELL,
2009).

O amido encontra-se naturalmente presente em granulos nos vegetais, sendo que seu
granulo é uma importante fonte de energia para periodos longos em plantas verdes. A maior
parte dos granulos de amido é produzida individualmente em diferentes amiloplastos no vegetal;
entretanto, alguns amidos, tais como o de arroz, contém granulos compostos. Nesses casos, mais
de um granulo é produzido simultaneamente no mesmo amiloplasto. (JANE, 2009). Assim,
amidos compostos possuem granulos que estdo empacotados hermeticamente, tornando-se dificil
sua separacdo. As formas dos granulos de amidos compostos sdao principalmente poliédricas,
possivelmente como resultado de limita¢des de espaco durante o desenvolvimento dos granulos
de amido. (JANE, 2009). Os granulos compostos do amido de arroz possuem didmetros que
podem alcancar 150 pm e sdo formados por aglomerados de cerca de 20 a 60 granulos. (ZHOU et
al., 2002). Desta forma, os granulos de amido de arroz sao poliédricos, com tamanho aproximado

de 3 a9 pum, com uma distribuig¢do unimodal.

Quando comparado a farinha de arroz, o amido de arroz apresenta um menor ntimero de

relatos de aplicagio em sistemas alimenticios. (BAO; BERGMAN, 2004). Entretanto,
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tradicionalmente, as propriedades basicas associadas ao amido de arroz sdo consideradas
vantajosas em relacdo a amidos de outras fontes. Estas caracteristicas incluem
hipoalergenicidade, digestibilidade, aceitagdo do consumidor, sabor brando, cor branca,maior
estabilidade do gel a ciclos de congelamento-descongelamento, maior resisténcia aos acidos e
uma vasta gama de proporcdes de amilose:amilopectina que podem ser encontrados em

diferentes cultivares de arroz. (MITCHELL, 2009).

O sabor agradavel de amido de arroz, a sua brancura e o pequeno tamanho dos seus
granulos permitem a obtencdo de vantagens tecnolégicas necessarias na fabricacdo de molhos e
pudins, tendo excelentes perfis de sabor e sensagdo tatil na boca. (MITCHELL, 2009). De fato,
segundo Bao e Bergman (2004), os granulos de pequeno tamanho, que fazem com que a textura
de seu gel seja tinica, tem tornado o amido de arroz muito desejdvel como um substituto de
gordura em alimentos tais como bebidas a base de leite saborizadas, sorvetes, iogurtes e molhos
para saladas; ele é a base de muitos sorvetes ndo-lacteos. Relatado como de suave textura, o
amido de arroz tem aumentado sua participacdo em aplica¢des de cremes de confeitaria. O amido
de arroz é descrito como tendo caracteristicas desejaveis para uso em cereais matinais que
precisam permanecer crocantes apds o contato com o leite. Amido de arroz também é utilizado
para gerar as maltodextrinas que sdo incorporados em alimentos como agentes de enchimento,
veiculo de aromas, textura ou redutor de dulcor. Para Lim et al. (1999), com as vantagens
inerentes da distribuicao uniforme e pequeno tamanho dos granulos de amido, além de sua cor
branca e odor neutro, sobremesas e produtos de panificacdo sdo algumas das aplica¢des para o

amido de arroz.

Segundo Mitchell (2009), aplicacbes nado alimenticias do amido de arroz sdo também
baseadas no pequeno tamanho dos seus granulos; estas incluem usos pela industria téxtil e de

cosméticos, bem como aplicagdes em tinta de impressao.

Em geral, existem varios fatores basicos que afetam as propriedades funcionais do amido.
Esses fatores incluem a variedade de arroz, o teor de proteina residual, o método de extragdo e a

realizacdo de modificagoes.

As propriedades funcionais do amido de arroz dependem da relagdo
amilose:amilopectina. As diferencas entre os amidos de arroz produzidos a partir de graos longo,
médio ou curto sado insignificantes em relacdo ao teor de amilose. Amidos de arroz produzidos a
partir de arroz comum tendem a produzir géis de maior viscosidade, com textura pastosa. A
textura da géis de amido de arroz ceroso (baixo teor de amilose) tende a ser pegajosa. Amido de
arroz comum contém 0,3 % a 0,4 % de lipidios, enquanto que o amido de arroz ceroso contém

consideravelmente menos lipideos (0,03 %). Estes lipidios estdo complexados com o amido e ndo



INGREDIENTES OBTIDOS A PARTIR DO ARROZ QUEBRADO 44

podem ser facilmente removidos, sendo provavelmente os responsaveis pela turbidez do gel e

pela dificuldade na clarificagdo do amido hidrolisado. (MITCHELL, 2009).

O teor de proteina residual pode afetar muito as caracteristicas de empastamento e
demais propriedades funcionais do amido de arroz. Entretanto, o método de extracdo empregado
também influencia intensamente nas caracteristicas de empastamento. O aumento do teor de
proteina residual em amidos de arroz produzidos mecanicamente melhora significativamente as
propriedades funcionais, tais como capacidade de dispersdo, a textura lisa do gel, estabilidade
durante o processamento a ultra-alta temperatura, a resisténcia a hidroélise acida e a estabilidade a
ciclos de congelamento-descongelamento. Algumas dessas vantagens funcionais podem ser
atribuidas a formacdo de agregados esféricos de amido de arroz, na presenca da proteina,

durante a operacdo de secagem por atomizagdo. (MITCHELL, 2009).

3.1.3 Proteina de arroz

De acordo com a FAO (1980), é considerado Concentrado de Proteinas Vegetais o produto
que apresenta teor proteico entre 65 e 90 % (base seca); ja o Isolado de Proteinas Vegetais é

considerado o produto que apresenta teor proteico acima de 90 % (base seca).

As proteinas de arroz sdo consideradas de grande valor, pois sdo incolores, ricas em
aminodacidos essenciais, possuem um sabor suave e sdo hipoalergénicas e hipocolesterolémicas.
Entretanto, para aplicacdes como ingredientes de alimentos, é desejavel que elas possuam boas
propriedades funcionais, tais como capacidades espumante, geleificante e emulsificante, entre
outras. Atualmente pouco é conhecido acerca destas propriedades, e sabe-se que podem variar
em funcdo do tipo de arroz de origem. Além disso, a técnica de isolamento empregada também
pode acarretar importantes efeitos nas propriedades destas proteinas. (AGBOOLA, NG; MILLS,
2005).

3.1.3.1 Aspectos nutricionais

As proteinas sdo componentes essenciais da dieta, necessdrias a sobrevivéncia de animais
e humanos. A funcdo bésica das proteinas na nutricdo é fornecer a quantidade de aminoacidos

necessaria a manutencdo da saide. Dessa forma, a qualidade de uma proteina, também

conhecida como valor nutritivo ou nutricional deste nutriente, depende do contetdo de
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aminodcidos e da utilizacao fisiolégica de aminoécidos especificos apds sua ingestdo, absorcao e
oxidagdo. O metabolismo de aminoacidos é determinado pela proporcdao com que os mesmos sao
utilizados para a sintese proteica. Devido a isso, os aminoacidos podem ser divididos em trés
categorias, com base na sua absoluta ou relativa taxa de sintese proteica in vivo: (a) indispensaveis
(histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina, triptofano e valina); (b)
condicionalmente indispensaveis (arginina, cisteina e tirosina); (c) dispensaveis (alanina,
asparagina, dcido aspartico, glutamina, acido glutamico, glicina, prolina e serina). (FRIEDMAN,

1996).

Com um contetido proteico médio de 5 a 7 %, os niveis de proteina no arroz sdo menores
do que o encontrado na maioria dos demais cereais. Entretanto, devido ao seu contetido de lisina
ser mais que 50 % maior que o do trigo e ao fato de que o seu balango de aminoédcidos é mais
equilibrado, é considerada uma proteina de melhor qualidade que a do trigo. (FRIEDMAN,
1996).

Segundo Lam-Sanchez et al. (1994) as glutelinas representam 68 a 72 % do total de
proteinas do grdo, as globulinas, 12 a 17 %, as albuminas, 10 a 12 %, e as prolaminas, 2a 3 %. Ao
se considerar somente o endosperma do grao, verifica-se que o mesmo contém cerca de 7 a 18 %
de albuminas, 5 a 12 % de prolaminas e 70 a 88 % de glutelinas. (ZHOU et al., 2002). Outros
autores afirmam que, em média, o endosperma do arroz apresenta 80 % de glutelinas.

(JULIANO; BOULTER, 1976; JU; HETTIARACHCHY; RATH, 2001).

Além de sua funcao basica, as proteinas contém sequéncias de peptideos com atividades
antimicrobianas, redutoras da pressao arterial, antioxidantes, com propriedades de reduzir o
colesterol. Pequenos peptideos resultantes da hidrélise realizada pela enzima pancreatica sao
absorvidos no intestino mais rapidamente que os aminoéacidos livres, e alguns peptideos resistem
a digestdo, mantendo suas atividades fisiolégicas. As propriedades hipocolesterolémicas de
peptideos se devem principalmente a sua habilidade em deslocar o colesterol das micelas de
acidos biliares durante o transporte dentro do ltiimen intestinal, diminuindo sua absorcdo. Este

mecanismo foi apoiado por estudos que demonstraram que a proteina do arroz aumenta a

excrecao fecal de esterdides neutros. (YANG et al., 2011).

3.1.3.2 Propriedades Funcionais

O termo “propriedade funcional” é definido como toda propriedade ndo nutricional que
influi no comportamento de certos componentes de um alimento. A maior parte das
propriedades funcionais influencia as caracteristicas sensoriais, mas igualmente pode

desempenhar importante papel nas propriedades fisicas dos alimentos e de seus ingredientes



INGREDIENTES OBTIDOS A PARTIR DO ARROZ QUEBRADO 46

durante o processamento, armazenamento, preparo e consumo. A somatoéria das propriedades
funcionais de uma alimento ou ingrediente alimenticio é referida como “funcionalidade” e o
“valor funcional” de um produto ou ingrediente alimenticio aumenta a sua aceitagdo e utilizagao.
(SGARBIERI, 1996; ORDONEZ, 2005). As principais propriedades funcionais de proteinas sio
solubilidade, capacidade de absorcdo de dgua e 6leo, geleificagdo e capacidade de formagdo e
estabilizacdo de espumas e emulsdes. Os métodos para a medida de varias destas propriedades

sdo ainda bastante empiricos, ndo existindo uma padronizacdo dos procedimentos, o que

dificulta muito a comparagdo de dados obtidos por diferentes trabalhos. (SGARBIERI, 1996).

Varios estudos tém buscado avaliar as propriedades funcionais de proteinas de arroz
polido (endosperma), arroz integral, e do farelo de arroz, objetivando buscar a agregagao de valor
deste insumo, que atualmente internacionalmente é muito utilizando para a alimentagdo animal.
Além disso, o entendimento de suas caracteristicas permite o estudo de técnicas que melhorem
suas propriedades, visando aumentar cada vez mais o leque de suas aplica¢des nas Indtstrias de

Alimentos e Bebidas.

Agboola, Ng e Mills (2005) avaliaram as propriedades de geleificagdo e capacidades de
formagdo de emulsdes e espumas de isolados proteicos de arroz integral extraidos pelo método
alcalino e por pré-tratamento enzimatico com amilases. Os isolados proteicos apresentaram boa
capacidade de formacdo de géis a baixas concentragdes (em torno de 5 %). Entretanto,
apresentaram baixas propriedades emulsificantes e espumantes. Os resultados sugerem que as
proteinas de arroz (principalmente glutelinas) ndo foram bons emulsificantes nem foram hébeis
na formacao de espumas devido a sua baixa solubilidade e alta massa molar. Geralmente, as
proteinas insoliveis em sistemas aquosos possuem altas quantidades de pontes dissulfeto e sdo
pobres emulsificantes. As pontes dissulfeto também diminuem a flexibilidade da molécula,
dificultando a formagdo e estabilizacdo de espumas e os tipos de extragdo estudados nado
afetaram as propriedades funcionais avaliadas. Os autores indicaram a direcdo de futuros
estudos no sentido de melhorar a solubilidade e consequentemente as propriedades
emulsificantes e espumantes das proteinas de arroz mediante hidrélise enzimética, visando a

reducdo das pontes dissulfeto.

Cao et al. (2009) investigaram as propriedades funcionais de proteinas extraidas de arroz
integral, arroz polido e farelo de arroz. As proteinas de arroz integral e polido apresentaram
pobres solubilidades em condi¢Ges acidas devido ao elevado conteddo de glutelinas e outras
fracdes proteicas de alta massa molar. A proteina de farelo de arroz apresentou componentes de
massa molar significativamente menores que das demais proteinas. A solubilidade do nitrogénio
e as propriedades espumantes e emulsificantes das proteinas estudadas foram afetadas, ndo

somente pelo pH (na faixa de 3 a 11), mas também pela concentracdo de NaCl (0,4 a 2,0 %) e
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sacarose (4,0 a 20,0 %). Todas elas, particularmente as proteinas do farelo de arroz, apresentaram
boas propriedades funcionais em meios com altas concentracdes de sal ou de agtcar,
demonstrando bom potencial para aplica¢des na industria de alimentos. Segundo os autores, as
proteinas do arroz ndo apenas servem como suplementos alimentares, mas também sdo
adequadas para uma ampla variedade de aplicagdes industriais na &rea de alimentos; elas podem
ser usadas para produtos de padaria, coberturas cremosas, e salsichas, etc., devido a sua alta
capacidade de ligar 4gua e 6leo, o que ajuda a reduzir a perda de umidade e manter a textura do
alimento. As proteinas estudadas, especialmente as proteinas do farelo de arroz, podem formar
uma excelente base para os sistemas alimenticios ricos em acgtcar, como massas de bolo,

sobremesas congeladas e confeitos.

Pinciroli et al. (2009) compararam as propriedades funcionais de isolados proteicos de
arroz integral e polido de duas cultivares, uma com alto contetido proteico (Nutriar) e outra tipica
da América Latina (El Paso 144). As quatro amostras apresentaram baixissima solubilidade na
faixa de pH moderado, mas demonstraram solubilidades significativamente superiores nos
extemos de pH (tanto alto quanto baixo). Os isolados do cultivar Nutriar apresentaram
solubilidade superior a dos isolados El Paso 144. O isolado de arroz integral do cultivar Nutriar
foi mais soltvel em pH 9,0, mostrando capacidade de formagdo de espumas e emulsdes mais alta.

Os quatro isolados apresentaram boas capacidades de ligacdo de dgua e dleo.

Zhao et al. (2012) compararam as propriedades funcionais de proteinas de endosperma de
arroz e proteinas do farelo de arroz. As proteinas de farelo de arroz apresentaram-se superiores
na solubilidade, nas propriedades emulsificante e de formacao de espumas e na capacidade de
ligar agua e 6leo, mesmo estando desnaturadas. As propriedades emulsificantes foram
dependentes da solubilidade e da hidrofobicidade superficial das moléculas, enquanto que a

solubilidade também foi relacionada com o contetido de liga¢des dissulfeto.

Romero et al. (2012) estudaram a composicdo, estrutura e o comportamento interfacial e
emulsificante de um concentrado proteico comercial de arroz. Os autores observaram que o
produto, composto principalmente por glutelinas na forma de mondémero ou polimero, mostrou
uma pobre solubilidade em uma ampla faixa de pH (2 a 10) com uma solubilidade minima no pH
4,5. Os resultados obtidos a partir dos resultados de distribuicdo de tamanho de goticulas nas

emulsdes demonstraram uma maior estabilidade da emulsdo em pH 2,0.

Liu ef al. (2011) investigaram a eficiéncia da glutaminase na catdlise da desamidacédo da
glutelina de arroz, tendo em vista o aumento de sua solubilidade. Para a glutelina nao
desamidada, a solubilidade foi baixa na faixa de pH de 5 a 7. Entretanto, com a desamidacao

realizada pela glutaminase, ocorreu expressivo aumento da solubilidade da proteina. Uma
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diminuic¢do da massa molar e um aumento da carga liquida das moléculas de proteina podem ter
promovido um aumento na interagdo proteina - 4gua. Ao mesmo tempo, a proteina resultante da
desamidacdo apresentou um menor ponto isoelétrico. Segundo os autores, a desamidagdo por
glutaminase é um método eficaz para modificar glutelina de arroz, tendo em vista o aumento de
sua solubilidade em solugao aquosa. Os residuos de glutamina foram convertidos com sucesso
em acidos glutdmico, e ligacdes hidrofébicas, pontes de hidrogénio e algumas liga¢des dissulfeto
da glutelina de arroz foram quebrados. Assim, as distribui¢des de peso molar foram rearranjadas
sem expressiva clivagem das ligacoes peptidicas por desamidagdo. A glutelina arroz presente, na
forma desamidada, apresentou uma forma mais flexivel ou estendida. Sob condi¢6es levemente
acidas e neutras, as glutelinas de arroz desamidadas mostraram excelente solubilidade. Desta
forma, esta poderia ser uma ferramenta potencial para a melhoria da utilizacdo de proteina de

arroz na Industria de Alimentos.

Wang et al. (2015) afirmam que a solubilizacdo de isolados proteicos de arroz tem sido
considerada como um processo critico e desafiante que afeta a disponibilidade comercial deste
insumo. Os autores estudaram o tratamento de moagem sob congelamento (freeze-milling)
combinado com o pré-tratamento alcalino para aumentar a solubilidade proteica, observando ser
possivel aumentar a solubilidade da proteina em até 42 vezes. O estudo investigou os
mecanismos de solubilizagdo por moagem sob congelamento, e andlises estruturais revelaram
que a moagem fez com que as proteinas se desdobrassem irreversivelmente com os cristais de
gelo formados no interior dos corpos proteicos. A excelente performance do método pode
auxiliar na solubilizacdo dos concentrados proteicos de arroz atualmente subutilizados,
aumentando a sua disponibilidade comercial para o desenvolvimento de alimentos liquidos a

base de proteina de arroz.

3.1.4 Tecnologias de Extragdo de Amido e Proteina de Arroz

Devido ao fato de que os dois principais componentes do endosperma do arroz sdo o
amido e a proteina, a tecnologia de extracdo de proteinas do endosperma do arroz esta
diretamente ligada a produgdo de amido de arroz ou de hidrolisados de arroz. Dessa forma, essa
secdo abordara as tecnologias hoje ja aplicadas ao nivel industrial, bem como estudos de
aplicabilidade de novas tecnologias para a obten¢do destes ingredientes a partir do endosperma

do arroz.

Comercialmente, a producdo de concentrados ou isolados proteicos consiste em uma
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solubilizacdo aquosa das proteinas e carboidratos em pH é&cido, neutro ou alcalino, e uma
recuperacdo seletiva da proteina solubilizada, seguida de separacdo, e, ocasionalmente, lavagem
e neutralizacdo antes da secagem. O rendimento da extragdo proteica e as propriedades sdao
influenciados pelo tipo de processo de extragdo e por diferentes fatores, tais como o pH, a
concentragdo salina, a for¢a idnica do meio, a carga liquida e as repulsdes eletrostaticas. Varios
protocolos de extragdo de proteinas de tecidos animais e vegetais a partir de sistema aquosos
acidos e alcalinos vém sendo publicados. No caso de proteinas de plantas, a identificagdo do
método ideal de extragdo é particularmente desafiadora, devido as caracteristicas estruturais e
metabdlicas dos tecidos vegetais. Os principais protocolos de extra¢do alcalina sdo baseados no
também chamado Método de Osborne, mas cada método é otimizado de acordo com o objetivo

do estudo e a fonte da proteina vegetal. (MARTINEZ-MAQUEDA et al., 2013).

Como ja mencionado, o amido de arroz é preferencialmente preparado a partir do arroz
quebrado, por razdes econémicas. Existem dois métodos comerciais para a separagdo da proteina
e do amido de arroz: o tradicional e o mecanico. O método tradicional envolve a solubilizacdo
alcalina das proteinas de arroz, enquanto que o método mecénico libera o amido a partir do
processo de moagem tmida. A producdo mundial de amido de arroz em 2009 era de cerca de
25.000 toneladas métricas. Aproximadamente 75 % deste foi processado pela companhia Belga
Beneo Remy Industries, a qual produz o amido de arroz pelo método alcalino ha mais de 100 anos.
Até 1990, o amido de arroz preparado pelo método alcalino foi o unico disponivel

comercialmente. (MITCHELL, 2009).

O método mecanico de produgdo de amido é um processo de moagem tmida que
permite que a remogao da proteina seja opcional, uma vez que a proteina nédo é solubilizada nesse
processo, apenas é removida fisicamente depois que os granulos de amido e as proteinas foram
mecanicamente liberados do endosperma. Amidos contendo 0,25 a 7 % de proteina podem ser
produzidos por este método. O método tradicional de producao de amido de arroz, por sua vez,
envolve a solubiliza¢do da glutelina, a qual constitui aproximadamente 80 % do total de proteinas
no arroz; ele produz amido com menos de 1 % de proteina. A proteina obtida pelo método
mecanico apresenta boa qualidade nutricional. Entretanto, apresenta um aftertaste salgado, o que

faz com que ndo seja facilmente aceitdvel como um ingrediente alimenticio. (MITCHELL, 2009).

O método enzimatico também pode ser utilizado para a separacdo do amido e da
proteina do endosperma de arroz. De acordo com os tipos de produtos desejados (amidos,
oligossacarideos, hidrolisados proteicos), diversas enzimas podem ser aplicadas, tais como
amilases e proteases. De acordo com Martinez-Maqueda et al. (2013), as enzimas podem auxiliar
na extragdo de proteinas de diversas maneiras. Carbohidrases, por atacarem os componentes da

parede celular, podem aumentar o rendimento da extracdo liberando mais proteina da matriz
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vegetal. Nos ultimos anos, diferentes proteases, isoladas ou em conjunto, tém sido usadas para
hidrolisar proteinas a peptideos, aumentando sua solubilidade e melhorando o seu potencial de
extracdo. O método de extracdo enzimatico tem sido reconhecido como mais ambientalmente
amigével, seguro e uma alternativa barata para a extragdo de dleo e proteina simultaneamente de
algumas fontes. Além disso, este processo evita danos sérios as proteinas causados pelos
processos de refino, melhorando suas propriedades nutricionais e funcionais. No entanto, a
extracdo enzimatica oferece algumas desvantagens, tais com o longo tempo requerido e o alto
custo das enzimas. O uso de enzimas imobilizadas pode reduzir o custo total do processo por

permitir o seu reuso.

3.1.4.1 Extracdo alcalina

No processo alcalino, o arroz polido quebrado é mantido em maceragdo por 24 horas em
uma solucdo de hidréxido de sédio a 0,3 - 0,5 % a temperaturas que podem variar da ambiente
até 50 °C. Esse processo de maceracdo do grao afeta a solubiliza¢do das proteinas, sendo que a
moagem tmida do grdo macerado na presenca da solucdo de hidréxido de sédio libera o amido,
produzindo uma pasta amilacea. O amido é mantido em suspensdo e estocado por 10 a 24 horas
para dissolver ainda mais as proteinas. O material da parede celular é entdo removido por
filtragdo e a pasta de amido é lavada com agua (para remover a proteina), neutralizada e seca. O
processo de secagem comercial, o qual necessariamente envolve inicialmente ar a baixas
temperaturas para prevenir a gelatinizagdo do amido, pode permitir o desenvolvimento
microbiano, razdo pela qual a contagem microbiana é cuidadosamente monitorada nessa etapa
do processo. Uma vantagem do processo alcalino é a facilidade com que a solugado alcalina
produz modificacdes no amido, j4 que as principais rea¢cdes de modificacdo ocorrem em valores

de pH elevados. A desvantagem é o residuo alcalino gerado, e suas consequéncias ambientais.

(MITCHELL, 2009).

Diversos autores utilizaram a extragdo sequencial ou unicamente a extracdo alcalina em
estudos de caracterizagdo e modificacdo das proteinas do endosperma de arroz. A seguir sdao

apresentadas as condigdes operacionais empregadas em alguns destes estudos.

Lim et al. (1999), ao comparar a eficiéncia da remogdo proteica por solugdo alcalina ou por
solugdes de surfactantes na obtencdo de amido de arroz, examinaram o efeito de NaOH 0,1 %;
NaOH 0,2 %; dodecil benzeno sulfonato a 1,2 % + sulfito de sédio a 0,12 %; e lauril sulfato de
sodio a 1,2 % + sulfito de sédio a 0,12 %. Os graos de arroz polido da subespécie japonica foram
encharcados com dgua por 3h a temperatura ambiente e entdo convertidos a farinha; essa foi

dispersa na razao solvente:sélido de 3:1 nos diferentes sistemas extrativos em temperaturas que
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variaram de 20 a 45 °C. Cada extracdo foi realizada em quatro estagios, de 1 ou 2 horas de
duragdo, com separacdo do residuo amilaceo por centrifugacdo a 1800 x g por 10 minutos. Ao
término do dltimo estagio de extracdo, o amido foi novamente suspenso em agua e neutralizado
para pH 7,0 com HCI 0,1 M. Esta suspensao foi centrifugada e o amido foi lavado duas vezes com
dgua destilada e uma vez com etanol a 95 % e ap6s seco a 40 °C. O sistema extrativo composto
por dodecil benzeno sulfonato a 1,2 % + sulfito de s6dio a 0,12 % foi o mais efetivo na obtencdo
de um amido com menor residuo de proteina. Os autores recomendaram ainda o uso de

temperaturas baixas, visando a manutengdo das propriedades funcionais do amido.

Agboola, Ng e Mills (2005), ao avaliarem a influéncia do método de extracdo nas
caracteristicas e propriedades funcionais de proteinas de endosperma de arroz integral de uma
cultivar australiana, estudaram diferentes métodos de extracdo. Os autores inicialmente
realizaram a extragdo sequencial das proteinas de farinha de arroz integral desengordurada, a 25
°C, utilizando agua, NaCl 5 %, NaOH 0,1 M e etanol 70 %. A extragdo com dgua ocorreu na razao
solvente:solido de 4:1 por 4 horas. Apods centrifugagao (3000 x g por 30 minutos) para remogao da
fracdo de albuminas, o residuo foi extraido com NaCl 5 % na razado solvente:sélido de 4:1. O
residuo foi submetido a extragdo alcalina com NaOH 0,1 M por 1 hora para a obtengdo da fragdo
de glutelina, e o residuo foi submetido & extracdo com etanol para obten¢do da fragdo de
prolamina. Cada etapa de extragdo foi realizada duas vezes, e cada fracdao obtida foi purificada
por precipitagdo no respectivo ponto isoelétrico e liofilizada. Os autores também realizaram a
obtengdo de um isolado rico em glutelina pela extragdo alcalina de farinha de arroz integral.
Nesta, a farinha foi mantida sob agitagdo em uma solu¢do de NaOH 0,1 M por 1 hora na razao
solvente:sélido de 12:1 na temperatura ambiente, sendo entdo separada do residuo amilaceo por
centrifugagdo a 3000 x g por 30 minutos. O pH do sobrenadante rico em glutelina foi ajustado
para 4,8 com HCI 1 M. O precipitado foi lavado por duas vezes com agua destilada e liofilizado.
Os autores estudaram, ainda, a influéncia da hidrélise enzimatica do amido com a-amilases
comerciais como um pré-tratamento para a posterior extragdo sequencial ou unicamente alcalina
das proteinas; foi observado que o tratamento enzimatico pré-extracdo afetou principalmente a
fracdo de albuminas, aumentando o rendimento em termos de matéria seca, mas reduzindo o

contetdo de proteinas do isolado proteico obtido.

Paraman, Hettiarachchy e Schaefer (2008), ao otimizar a extracdo de proteinas do
endosperma de um arroz tipo longo produzido na Suica, desenharam um experimento de
extragdo alcalina no qual o pH variou de 9 a 11, a temperatura, de 30 a 50 °C, a razdo
solvente:sélido, de 8:1 a 12:1 e a concentracdo salina de 0 a 1 M. Nos experimentos, a farinha de
arroz era homogeneizada com dgua por 1 minuto. Apéds, o pH era ajustado com NaOH 1 M e a

suspensdo era mantida sob agitacdo por 3 horas. A proteina solubilizada era separada por
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centrifugacdo a 5000 x g por 15 minutos. O procedimento foi repetido duas vezes em cada
condigdo experimental. A proteina extraida era precipitada a pH 4,5, mantida a 4 °C por 1 hora e
entdo separada por centrifugacdo a 5000 x ¢ por 20 minutos, lavada com dgua deionizada,
neutralizada pH 7,0, liofilizada e armazenada a 5 °C. Dentre as condi¢des estudadas, os autores
obtiveram os melhores resultados na extragdo por 3 horas com pH 11,0, temperatura de 40 °C,
razdo solvente:sélido de 8:1. Com estas condi¢des, os autores obtiveram 43,1 % de rendimento na
extracdo, sendo que ss autores observaram que o aumento do pH melhora a extracdo, mais
produz uma proteina com menor solubilidade a pHs préximos a neutralidade. De fato, segundo
Agboola, Ng e Mills (2005) e Xia et al. (2012), o tratamento alcalino, por promover o rompimento
de certas pontes de hidrogénio, pontes dissulfeto e ligagdes amida na glutelina, reduz o tamanho

das moléculas, o que permite uma melhor extragao.

Bizzotto et al. (2006) realizaram a extracdo alcalina das proteinas de arroz polido para a
obtencdo da matéria-prima para a obtencdo de hidrolisados proteicos. Os autores mantiveram
por 60 minutos o arroz moido em meio aquoso a pH 12 (obtido com a adigdo de NaOH 3 M) sob
agitacdo a 25 °C, a uma razao solvente:soluto de 5:1. A mistura foi entdo centrifugada e o residuo
foi lavado uma vez com NaOH 0,1 M e duas vezes com dgua. O extrato proteico foi neutralizado

com HCl1 3 M e liofilizado.

Liu et al. (2011) realizaram a extracdo de glutelinas do arroz a partir da extragdo
sequencial em farinha de arroz desengordurada (oriunda de arroz quebrado), sendo que a
extracdo foi realizada a 25 °C. Primeiramente, a fragdo albumina-globulina foi extraida com NaCl
50 mg mL-1, com uma razao solvente:sélido de 5:1, sendo que, em seguida, a fragdo de prolamina
foi extraida com etanol 12 M, a uma razdo solvente:s6lido de 4:1. Para remover a maior parte das
proteinas, cada passo do processo foi realizado duas vezes. Entdo, 91 % das glutelinas foram
extraidas com NaOH 0,01 M + dodecil sulfato de sédio a 20 mg mL- (um agente surfactante que
contribui para a solubilizacdo da proteina). A fracao de glutelinas foi purificada por precipitagao
isoelétrica no pH 4,8 com HCl 1M e o precipitado foi lavado com agua destilada. A solucao foi
dializada com &gua destilada a 4 °C por 24 horas, liofilizada e estocada a 4 °C. Essa proteina
apresentou boa solubilidade em pH 3 (78,15 g 100 mL-1), mas solubilidade muito baixa nos pHs 5
e 7, 3,71 e 8,62 g 100 mL-, respectivamente. Os autores utilizaram esta proteina como matéria-
prima o estudo que buscou avaliar a eficiéncia da glutaminase na catalise da desamidacao da
glutelina de arroz, tendo em vista o aumento de sua solubilidade, como j& descrito previamente

neste trabalho.

Xia et al. (2012), ao comparar o método alcalino com o método de microfluidizagdo
assistido por enzimas para a extracdo de proteinas do endosperma de arroz, realizaram a

extracdo alcalina do arroz quebrado como experimento controle. Este foi misturado com solucao
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de NaOH 0,1 % por 1 hora a temperatura ambiente. A mistura foi centrifugada a 8000 x g por 10
minutos e o pH do sobrenadante foi ajustado para 4,8 para precipitar a proteina e o sistema foi
centrifugado a 8000 x g por 20 minutos. A proteina precipitada foi dispersa em &agua na
proporcao de 1:10, neutralizada a pH 7,0 e liofilizada. A proteina extraida pelo método alcalino
apresentou quantidades maiores de prolamina e globulina, além de quantidades similares de
glutelina quando comparada com a proteina extraida por microfluidizagdo. Devido a isto, a
amostra controle apresentou um maior contetido de acido glutdmico, leucina e aminoacidos
aromaticos. A proteina extraida por microfluidizagdo apresentou maior digestibilidade que a
extraida pelo método alcalino, devido a sua maior concentracdo de glutelina (uma proteina de
mais fécil digestdo). A presenga de prolamina (uma proteina indigestivel) na amostra extraida

pelo método alcalino diminuiu sua digestibilidade global.

a) Influéncia das condigoes de extragdo na qualidade do amido e da proteina

Tendo em vista a obtencdo de ingredientes de alta qualidade funcional e nutricional, cada
vez mais é estudada a influéncia das condi¢des operacionais da extragdo nas propriedades de
amidos e proteinas extraidos de diferentes fontes vegetais, principalmente no que diz respeito aos
efeitos do tratamento alcalino. Essa secao apresenta os resultados obtidos em alguns estudos na

area.

Em relagdo a proteina, sua qualidade pode ser alterada pelo processamento alcalino
devido a ocorréncia de reacdes indesejaveis que envolvem a racemizacdo de aminodcidos, a
formacao de compostos téxicos, tais como a lisinoalanina, a reducdo da digestibilidade, a perda
de aminodcidos essenciais e a diminuicdo do valor nutritivo. (MARTiNEZ—MAQUEDA et al.,
2013).

Kumagai et al. (2006) avaliaram a digestibilidade in vitro de extratos de proteina de
endosperma de arroz obtidos por dois métodos. A proteina de arroz preparada por extragdo
alcalina seguida de neutralizacdo foi comparada com a preparada pela degradagdo do amido pela
a-amilase termoresistente. No estudo da digestdo in vitro com pepsina e pancreatina, a proteina
obtida pelo método alcalino apresentou maior digestibilidade. Segundo os autores, o aumento da
digestibilidade parece ser resultado da alteragdo da estrutura dos corpos proteicos causada pelo
meio alcalino. A proteina de arroz produzida por extracdo alcalina apresenta maior
digestibilidade que a da farinha de arroz e a da proteina obtida por hidrélise do amido. Esta
maior digestibilidade é favordvel para aumentar o valor nutricional de alimentos com elevado
teor de amido, especialmente para alimentacdo de individuos idosos. Para elucidar se a

digestibilidade é responsavel pela acdo hipocolesterolémica da proteina de arroz, Yang et al.
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(2011) avaliaram o efeito de proteinas de arroz extraidas pelo método alcalino e pelo método de
hidrélise do amido no metabolismo de colesterol de ratos. A digestibilidade in vitro e in vivo foi
significativamente menor nas proteinas de arroz quando comparadas a caseina, sendo a proteina
extraida enzimaticamente a que apresentou menor digestibilidade. A correlacdo entre a
digestibilidade proteica e a absorcao de colesterol foi significativa neste estudo, sugerindo que a
acdo hipocolesterolémica da proteina de arroz tenha ligacdo com a proteina ndo digerida, que

inibe a absorc¢ao de esterdéis neutros.

No que diz respeito a influéncia das condi¢des alcalinas sobre o amido, muitos estudos
tém buscado elucidar os fené6menos envolvidos. Segundo Yamamoto, Isozumi e Sugitani (2005),
sob fortes condi¢Ges alcalinas, sabe-se que o amido gelatiniza inclusive a temperatura ambiente,
de forma que este comportamento é hoje utilizado na produgdo de pasta adesiva a base de amido
de milho gelatinizado (utilizada para colagem de papel). Esse fendmeno pode ser um interessante
objeto de pesquisa, uma vez que permite a gelatinizacdo sem o aquecimento; ele ocorre a
temperatura ambiente, sendo também chamado de gelatinizac¢do a frio. Entretanto, muito pouco
se sabe sobre este tipo de gelatinizagdo. (YAMAMOTO; ISOZUMI; SUGITANI, 2005). Todavia,
quando se busca isolar o amido integro, sem danos em sua estrutura granular e molecular,

devem ser avaliadas criteriosamente as condi¢des operacionais empregadas na extragdo alcalina.

No estudo da influéncia da concentra¢do de NaOH na eficiéncia da remogao proteica e na
degradagdo dos granulos de amido durante a extragdo alcalina, Cardoso et al. (2007) testaram seis
deferentes concentracdes de alcali (0,06 %, 0,12 %, 0,15 %, 0,18 %, 0,24 % e 0,30 %) sobre uma
farinha de arroz brasileiro (subespécie Indica) com granulometria entre 0,1 e 0,42 mm. As
extracdes iniciaram com a imersdo do arroz moido no solvente a 20 °C com razao solvente:sélido
de 10:1 por 24 horas. Apo6s, o sobrenadante foi descartado e o residuo foi diluido ao volume
original com NaOH. A mistura foi agitada por 10 minutos e centrifugada a 1250 rpm por 5
minutos, sendo o sobrenadante separado do residuo. O procedimento foi repetido oito vezes. O
residuo amiladceo foi, por fim, suspendido em agua destilada, centrifugado a 2000 rpm por 5
minutos e lavado com 4gua até a neutralidade. Os autores identificaram que NaOH com
concentragdo menor que 0,15 % apresentou baixa eficiéncia na remogdo proteica, sendo a
concentragdo 6tima na faixa de 0,15 a 0,18 %. Com concentracdes de NaOH maiores que 0,24 %,
ocorreu o inchaco alcalino dos granulos resultando em uma significativa ruptura da morfologia

granular, associada com a diminuicado da cristalinidade e da entalpia de gelatinizagao.

Nadiha et al. (2010) estudaram os efeitos da maceracao de amidos de sagu, milho e batata
em NaOH 0,025 M por 0, 15 e 30 dias a 30 °C na sua estrutura granular e propriedades fisico-
quimicas. As mudangas observadas na morfologia dos granulos de amido indicaram que a

solucdo alcalina afetou a estrutura granular dos amidos. Os contetidos de amilose de todos os
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amidos tratados diminuiram significativamente apds o tratamento. A temperatura de inicio de
gelatinizagdo (To, obtida via DSC) aumentou significativamente, mas as entalpias de
gelatinizagdo e de retrogradagdo diminuiram. Os resultados mostraram que as propriedades
fisico-quimicas do amido de diferentes fontes botanicas foram afetadas em diferentes graus frente
ao tratamento alcalino. Os diferentes graus de suscetibilidade do tratamento alcalino sobre o
amido refletem a complexidade da estrutura granular e da arquitetura molecular de diferentes

tipos de amido.

Wang e Copeland (2012) avaliaram o efeito do tratamento alcalino na estrutura e nas
propriedades funcionais de granulos de amido de ervilha. O contetdo de amilose diminuiu em
cerca de 20 a 25 % depois de 15 dias de tratamento alcalino (NaOH 0,1 M) e ocorreu uma pequena
diminuicdo na cristalinidade relativa e no contetdo de duplas hélices. Os autores observaram
deformagdes na superficie dos granulos tratados e evidenciaram a adesdo entre alguns granulos.
Foram observadas pequenas alteragdes no perfil de transicdo endotérmica, e a entalpia de
gelatinizagdo ndo sofreu alteracdo. O tratamento alcalino aumentou muito a taxa de hidrélise

enzimatica do amido de ervilha in vitro.

Cai et al. (2014) isolaram dois tipos de amido de arroz com alta amilose, um nativo e outro
transgénico. Os amidos foram tratados com solugdo de NaOH 0,1 % e 0,4 % por 7 e 14 dias a 35 °C
e caracterizados em termos de suas propriedades estruturais e funcionais. O tratamento com
NaOH 0,1 % néo afetou significativamente as propriedades funcionais e estruturais dos amidos,
exceto por diminuir sua resisténcia a hidrélise enzimatica por amilases. O tratamento com NaOH
04 % afetou a morfologia do granulo e diminuiu a densidade eletronica entre as lamelas
cristalinas e amorfas do amido. Comparados com o controle, os amidos tratados apresentaram
menor contetdo de amilose, maior temperatura inicial e de pico de gelatinizagdo, e menor

resisténcia as hidrélises acida (por HCI) e enzimatica.

Segundo Thys et al. (2008), embora seja reconhecido o fato de que a solucdo alcalina pode
afetar a superficie dos granulos de amido, o real mecanismo de modificacao ainda permanece
desconhecido. Os autores avaliaram o efeito do tratamento alcalino (NaOH 0,05 e 0,1 M) na
ultraestrutura de amido de pinhéao. Os resultados obtidos parecem indicar dois possiveis cenarios
para as alteragdes provocadas pelo tratamento alcalino. O primeiro é baseado na degradacdo
externa do amido e tem relacdo com a dissociagdo das pontes de hidrogénio da amilopectina
devido ao procedimento de lavagem com NaOH; dependendo do contato entre o hidréxido de
sodio e os granulos de amido, a dissociacdo das pontes de hidrogénio da amilopectina pode
ocorrer, mudando a estrutura dos granulos. O segundo, e mais provavel, é baseado na lixiviacao

da amilose do granulo causada pela gelatinizagdo alcalina parcial promovida pelo meio alcalino.
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De fato, segundo Yamamoto, Isozumi e Sugitani (2005), a gelatinizagdo do amido sob
condigdes alcalinas fortes ocorre devido a destruicao de pontes de hidrogénio entre as moléculas
de amido promovida pelos fons hidroxila que penetram nos granulos. Além disso, na
gelatinizacdo do amido de arroz por condicbes alcalinas fortes, o NaOH, apds penetrar no
granulo de amido, pode reagir com lipideos originalmente oclusos nas moléculas de amilose para
gerar sais de sédio de acidos graxos de cadeia longa. As fortes propriedades surfactantes destes
sais de sédio podem formar fortes e estaveis complexos com a amilose. Como um resultado, o
estagio inicial de gelatinizacdo seria incapaz de induzir cooperativamente tensdes nos cristalitos

de amilopectina.

3.1.4.2 Extracao enzimatica

Segundo Agboola, Ng e Mills (2005), trabalhos tém demonstrado que a remocgdo
enzimatica do amido da farinha de arroz (utilizando amilases) pode ser usada para a produgédo
de isolados proteicos contendo mais de 76 % de proteina Ja para Li et al. (2009) os processos que
preservam a estrutura nativa dos granulos de amido de arroz e que minimizam a geracao de
efluentes liquidos do processo de separagdo de amido, sdo os preferidos para o isolamento do
amido de arroz. A remocao das proteinas nos granulos de amido utilizando protease parecem
representar um método eficaz para a producdo de amido de arroz e pode servir como uma
alternativa a um processo alcalino industrial. A maioria dos cientistas acredita que os tratamentos
de alimentos com protease sem produtos quimicos adicionais resulta em granulos de amido com

retengdo da maior parte de suas caracteristicas nativas.

Lumdubwong e Seib (2000) avaliaram a eficacia da hidrélise enzimatica com protease
alcalina comparativamente a extragdo alcalina de proteina de farinha de arroz obtida por
moagem umida. Em um desenho fatorial 3 x 3, os autores avaliaram o rendimento na
recuperac¢do do amido e o grau de pureza do mesmo, com o pH variando entre 8,5 e 10, o teor de
protease, entre 0,5 e 1,5 % e o tempo de digestdo entre 5 e 30 horas. Utilizando 1,1 % de protease
em pH 10 e com 18 horas de extracdo, obteve-se uma recuperacdo de 95 % do amido, o qual
apresentou 0,5 % de proteina. Comparando este resultado com a extracdo alcalina realizada com
NaOH 0,05 M, os autores observaram um rendimento 10 % maior com o método enzimatico.
Além disso, o amido extraido com a digestdo enzimética apresentou maior brilho, conteve mais
lipideos e apresentou menor consisténcia de gel. Os custos estimados na época demonstraram
que o método enzimatico custou aproximadamente o dobro que o método tradicional,

principalmente devido ao custo da enzima.
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Segundo Wang e Wang (2004), apesar do uso de proteases neutras ser efetivo no
isolamento de amido de arroz, o maior desafio a ser enfrentado é o longo periodo de digestao (18
horas). Com o objetivo de reduzir o tempo de reacdo, os autores estudaram a aplicacdo da
tecnologia de ultrassom de alta intensidade associada a hidrélise, tendo sido avaliado o efeito do
ultrassom antes, durante e apds a hidrolise na eficiéncia da extragdo. Os autores observaram que
a digestao unicamente com a protease neutra por 3 a 5 horas produz amido de arroz com baixo
residual proteico e com um rendimento comparavel ao método alcalino de extracdo. A digestdao
com a protease neutra por 2 horas seguida da sonicacdo a 75 - 50 % de amplitude por 15 ou 30
minutos foi o melhor tratamento, dentre os estudados. A estrutura do amido, tanto granular
quanto molecular, ndo foi alterada nestas condicdes. Desta forma, os autores concluiram que este
método permite a obtengdo de amido de arroz sem a geragdo de efluentes liquidos com elevado

contetudo salino.

Vieira et al. (2008) estudaram a extragdo enzimdtica das proteinas de uma farinha
comercial de arroz e, visando aumentar o rendimento de extragdo proteica, avaliaram os
pardmetros tipo de enzima (protease alcalina e neutra), temperatura (40, 50 e 60 °C); pH (9,5, 10,5
e 11,0), tratamento fisico da amostra (sem tratamento, ultra-turrax a 16.000 rpm e ultrassom a 120
W, ambos por 5 10 e 15 minutos), relacdo Enzima:Substrato (E:S) de 5:100 e 10:100, e
concentragdo inicial de matéria-prima (1:3, 1:5 e 1:10 p/v). Os resultados mostraram que a melhor
condicdo de extracdo proteica, que levou ao maior rendimento, foi a que empregou a
concentracdo inicial de matéria-prima a 1:10, sem tratamento fisico, com pH 10,5, com a protease

alcalina na relagdo E:S de 10:100, a 50 °C, tendo atingido um rendimento de 63,4 %.

Em relacdo ao efeito das proteases sobre o amido, segundo Li et al. (2009), os amidos de
arroz produzidos a partir do tratamento do Protease N exibiram viscosidades de empastamento
mais altas que as produzidas pelo amido extraido durante o tratamento com Alcalase. Os
resultados obtidos pelos autores sugerem que as proteases conduzem a extragdo de amidos de
arroz sem danos nas suas caracteristicas naturais decorrentes do processo de separagdo.
Entretanto, a presenca de proteases remanescentes no amido pode provocar dano a sua estrutura
com consequente alteragdo de suas propriedades. No estudo realizado, os autores consideraram a
Protease N melhor para o isolamento do amido, em comparacdo com a Alcalase, pois promoveu

um menor dano na sua estrutura molecular.
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3.1.5 Hidrolisados proteicos de arroz

Os hidrolisados proteicos apresentam diversas vantagens funcionais e nutricionais em
relacdo as proteinas integrais. Segundo Sgarbieri (1996), a demonstragdo de que oligopeptideos
de baixo peso molecular sdo absorvidos pelo organismo humano tdo eficientemente, ou até mais
eficientemente, que os aminoacidos livres, despertou o interesse pelo uso de hidrolisados
proteicos parciais em nutrigdo hospitalar. Dietas contendo hidrolisados proteicos tém sido
utilizadas quando ha problemas de digestdo ou de méa absorcdo de proteinas. Além disso, de
acordo com Bizzotto et al. (2006), esses preparados enzimaticos possuem menor imunogenicidade

que a de proteinas e peptideos de elevado peso molecular.

Os hidrolisados proteicos sdo muito utilizados, em diversos paises, na alimentagdo de
pessoas que apresentam dificuldades na absorcdo de proteinas, como idosos, criancas com
diarreia e portadores de fibrose cistica e individuos com necessidade aumentada de proteinas,
como os atletas, por exemplo. (BIZZOTTO et al.,, 2006). Segundo Sgarbieri (1996), quanto a
eficiéncia metabdlica na utilizagdo dos hidrolisados parciais, comparados aos aminoacidos livres
e proteina intacta, vérios estudos tém demonstrado que, mantida constante a composicdo de
aminodcidos, individuos normais absorvem igualmente aminodcidos livres, hidrolisados parciais
e proteina intacta na dieta, enquanto que individuos com problemas digestivos e de absorcao
utilizam melhor os peptideos (hidrolisados) quando comparados com as dietas de aminoacidos
livres. Por outro lado, as proteinas intactas sdo muito mal absorvidas e utilizadas por esses
individuos. O problema relativo as dietas contendo apenas aminoacidos livres é a elevada
osmolaridade, que age no sentido de dificultar a absor¢do dos aminoacidos; ja as proteinas
intactas sdo mal digeridas pelos individuos com sindromes de mal absorcdo e/ou problemas de

digestdo.

Vioque et al. (2001) classificaram os hidrolisados em trés grupos de acordo com o grau de
hidroélise, o qual direciona a sua aplicagdo: hidrolisados com baixo grau de hidroélise (entre 1 e 10
%) (que possuem propriedades funcionais melhoradas em relagdo as proteinas de origem),
hidrolisados com variados graus de hidrélise (geralmente usados como agentes saborizantes) e
hidrolisados com elevado grau de hidrolise (superior a 10 %) (principalmente usados como

suplementos nutricionais e dietas médicas especiais).

De fato, segundo Swaisgood (2004), as propriedades funcionais de proteinas, tais como

potencial emulsificante, capacidade de formacdo e estabilizagdo de espumas, geleificagdo,



INGREDIENTES OBTIDOS A PARTIR DO ARROZ QUEBRADO 59

viscosidade e capacidade de ligar 4gua, por serem determinadas pela topologia superficial da

molécula, podem ser modificadas com proteinases especificas sob condi¢des apropriadas.

Segundo Herndndez-Ledesma, Contreras e Recio (2011), a hidrdlise enzimatica de
proteinas induz modificagdes nas propriedades emulsificantes e de espumas. Em relagdo as
propriedades emulsificantes, os peptideos formados atuam como surfactantes e contribuem para
a formacdo de gotas na matriz 6leo/agua pela diminuicdo da tensdo superficial (facilitando a
quebra das gotas) e por prevenirem a coalescéncia. Além disso, a estabilidade da emulsdo pode
ser favorecida por proteinas e peptideos capazes promover a repulsdo eletrostatica ou o

impedimento estérico.

Recentemente, tem sido reconhecido que, além do seu papel nutricional basico, muitas
proteinas contém, dentro da sua estrutura primaria, sequéncias de peptideos diferentes que
exercem efeitos benéficos sobre a satide humana. Esses pode ser liberados por enzimas digestivas
durante o transito gastrointestinal, por fermentacdo e/ou maturagdo durante o processamento do
alimento ou protedlise por enzimas grau alimenticio de diferentes fontes (animal,

microrganismos e vegetal). (HERNANDEZ-LEDESMA; CONTRERAS; RECIO, 2011).

Segundo Sarmadi e Ismail (2010), os hidrolisados sdo uma mistura que é principalmente
composta por peptideos e aminoacidos produzidos pela hidrélise enzimética, dcida ou alcalina de
proteinas, ou ainda por fermentacdo. Quando a protedlise é induzida por proteases endégenas, o
termo “autolisado” é normalmente usado, ao invés de “hidrolisado”. Os peptideos bioativos, por

outro lado, sdo sequéncias especificas de aminoacidos purificados a partir dos hidrolisados.

Peptideos bioativos sdo considerados fragmentos especificos das proteinas que sdo
inativos dentro da sequencia da proteina original. Depois que sdo liberados por hidrdlise
enzimatica, eles exercem uma série de fungdes fisiolégicas. Estes peptideos possuem um tamanho
de 2 a 20 aminoacidos e massas moleculares menores que 6 kDa. A composi¢do e a sequéncia de
aminoécidos afetam a atividade do biopeptideo. (SARMADI; ISMAIL, 2010). Estas moléculas
apresentam diferentes atividades, tais como antimicrobiana, antioxidante, anti-trombética, anti-
hipertensiva, imunomoduladora, opi6ide, entre outros; podendo sua agdo ser sobre o alimento ou
o ser humano, nos sistemas cardiovascular, digestério, endécrino, imunoldgico e nervoso. O
potencial destes peptideos bioativos para reduzir o risco de doengas crdnicas e promover a satde
humana tem despertado crescente interesse cientifico e comercial ao longo da dltima década.

(SARMADI; ISMAIL, 2010; HERNANDEZ-LEDESMA; CONTRERAS; RECIO, 2011).

O método mais comum para a obtengdo de peptideos bioativos é através da hidrdlise
enzimatica de proteinas. O uso de proteinases de grau alimenticio derivadas de microrganismos

comercialmente disponiveis é vantajoso, uma vez que estas enzimas apresentam baixo custo, sdo
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seguras e apresentam alto rendimento da reagdo. (HERNANDEZ-LEDESMA; CONTRERAS;
RECIO, 2011).

A natureza da enzima utilizada ndo ird somente influenciar no grau de hidrélise, como
também no tipo de peptideos produzidos. Neste sentido, as proteases podem ser divididas em
dois grandes grupos segundo sua atividade catalitica. As endopeptidases rompem as ligacdes
internas da molécula proteica, enquanto que as exopeptidases hidrolisam as ligac6es terminais da
cadeia polipeptidica. As exopeptidases ainda podem ser classificadas como aminopeptidases (se
rompem o extremo N-terminal da cadeia) e carboxipeptidades (se rompem o extremo carboxila).
A especificidade da protease também é variavel em fun¢do da sequéncia aminoacidica. Por
exemplo, algumas hidrolisam onde exista um aminoacido especifico, enquanto que outras sao
menos especificas e reconhecem vérios aminoédcidos. As enzimas de origem bacteriana sdo as
mais utilizadas na industria de hidrolisados proteicos devido a facilidade de manipulacdo destes

microrganismos e aos altos rendimentos de enzima que produzem. (VIOQUE et al., 2001).

Bizzotto et al. (2006), visando a obtencao de um hidrolisado proteico de arroz com baixo
teor de fenilalanina, realizaram a extracdo alcalina das proteinas de arroz seguida pela hidrdlise
do concentrado proteico com a enzima corolase PP. Os hidrolisados proteicos, tratados com
carvdo ativo, apresentaram teores de fenilalanina inferiores a 0,1 g 100 g1, possibilitando o seu

uso no preparo de formulagdes dietéticas para fenilcetontricos.

Li ef al. (2007) produziram um hidrolisado proteico com atividade in vitro inibidora da
enzima conversora de angiotensina (ECA), que no organismo humano atua no mecanismo
modulatério da pressdo arterial. Os autores hidrolisaram a proteina de arroz com o uso da
protease comercial Alcalase. No estudo foi identificado e isolado um potente tetrapeptideo com
atividade anti-hipertensiva in vivo em ratos. Os autores enfatizaram a necessidade de realizar
extensivos estudos clinicos com humanos para avaliar a eficidcia do hidrolisado a longo prazo,

bem como sua seguranca, para propdsitos terapéuticos.

Zhang et al. (2010) estudaram a agdo de diferentes proteases (Alcalase, Quimiotripsina,
Neutrase, Papaina e Flavorase) na hidrdlise enzimatica de proteina do endosperma de arroz,
visando a obtencdo de peptideos antioxidantes. Os autores verificaram que, com o uso da
Neutrase, foi possivel obter um hidrolisado enzimatico com elevada atividade antioxidante. Os
autores isolaram dois diferentes peptideos que mostraram forte atividade antioxidante via
métodos cromatograficos e identificaram a sequéncia dos mesmos utilizando MALDI-TOF/TOF
MS/MS. Os autores salientaram que, apesar da necessidade da continuagdo das pesquisas, o
hidrolisado proteico obtido ja poderia ser considerado um adequado antioxidante natural para a

prevencdo de reagdes oxidativas durante o processamento de alimentos.
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Zhou, Canning e Sun (2013) avaliaram a eficicia de hidrolisados proteicos de arroz na
prevencdo da oxidagdo lipidica e no aumento do shelf-life de produtos carneos. As proteinas de
arroz foram hidrolisadas com trés tipos de proteases microbianas e separadas em doze fracdes
mediante ultrafiltragdo sequencial. As fragdes que apresentaram maior potencial antioxidante in
vitro (uma delas obtida a partir da hidrélise com Validase e a outra obtida a partir da hidrdlise
com Alcalase) foram incorporadas em carne bovina moida e o seu efeito na inibicdo da oxidacao
lipidica foi avaliado por 15 dias. O hidrolisado obtido com Validase inibiu a oxidacao lipidica em
19 % e 15 % nos dias 8 e 15 de estocagem respectivamente, sugerindo que tal hidrolisado poderia

ser utilizado para o aumento do shelf-life de produtos carneos.

A hidrdlise de isolados proteicos vegetais é realizada normalmente em um reator
descontinuo com agitacdo e controle de temperatura e pH. Para interromper a hidrélise, a enzima
pode ser inativada com calor, diminui¢ao do pH ou com uma combinagdo de ambos. Por fim, a
enzima também pode ser removida do meio mediante filtracdo. (VIOQUE et al., 2001). Segundo
Sgarbieri (1996) os métodos em uso para obtengdo de hidrolisados consistem na utilizacao de
sistemas descontinuos e sistemas continuos com reatores de membranas semipermeaveis ou
enzimas imobilizadas. Um nimero muito grande de trabalhos de hidrélise enzimatica utilizando
reatores com membranas de ultrafiltracdo foram realizados a partir do inicio da década de 1970.
Alguns autores apontam a otimizagdo da utilizacdo da enzima como a principal vantagem no
emprego deste sistema. O fato da membrana permitir a remocao continua de produtos da reacéo,
peptideos de baixo peso molecular, parece ser uma das maiores vantagens, ja que a sua presenca
é a principal causa da diminuicdo da reagdo, quando realizada em sistema descontinuo. Outro
aspecto importante em relacdo aos reatores com ultrafiltracdo é a possibilidade de controle,
dentro dos limites de porosidade da membrana, da distribuicdo de pesos moleculares. Este
controle é de extrema importancia, pois algumas propriedades funcionais e nutritivas estao

estreitamente relacionadas aos pesos moleculares.

3.1.6 Consideragoes finais

A crescente demanda por proteinas vegetais de elevada qualidade nutricional, e com
baixo potencial alergénico, tem impulsionado o estudo da composicdo e propriedades funcionais
das proteinas de arroz, com a finalidade de embasar a busca por técnicas de modificacdo de
concentrados e isolados proteicos visando em especial a melhoria de sua solubilidade, a qual se
traduz na melhoria das demais propriedades. Apesar de atualmente pouco valorizado no Brasil,

o arroz quebrado é um importante insumo para a produgdo de amido, proteina e hidrolisados



INGREDIENTES OBTIDOS A PARTIR DO ARROZ QUEBRADO 62

proteicos de arroz. Dentre estes, amido de arroz é o ingrediente que possui maior ntimero de

relatos de aplicagdo em sistemas alimenticios no mercado mundial.

[N

A tecnologia tradicional de obtencdo de amido e proteina de arroz, o método alcalino,
uma técnica bastante eficiente, de baixo custo e, se realizada com o devido controle, permite a
obtencdo de ingredientes com adequadas propriedades funcionais e nutricionais. O controle é
necessario tendo em vista que o meio alcalino forte, principalmente quando associado a
temperaturas mais elevadas, pode induzir a alteragdes tanto nos granulos de amido, quanto da
estrutura e composicao nutricional das proteinas. Neste contexto, novas técnicas enziméticas vém
sendo desenvolvidas para a extragdo do contetido proteico do endosperma de arroz, mantendo os
granulos de amido integros. Adicionalmente, também ¢é possivel fazer uso de amilases na
separacdo do amido e da proteina de arroz, técnica ja empregada industrialmente na atualidade.
Entretanto, com esta tecnologia sdo gerados uma corrente de concentrado proteico e outra de

hidrolisados a base de dextrinas e oligossacarideos derivados da degradagdo do amido de arroz.

Os hidrolisados proteicos de arroz, por sua vez, sdo ingredientes com grande potencial de
aplicacdo em sistemas alimenticios; com a hidrélise parcial das proteinas é possivel melhorar a
solubilidade e demais propriedades funcionais de concentrados e isolados proteicos. Além disso,
a hidrélise permite a obtencdo de peptideos bioativos com potencial de uso tanto como aditivos
alimentares, como antioxidantes naturais, quanto como ingredientes com atividade biolégica no

organismo humano.

Desta forma, entende-se que mais estudos sdo necessarios nesta area tendo em vista o
desenvolvimento tecnolégico, tanto do setor orizicola brasileiro, na valoragdo deste coproduto
com a geracdo de matérias-primas de grande interesse industrial para a producado de alimentos,
quanto da industria de ingredientes brasileira, permitindo que o pais deixe de produzir
unicamente commodities e passe a agregar valor a sua matéria-prima, processando também as

chamadas commodities tecnoldgicas.
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3.2 Questodes de pesquisa

Com base no estudo apresentado nesta revisdo da literatura, foram elaboradas questdes

de pesquisa a partir de lacunas identificadas e que serdo respondidas nesta tese.

1) A literatura apresenta muitos estudos que realizaram a extragdo das proteinas de arroz
pelo meio alcalino com diferentes condi¢des operacionais. Quais seriam as condi¢des com
as quais se pode extrair o maximo de proteina com o menor tempo de contato possivel

entre o meio alcalino e o substrato da extracdo?

2) O meio alcalino, apesar de ser muito eficiente na solubilizacao de proteinas, é tido como
capaz de provocar uma série de alteragdes indesejadas nas proteinas, tais como a
desnaturacdo proteica, a perda de aminodacidos essenciais e a formacdo de compostos
toxicos, como a lisinoalanina. Em que medida estas altera¢cdes podem ser minimizadas,

com base na sele¢do das condigdes operacionais empregadas na extragao?

3) O meio alcalino também provoca a gelatinizagdo a frio do amido. E possivel minimizar a

ocorréncia deste fendmeno com o uso de NaOH em baixa concentragdo?

4) A literatura indica que a proteina de arroz apresenta pobres propriedades funcionais,
tendo em vista sua baixa solubilidade. Além disso, aponta para o fato de que as
propriedades funcionais podem variar em funcdo do método de extracdo empregado na
obtencdo da proteina. E possivel que proteinas extraidas pelo método alcalino e pelo

método enzimético apresentem propriedades funcionais distintas?
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5) A hidrolise enzimédtica das proteinas a um baixo grau de hidrélise permite a melhoria de
suas propriedades funcionais. E possivel melhorar a solubilidade da proteina de
endosperma de arroz com a hidrélise enzimatica parcial? Que rendimentos podem ser

obtidos neste processo?
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Capitulo 4

Revisdao Bibliografica: Microfiltracao e Ultrafiltracao
nas Indastrias de amido, proteinas e hidrolisados

proteicos vegetais

Os processos de separacdo por membranas estdo atualmente bem estabelecidos na
industria de alimentos. No processamento de proteinas vegetais, mais especificamente da soja, os
primeiros estudos acerca da aplicagdo dos processos de separagdo por membranas, em especial
da aplicacdo da ultrafiltragdo, datam da década de 1970. Desde entdo, varias pesquisas vém
sendo realizadas na concentracdo de proteinas vegetais de diversas fontes. A industria de amido
também ja utiliza os processos de separacdo por membranas. E mais recentemente muito tem
sido estudado sobre a aplicagdo da ultrafiltragdo na concentracdo e no fracionamento de
peptideos de diferentes fontes, com o intuito de purifica-los do hidrolisado proteico original,
gerando insumos que podem ter aplicacdo tanto na industria de alimentos quanto na industria

farmacéutica.

Os desafios sao grandes neste campo de estudo, uma vez que o processo pode parecer
simples, mas os mecanismos envolvidos na separacdo de moléculas por ultrafiltracdo, em
especial, sdo bastante complexos. Este capitulo apresenta um trabalho de revisao de literatura que
aborda basicamente estudos de aplicacdo das tecnologias de microfiltragdo e ultrafiltracdo nas
induastrias de amido, proteinas e hidrolisados proteicos vegetais. Ao término do capitulo, sao

apresentadas questdes de pesquisa elaboradas sobre o tema e que se busca responder nesta tese.
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Resumo:

A tecnologia de membranas é ttil no fracionamento de moléculas e oferece uma boa alternativa
para a separacdo por garantir um processo ambientalmente amigével a custos acessiveis. E uma
importante tecnologia aplicada ao fracionamento de moléculas de valor agregado, com o objetivo
de melhorar suas propriedades pelo aumento de sua pureza. Este trabalho apresenta uma revisao
da literatura acerca de estudos sobre a aplicacdo da microfiltragdo para a separagdo e purificacao
de suspensdes de amido, da ultrafiltragdo para concentragdo e purificagdo de proteinas vegetais e
para o fracionamento e concentracdo de hidrolisados de proteinas vegetais. Nesta revisdao é
possivel observar os tipos de aplicacdes estudadas, os beneficios alcangados, bem como os
principais desafios enfrentados pelos pesquisadores. A indtstria de processamento de amido
vem empregando a tecnologia de membranas para muitas aplica¢des, incluindo o pré-tratamento
de 4gua, a recuperacdo de solutos e o tratamento de efluentes. No processamento de isolados e
concentrados proteicos, geralmente a ultrafiltragdo é aplicada na substituicao das operacoes de
precipitagdo isoelétrica e lavagem. Na industria de hidrolisados proteicos e peptideos, as
membranas, de acordo com as suas caracteristicas, podem ser para a separagdo de peptideos de
proteinas nao hidrolisadas ou de enzimas proteoliticas, no fracionamento de peptideos de acordo
com suas massas molares, na concentracdo de solucdes de peptideos (de uma mistura inicial ou
de fragdes selecionadas) e na possivel purificagdo de solugdes (dessalinizacdo, desodorizacao
parcial, etc.) em modo diafiltracdo. Este procedimento parece simples em teoria uma vez que as
membranas sdo habeis em separar compostos pelo mecanismo de exclusdo molecular, baseado
em suas massas molares. Entretanto, isto ndo acontece na prética, uma vez que a manufatura
assimétrica dos poros da membrana nem sempre reflete a estreita faixa da massa molar de corte
especificada. Além disso, as interacdes eletrostaticas soluto-soluto e soluto-membrana
influenciam de forma bastante significativas no desempenho do processo. Mesmo assim, com a
adequada selecdo dos parametros operacionais do processo, a tecnologia de membranas permite
muitas oportunidades para o setor, e por este motivo vem crescendo cada vez mais a sua

utilizacdo em escala industrial.

Palavras-chave: Microfiltragdo, Ultrafiltragdo, Amido, Proteinas vegetais, Hidrolisados proteicos,

Peptideos.
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4.1.1 Introdugdo

A tecnologia de membranas ja forneceu uma série de solugdes para alguns dos principais
problemas da sociedade industrializada moderna. Os processos de separagdo por membranas
possuem o potencial tanto para substituir as técnicas convencionais de energia intensiva, ao
realizar o transporte seletivo e eficiente dos componentes especificos, quanto para melhorar o
desempenho de processos reacionais. Esses processos sdo essenciais para uma vasta gama de
aplicagdes, incluindo producdo de agua potavel, geracdo de energia, reparacdo de tecidos,
producdo de produtos farmacéuticos, producdo de alimentos, dentre outras. (DRIOLL

STANKIEWICZ; MACEDONIO, 2011).

Esta tecnologia é util no fracionamento de moléculas e oferece uma boa alternativa para a
separacdo, por garantir um processo ambientalmente amigéavel a custos acessiveis. Os processos
vém ganhando cada vez mais importdncia no fracionamento de moléculas de alto valor
agregado, quando o objetivo é melhorar suas propriedades pelo aumento de sua pureza. (SAIDI

et al., 2014).

O componente chave de cada processo de separagdo por membranas é a membrana, uma
interface claramente materializada por uma fina barreira nano-estruturada/funcionalizada. Ela
controla a troca entre duas fases nao apenas por forcas externas e sob o efeito das propriedades
do fluido, mas também devido as caracteristicas intrinsecas do material da membrana. A
tecnologia de membranas ja ganhou uma grande importancia nas dltimas duas décadas e agora
estd competindo com outras tecnologias de separacdo em termos de eficiéncia energética, alta
capacidade de separacdo, separagdo seletiva e investimentos de capital. (DRIOLL

STANKIEWICZ; MACEDONIO, 2011).

Segundo Lipnizki (2010) ao longo das duas tltimas décadas, o mercado mundial de
tecnologia de membranas na industria de alimentos aumentou para um volume de cerca € 800-
850 milhdes, e é agora o segundo maior mercado industrial para as membranas apos o tratamento

de agua e de dguas residuais, incluindo a dessalinizagdo.

As principais tecnologias de membranas aplicadas na industria de alimentos sdo os
processos microfiltracdo (MF), ultrafiltracao (UF), nanofiltracao (NF) e osmose inversa (OI). Em
relagdo a participagdo no mercado, os sistemas de UF representam a maior fatia do mercado, com
35 %, seguido pelos sistemas de MF, com 33 %, e os sistemas de NF/OI, com 30 %. Outros
processos de separacdo, como eletrodidlise (ED) e pervaporacdo (PV) tém apenas uma pequena

quota de mercado. As principais aplica¢cdes deste mercado sdo na industria de laticinios (leite,
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soro de leite, salmoura de queijos, etc.), seguido por outras industrias de bebidas (cerveja, sucos
de frutas e vinho, etc.). O sucesso da tecnologia de membranas no mercado de alimentos e
bebidas esta diretamente ligado a algumas das principais vantagens dos processos de membranas

em relacdo as tecnologias de separagdo convencionais (LIPNIZKI, 2010; MONDOR, 2014):

a) tratamento suave, devido as mudancas de temperatura moderada durante o

processamento;

b) alta seletividade baseada em mecanismos de separagdo tunica, por exemplo,

peneiramento, solucdo-difusdo ou mecanismo de troca idnica;
c) design compacto e modular, fornecendo facilidade de instalacdo e de aumento de escala;

d) baixo consumo de energia em comparagdo com condensadores e evaporadores.

2

A desvantagem fundamental da filtragdo por membranas é a redugdo no fluxo de
permeado, o que acarreta uma perda de produtividade do processo ao longo do tempo. O efeito
das incrustacdes pode ser minimizado por intervalos de limpeza regulares. Na indtstria de
alimentos é comum se ter, pelo menos, um ciclo de limpeza a cada 24 h de operagdo, devido a
natureza das solugdes. Outras agdes para reduzir as incrustagdes estdo diretamente relacionadas
ao projeto e operagdo da planta. Durante o projeto da planta, a sele¢do de uma membrana de
baixa tendéncia a incrustag¢des, por exemplo, membranas hidrofilicas para reduzir incrustagdes
por bactérias, e médulos de membrana com alturas de canais apropriados, por exemplo médulos
com design de canal aberto, para evitar o bloqueio por particulas, pode reduzir o risco de

entupimento e contaminacdo de forma significativa. (LIPNIZKI, 2010).

A operacado da planta abaixo do fluxo critico - o fluxo abaixo do qual um declinio de fluxo
ao longo do tempo nao ocorre, e acima do qual as incrustagdes sdo observadas - pode estender o
tempo entre os intervalos de limpeza de forma significativa, mas é comumente relacionada a
operagao a baixa pressdo, que se traduz em baixas capacidades. Em alternativa, a operagdo do
processo em regime de fluxo turbulento pode reduzir o efeito das incrustagdes, mas a geragao de
turbuléncia estd associada a um aumento na perda de carga e, por conseguinte, a custos de
energia mais elevados. Outras limitagdes para a aplicacdo de processos de membrana podem ser
relacionadas com as caracteristicas de alimentagdo, por exemplo, aumento da viscosidade ou da

pressdo osmoética com a concentracdo. (LIPNIZKI, 2010).

Entretanto, em geral, processos de separacdo por membrana com fluxo tangencial
estabeleceram-se na inddstria de alimentos e uma série de estudos na literatura tem sido
realizados em diversas aplicagdes desta importante industria. Tais estudos sdao fundamentais
para ampliar as potencialidades para o setor. Este trabalho apresenta uma revisdo da literatura

acerca de estudos sobre a aplicacdo da microfiltragio para a separacdo e purificacdo de
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suspensoes de amido; e da ultrafiltragdo para concentragdo e purificagdo de proteinas vegetais e
para o fracionamento e concentracdo de hidrolisados de proteinas vegetais. Nele é possivel
observar os tipos de aplicacdes estudadas, os beneficios alcancados com a aplicagdo desta

tecnologia, bem como os principais desafios enfrentados.

4.1.2 Microfiltracdo na separagdo e purificacdo de suspensoes de amido

A indtstria de processamento de amido emprega a tecnologia de membranas para muitas
aplicacoes, incluindo o pré-tratamento de agua, a recuperagdo de sélidos e o tratamento de
efluentes. As membranas podem ser usadas para filtrar diferentes tipos de fluidos nos processos
de isolamento de amido de batata, trigo e milho, com varidveis graus de sucesso quando
comparados com as tecnologias convencionais como centrifugacdo, filtragdio a vacuo e
evaporacao. Novos coprodutos podem ser desenvolvidos usando a tecnologia de membranas.
Além disso, os custos do tratamento de efluentes podem ser reduzidos pela maior recuperacdo de
s6lidos que é obtida com a aplicacdo desta tecnologia. Estes resultados sdo duplamente
vantajosos, uma vez que, além da redugdo do custo de tratamento do efluente, também se

observa a redugdo de perdas no processo. (RAUSCH, 2002).

Shukla et al. (2000) utilizaram uma membrana de titdnio em um suporte poroso de ago
inoxidavel para a filtracdo de suspensdes de amido de milho, visando a possibilidade de
substituir os hidrociclones ou centrifugas utilizadas atualmente na concentracao e purificacdo do
amido. Os autores observaram que o amido pode ser processado até concentra¢des superiores a
50 %, dependendo do nivel de proteina residual desejado no produto. Baixas pressoes e altas
velocidades tangenciais sdo recomendadas para minimizar as incrustagdes. A temperatura de
operacao deve ser ajustada para prevenir a gelatinizacdo do amido durante a microfiltracao. No
estudo, os autores realizaram a microfiltracio com uma membrana de 0,1 um a 49°C, mas
salientam que a temperatura pode variar de acordo com a fonte do amido microfiltrado. Com o
sistema tubular utilizado, o fluxo de permeado foi independente da pressdo para pressdes acima
de 1,5 bar. Os autores observaram a completa rejeicdao do amido, mas 60- 70 % para a proteina.
Os autores sugerem o uso de uma membrana com poros maiores para facilitar a remocao da
proteina. O protocolo de limpeza da membrana, utilizando hidréxido de sédio, cloro e

glucoamilase, forneceu os melhores resultados para a recuperagdo do fluxo da membrana.

Cancino, Rossier e Orellana (2006) testaram a aplicacdo da microfiltracdo associada com a
osmose inversa na diminuicdo da carga orgénica do efluente da industria de amido de milho.

Utilizando uma membrana de 0,2 um na microfiltracdo, foi possivel realizar a recuperagdo do
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amido do efluente. Com a aplicacdo da osmose inversa no permeado da microfiltracdo, os autores
observaram ser possivel reduzir a demanda bioquimica de oxigénio (DBOs) do efluente para

valores abaixo dos limites legais (DBOs final de 31 mg Oz L-1).

Aspelund e Glatz (2010) avaliaram a adequacdo da microfiltracdo para a clarificagdo de
extratos proteicos de milho obtidos a partir do endosperma e do gérmen do cereal, na
recuperacgdo de proteinas recombinantes. Os granulos de amido mais densos foram removidos
por sedimentagdo durante 30 segundos, e os ndo sedimentados foram removidos da suspensao
com membranas de 0,2 um de ceramica e de PVDF (poli (fluoreto de vinilideno)). Os autores
observaram a clarificacdo das suspensodes e a baixa rejeicdo de proteinas de baixa massa molar.
Entretanto, observaram alta rejei¢do para proteinas de mais alta massa molar (>80 kDa) na
filtracdo com membranas cerdmicas, as quais puderam ser recuperadas utilizando membranas de
PVDE. Os autores ainda observaram um altas incrusta¢cdes nas membranas cerdmicas causado

pela presenca de amido solubilizado (gelatinizado) na suspensao.

Lecorre, Bras e Dufresne (2011) buscando melhorar a performance do processo de
produgdo e recuperacdo de nanocristais de amido de milho (estruturas cristalinas resultantes da
ruptura dos granulos de amido a partir da hidroélise de partes amorfas), estudaram a aplicagdo da
microfiltracdo associada a hidrélise. A microfiltracdo foi realizada com membranas cerdmicas de
0,1,0,2,0,5 e 0,8 pm, e os pardmetros do processo foram estudados. Os resultados mostraram que
a microfiltragdo pode ser uma solugdo promissora para conseguir a separacdo de nanocristais de
particulas ndo totalmente hidrolisadas. Nao foram observadas diferengas significativas no

tamanho final de particulas para todas as membranas testadas.

Middlewood e Carson (2012a) avaliaram a microfiltragdo como uma alternativa para as
operacdes tradicionais para a separagdo do amido e amaranto de um extrato produzido pelo
processo de Al-Hakkak. Um sistema de filtracdo tangencial Millipore PROFLUX, equipado com
uma membrana de celulose regenerada de 1000 kDa, foi utilizado no experimento. A membrana
selecionada reteve todos os granulos de amido, mas também reteve mais proteina do que o
desejado. A pressdo transmembrana adequada foi de cerca de 100-150 kPa, acima da qual o fluxo
de permeado aumentava de forma nédo linear com a pressdo. A realizagdo de diafiltragdes reduziu
o teor de proteina e gordura do retido, mas nao o suficiente para atingir os niveis comercialmente

aceitaveis.

Middlewood e Carson (2012b), apdés observarem as incrustacdes na membrana de
celulose regenerada de 1000 kDa, identificaram dificuldades significativas no processo de
limpeza da membrana. Neste artigo os autores descreveram o ciclo de limpeza desenvolvido para
limpar adequadamente a membrana apds a operacdo. As principais etapas de limpeza foram:

uma lavagem com &gua fria para remover o material fracamente ligado, uma lavagem com
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solucdo de protease para remover a proteina, uma lavagem com solucdo de hidréxido de sédio
para "pré-tratar" todos os granulos de amido restantes, uma lavagem com solucdo de amilase
para degradar os granulos de amido, e uma lavagem definitiva com solugdo de hidréxido de

sodio para remover os residuos da etapa anterior.

Wojciech et al. (2013) aplicaram a microfiltracdo tangencial para a separagdo de granulos
nativos de amido de milho de um caldo de fermentacio, analisando a formacdo de incrustacdes
na membrana. Os autores avaliaram a influéncia da pressdo transmembrana e da velocidade
tangencial da corrente de concentrado no declinio do fluxo de permeado, trabalhando com uma
membrana cerdmica com poros de 0,45 pm. Foi observado que a minimizagdo da formacédo de
incrustagdes ocorreu com a utilizagdo de alta velocidade tangencial (4,55 m s) e baixa pressao

transmembrana (0,35 bar).

4.1.3 Ultrafiltracdo na concentragdo de proteinas vegetais

Segundo Mondor (2014), a ultrafiltragdo tem sido sugerida como um dos meios para a
superagdo dos problemas encontrados com o processo de precipitacdo isoelétrica de proteinas.
Porter e Michaels (1971) citados por Mondor (2014), foram os primeiros a sugerir o uso da
ultrafiltracdo no processamento de extratos proteicos de soja. Em 1975, Okubo et al. estudaram a
ultrafiltracdo utilizando o modo de diafiltragdo na obtencdo de concentrados e isolados proteicos
de soja com reduzido teor de fitatos. Desde entdo, um crescente nimero de pesquisadores vem
investigando diferentes aspectos do uso desta tecnologia inicialmente na concentragdo e
purificacao de proteinas de soja, e mais recentemente no processamento de proteinas vegetais de
diferentes fontes. O Quadro 4.1 apresenta um resumo das aplicagdes da ultrafiltracao

empregadas por diversos estudos com diferentes tipos de proteinas vegetais.
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Quadro 4.1: Estudos de aplicagdo da ultrafiltracao na concentragao e purificagdo de proteinas vegetais
de diferentes fontes, objetivos pretendidos, membranas avaliadas e principais resultados obtidos.

Matriz

Objetivos da aplicacao da

ultrafiltracao

Membranas
avaliadas

Principais resultados
obtidos

Referéncia

Proteina de
batata

Proteina de
tremogo

Proteina de
endosperma
de arroz

Proteina de
grao de bico

Proteinas de
ervilha
amarela, grdo
de bico e
lentilhas
verde e
vermelha

Proteina de
amaranto

Proteina de
folha de alfafa

Proteina de
semente de
canhamo

Proteinas de
canola

Concentrar proteinas, reduzir
sabor e odor residual do
concentrado.

Melhorar rendimento e
melhorar propriedades
funcionais em relagdo a proteina
obtida por PI**.

Concentrar proteinas e melhorar
propriedades funcionais em
relagdo ao método tradicional PI.

Melhorar a recuperagéo de
proteinas, reduzir o teor de
fatores antinutricionais (acido
fitico, fenolicos e inibidores de
tripsina) no concentrado.

Melhorar rendimento e
melhorar propriedades
funcionais em relagao a proteina
obtida por PL

Comparar o rendimento da
extragdo, a concentragao proteica
e as caracteristicas fisico-
quimicas de concentrados
proteicos obtidos por PI.

Avaliar a performance da
membrana em concentrar o suco
de folha de alfafa, entendendo a

eficiéncia do processo, a
performance da separacao, o
comportamento do fluxo e as

incrustagoes em diferentes
configuracdes de moédulos.

Concentrar proteinas e comparar
a digestibilidade e as
propriedades funcionais com as
de um concentrado comercial.

Remover fatores
antinutricionais, desenvolver
um método escalavel para
extrair e isolar as proteinas
majoritdrias da canola.

5,10,30 e
100 kDa
(celulose

regenerada)
20, 30,50 e
100 kDa (PES-
H*)

10 kDa

5 kDa

50 kDa

50 kDa

Nao informado

20 kDa

10 kDa

10 kDa

Obtengao de um concentrado
com melhor qualidade
sensorial.

Maior rendimento na
concentracdo e obtencdo de
proteina com melhor
solubilidade em meio &cido.

Obtengao de um concentrado
com maior solubilidade e
propriedades emulsionantes
melhoradas.

Os concentrados apresentaram
menor contetido de inibidores
de tripsina, maior contetido de
foésforo e fenélicos, quando
comparados com os
produzidos por precipitagao
isoelétrica.

Obtengdo de um concentrado
com algumas propriedades
funcionais levemente
melhores.

O concentrado proteico obtido
por ultrafiltracdo apresentou
melhor perfil de aminoacidos

(com menores perdas), em
relagdo ao processo
convencional.

A filtracdo dinadmica usando
modulo de disco rotatério
apresentou a melhor
produtividade e melhor
potencial para aplicagao
industrial.

Obtengado de um concentrado
proteico com maior
solubilidade e com melhores
propriedades espumantes.

Foi desenvolvido um método
simples e escalével para o
isolamento de proteina de

canola.

Zwijnenberg et al.
(2002)

Chew; Casey;
Johnson (2003)

Paraman;
Hettiarachchy;
Schaefer (2008)

Mondor et al.
(2009)

Boye et al. (2010)

Castel et al. (2012)

Zang et al. (2015)

Malomo; Aluko
(2015)

Akbari; Wu (2015)

* PES-H — poli(etersulfona) hidrofilizada
** PI - precipitagdo isoelétrica
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No processamento de isolados e concentrados proteicos de soja, geralmente a
ultrafiltracdo é aplicada na substituicdo das operagdes de precipitagdo isoelétrica e lavagem.
Membranas de ultrafiltracdo de diferentes massas molares de corte (MMC) tém sido estudadas
para a concentracao e purificagdo de extratos de soja, mas a massa molar de corte de 50 kDa tem
demonstrado os melhores balancos entre alto fluxo de permeado e a alta rejeicdo proteica. Uma
das vantagens da ultrafiltracdo sobre a precipitagdo isoelétrica é o fato de que a ultrafiltragdo
permite a recuperacgdo de praticamente toda a proteina solubilizada, aumentando a recuperacdo
proteica e minimizando a geracdo de efluentes. Outra vantagem é o fato de que os componentes
indesejaveis do extrato de soja, tais como oligossacarideos e acido fitico podem ser seletivamente
separados das proteinas. Adicionalmente, as isoflavonas podem ser recuperadas em elevadas
concentragdes no isolado, tornado os isolados e concentrados proteicos de soja produzidos por

ultrafiltracdo com melhores propriedades funcionais do que os produzidos pelo processo

tradicional. A principal desvantagem é a ocorréncia de incrustagdes. (MONDOR, 2014).

Na literatura é possivel encontrar muitos estudos acerca da aplicagdo da ultrafiltragdo na
obtencdo de concentrados proteicos de soja. Rao et al. (2002) caracterizaram um concentrado
proteico de soja produzido por ultrafiltragdo em termos de suas propriedades funcionais,
qualidade proteica e atributos sensoriais, comparando a performance do produto com a farinha
de soja e um concentrado comercial obtido por precipitagdo isoelétrica. A concentracdo das
proteinas extraidas com o uso de uma membrana com MMC 30 kDa permitiu a obtencdo de um
concentrado ligeiramente mais soltivel que o produto comercial e com menor sabor e aroma
tipicos da soja. Diversos outros trabalhos avaliaram diferentes aspectos do processo,
principalmente comparando a eficiéncia do mesmo com o processo convencional de precipitacdo
isoelétrica. (ALI et al., 2011; ALI et al., 2010; ALIBHAI et al., 2006, KIM; KIM, 2015; KRISHNA
KUMAR; YEA; CHERYAN, 2004; KUMAR; YEA; CHERYAN, 2003; LAI ef al., 2013; MONDOR et
al., 2010; YANG et al., 2014).

2

Como pode ser observado, a ultrafiltragdo é uma metodologia bem estabelecida com
madltiplas vantagens, restri¢cdes e desafios. Quando sdo usadas membranas com poros maiores, o
mecanismo dominante da ultrafiltragdo é a exclusdo por tamanho, e a correspondente separacdo
de macro e micromoléculas é bastante clara. Pela aplicagdo de membranas com poros menores, o
corte molecular se torna mais estrito e a separagdo é conduzida em termos da solubilidade dos
componentes e da hidrofobicidade da membrana. Este fato introduz severas restricdes ao
processo devido a polarizacao por concentragdo de proteinas e polissacarideos (por exemplo,
pectina), conduzindo o a formacao de camada gel, agregacao proteica e incrustacdes. Entretanto,
tais aspectos trazem oportunidades para aplicacdes especificas. Por exemplo, no caso do uso de

membranas com MMC da ordem de 1-2 kDa, as interagGes eletrostaticas entre a superficie da
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membrana e os solutos podem aumentar a seletividade de membrana, se o meio for

adequadamente selecionado. (GALANAKIS, 2015).

4.1.4 Ultrafiltracdo no fracionamento e purificacdo de hidrolisados proteicos

Os hidrolisados proteicos apresentam diversas vantagens funcionais e nutricionais em
relagdo as proteinas integrais. Segundo Sgarbieri (1996), a demonstracao de que oligopeptideos
de baixa massa molar sdo absorvidos pelo organismo humano tdo eficientemente ou até mais
eficientemente que os aminoécidos livres, despertou o interesse pelo uso de hidrolisados
proteicos parciais em nutricdo hospitalar. Adicionalmente, as propriedades funcionais de
proteinas, tais como potencial emulsificante, capacidade de formacao e estabilizacdao de espumas,
geleificagdo, viscosidade e capacidade de ligar dgua, por serem determinadas pela topologia
superficial da molécula, podem ser modificadas com proteinases especificas sob condicdes
apropriadas. (SWAISGOOD, 2004). Ainda, além do seu papel nutricional basico, recentemente
tem sido reconhecido que muitas proteinas contém, dentro da sua estrutura primdria, sequéncias
de peptideos diferentes que podem apresentar diferentes agdes, tanto como aditivos alimentares
quanto exercendo efeitos benéficos para a satide humana. (HERNANDEZ-LEDESMA;
CONTRERAS; RECIO, 2011).

Desta forma, muitas pesquisas tem sido realizadas em relacdo a produgdo de hidrolisados

proteicos com diferentes objetivos:

a) na melhoria das propriedades funcionais da proteina de origem, aumentando o leque
de aplicagdes da proteina como um ingrediente para a industria de alimentos;

b) na producdo de hidrolisados proteicos mais biodisponiveis para organismo humano,
usados como suplementos alimentares;

c¢) e na producdo de peptideos ativos, que podem possuir tanto atividades como
aditivos alimentares (antioxidantes, por exemplo), quando podem possuir
bioatividades dentro do organismo humano, podendo ser adicionados em alimentos

ou comercializados como suplementos alimentares.

Na inddustria de hidrolisados proteicos e peptideos, as membranas, de acordo com as suas
massas molares de corte, podem ser usadas com diferentes objetivos (VANDAN]JON et al., 2007):
para a separagdo de peptideos de proteinas ndo hidrolisadas ou de enzimas proteoliticas, com
membranas de ultrafiltracdo com elevadas massas molares de corte (aproximadamente 20 kDa);
no fracionamento de peptideos, de acordo com suas massas molares, com membranas de

ultrafiltracdo de massas molares de corte intermedidrias (aproximadamente 4 a 8 kDa); na
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concentragdo de solugdes de peptideos (de uma mistura inicial ou de fragdes selecionadas), com
membranas de nanofiltracdao com baixa massa molar de corte (aproximadamente 200 a 300 Da); e
na possivel purificagdo de solugdes (dessalinizagdo, desodorizagdo parcial, etc.) por nanofiltragao

em modo diafiltragao.

Wu, Hettiarachchy e Qi (1998) investigaram as propriedades funcionais de peptideos de
soja preparados por hidrélise com papaina e purificados por ultrafiltracdo. Segundo os autores, o
controle do tamanho dos peptideos é importante para a obtencdo de propriedades funcionais
desejaveis de modo a que estes peptideos possam ser melhor utilizados. A modificagdo
enzimatica proteolitica de isolados proteicos de soja, seguida por ultrafiltragdo, é uma forma
eficaz para fracionar estas proteinas em peptideos com massa molar controlada. O hidrolisado foi
fracionado por ultrafiltracdo com uma célula de agitacdo (em modo de filtracdo dead end) e
membranas de discos (100 kDa, 50 kDa, e 20kDa). Os peptideos apresentaram maior solubilidade

e propriedades emulsionantes melhoradas em relagdo ao isolado proteico original.

Berot ef al. (2001) utilizaram a ultrafiltragdo para o fracionamento de dois tipos de
polipeptideos produzidos a partir de hidrélise enzimética de gliiten de trigo. Os polipeptideos
hidrofilicos e fracamente carregados foram bem transmitidos através de uma membrana
inorgédnica em pH A&cido, enquanto que um polipeptideo hidrofébico e dois carregados
positivamente foram altamente retidos. Através da combinagdo de cromatografias de troca iénica
e fase reversa, os autores demonstraram que o fracionamento dos polipeptideos se baseou na
repulsdo eletrostitica pela membrana carregada positivamente. Depois da realizagdo de
diafiltragdo continua, foi possivel recuperar o retido contendo 75 a 88 % do polipeptideo
hidrofébico e o permeado contendo 84 a 90 % dos polipeptideos hidrofilicos, dependendo do

tamanho da membrana utilizada (150 e 50 kDa, respectivamente).

Posteriormente, Popineau et al. (2002) avaliaram as propriedades funcionais de
hidrolisados de glaten preparados por hidrélise enzimatica limitada com a protease 2500S. Os
hidrolisados foram fracionados por ultrafiltragdo, utilizando duas membranas inorgéanicas com
massas molares de corte de 50 e 150 kDa. Os retidos foram enriquecidos em peptideos
hidrofébicos e os permeados foram enriquecidos em peptideos hidrofilicos. As propriedades de
formacdo de espuma e emulsionantes dos hidrolisados, retidos e permeados foram analisadas em
dois pHs (4 e 6,5) e duas concentragdes de sal (0,2 e 2 % de NaCl). Os hidrolisados exibiram
melhor capacidade de formagdo de espuma, mas as espumas ndo foram estaveis. Os permeados
nao apresentaram propriedades emulsificantes. Os retidos produziram espumas com boa
estabilidade e foram mais eficientes que o hidrolisado ndo fracionado para estabilizar emulsdes.
As propriedades funcionais de retidos foram fracamente influenciadas pelo pH e a forca idnica.
As diferentes massas molares de corte avaliadas ndo influenciaram nas propriedades funcionais

dos hidrolisados ultrafiltrados.
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Moure, Dominguez e Parajo (2006) recuperaram por ultrafiltracdo a proteina solubilizada
durante a produgdo industrial de concentrados de soja, utilizando uma membrana de 10 kDa.
Ap6s, a proteina recuperada foi fracionada sequencialmente com membranas de 30 kDa e 50 kDa,
nesta ordem. As fragdes retida e permeada para a membrana de 50 kDa foram submetidas a
hidrélise enzimatica com Flavourzyme® para a remocao dos inibidores e proteinas alergénicas
presentes na fracdo de permeado e para melhorar as propriedades funcionais da fra¢do de retido.
As quatro fragdes obtidas (<10 kDa, <30 kDa, <50 kDa hidrolisado e retido em 50 kDa
hidrolisado) foram ensaiadas quanto a suas atividades antioxidantes. A fracdo com massa molar
<10 kDa apresentou a maior atividade antioxidante utilizando todos os métodos de avaliacdo do
potencial antioxidante considerados no trabalho. Além disso, a protedlise aumentou o potencial

antioxidante da amostra que permeou a membrana de 50 kDa.

Wang et al. (2006) hidrolisaram parcialmente proteinas do trigo (glaten) utilizando a
preparacdo enzimdtica comercial Protamex® e fracionaram o hidrolisado com membranas de
ultrafiltracdo de diferentes massas molares de corte com o objetivo de avaliar a melhoria das
propriedades funcionais solubilidade, potencial emulsificante e formador de espuma e a reologia
do gel. O fracionamento foi realizado em membranas de ultrafiltracdo com massas molares de
corte de 100, 50 e 20 kDa, mediante ultrafiltragdo sequencial. A protedlise levou a um significativo
aumento da solubilidade das fragdes nos pHs entre 2-10 e a uma mudanga do ponto isoelétrico,
de 6-7 para 5. As solubilidades das fragdes de retido (de todas as membranas) e do permeado da
membrana de 20 kDa foram significativamente melhoradas em compara¢do com o controle nao
tratado e o hidrolisado. A fragdo retida na membrana de 50 kDa foi superior a das outras trés
fracdes para o indice de atividade de emulsdo entre pH 2 e 10. A espuma mais estavel foi obtida
com a fragdo retida pela membrana de 100 kDa. A estabilidade da espuma diminuiu a medida
que a massa molar de fragdes de hidrolisado diminuiu. Além disso, foi verificado que, depois da
protedlise, a hidrofobicidade superficial do gliten hidrolisado aumentou significativamente em
comparagao com o controle, exceto para a fragdo de permeado. Além disso, a protedlise resultou
numa diminui¢do no médulo de armazenamento de géis, indicando uma diminui¢do de sua

elasticidade.

Das, Bhattacherjee e Ghosh (2009) avaliaram a viabilidade de concentrar um hidrolisado
proteico de gergelim por ultrafiltracdo, estudando a influéncia dos pardmetros operacionais
pressdo transmembrana, concentracdo da alimentagdo e pH da solucdo no fluxo de permeado e
na rejeicdo de proteinas. Os autores utilizaram uma membrana de poli(etersulfona) de massa
molar de corte de 5 kDa. Os resultados mostraram a ocorréncia de incrusta¢cdes durante o
processo, embora na maioria dos casos o fluxo da dgua pode ser recuperado com o emprego da
metodologia de limpeza sugerida. A rejeicao das proteinas ficou na faixa de 50-70 %, dependendo

das condicoes operacionais empregadas. Fluxo minimo e a concentracdo maxima de permeado
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(ou seja, rejeicdo minima) foram obtidos no ponto isoelétrico do hidrolisado proteico de gergelim.
O estudo mostrou claramente que a ultrafiltragdo pode ser usada como uma ferramenta eficaz
para a concentracgdo de hidrolisado proteico de gergelim apés escolha adequada das condigdes de

operagao.

Tsou et al. (2012) avaliaram o efeito da hidroélise limitada de isolado proteico de soja com
Flavourzyme® 1000 MG na geracao de um hidrolisado proteico com agdo antiadipogénica. No
estudo, os autores realizaram a ultrafiltracdo sequencial (com membranas com massas molares de
corte de 30 kDa, 10 kDa e 1 kDa) com o intuito de avaliar se o fracionamento intensificava as
atividades observadas. A agdo antiadipogénica foi avaliada com culturas de células, medindo-se
a supressdo da enzima glicerol-3-fosfato desidrogenase (GPDH) e o actimulo de lipidios em pré-
adipocitos 3T3-L1. Os autores observaram que a hidrdlise limitada do isolado proteico de soja
com Flavourzyme® durante 2 horas revelou muito maior supressdo da glicerol-3-fosfato
desidrogenase que o isolado proteico de soja intacto em pré-adipdcitos 3T3-L1. Além disso, o
fracionamento usando a ultrafiltracdo foi ttil, uma vez que o permeado da membrana com massa

molar de corte de 1 kDa apresentou efeitos potencializados na agdo antiadipogénica.

Roblet et al. (2012) determinaram as bioatividades resultantes da hidrélise de isolado
proteico de soja a partir de um tratamento enzimatico duplo com pepsina e pancreatina e
investigaram se o fracionamento dos hidrolisados proteicos por ultrafiltracdo com membranas de
10 kDa em moédulos de fibras ocas e espiral aumentava a atividade biolégica dos peptideos
recuperados. O foco do estudo foi no rastreio da bioatividade das fra¢des de peptideos utilizando
varios bioensaios in vitro, tais como a proliferacdo de células cancerosas, destruicdo de murino
norovirus-1 (MNV-1), propriedades antioxidantes e imunomoduladoras, e, finalmente,
metabolismo da glicose em uma linhagem de células musculares. Efeitos biolégicos significativos
dos peptideos, tanto para a capacidade antioxidante (teste ORAC) quanto para o metabolismo
(ensaio de captacdo de glicose muscular) foram encontrados. Estes resultados mostraram que a

ultrafiltracdo dos hidrolisados produzidos é um processo adequado para a recuperagdo de

grandes quantidades de peptideos bioativos.

Zhou, Sun e Canning (2012) avaliaram o potencial de proteases microbianas comerciais
na geracdo de hidrolisados proteicos/peptideos de milho com potencial antioxidante, como uma
estratégia para melhorar a qualidade de alimentos e prolongar a vida de prateleira de produtos
carneos através da inibicdo da oxidagdo de lipideos. Os hidrolisados proteicos foram produzidos
por hidrélise enzimatica de isolado proteico de milho utilizando as enzimas Validase® FP, uma
protease alcalina e uma protease neutra. Os hidrolisados foram purificados por ultrafiltragdo em
escoamento dead-end de forma sequencial, utilizando membranas de celulose de 10 kDa, 3 kDa e
1kDa (onde o permeado da primeira membrana foi usado como solugdo de alimentacdo da

segunda membrana, e assim sucessivamente). Todos os concentrados e permeados foram
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liofilizados. As fragdes foram avaliadas em relagdo a suas propriedades antioxidantes in vitro. Em
seguida, para testar um potencial inibitério sobre o processo de oxidagao lipidico associado com
o desenvolvimento de rancidez, as fracdes de peptideos identificadas com potentes atividades
antioxidantes foram selecionados para posterior avaliagdo antioxidante contra a oxidagdo lipidica
em carne bovina moida cozida, pelo método de substancias reativas ao acido tiobarbitarico
(TBARS). As trés fracdes com maior potencial antioxidante foram: permeado da membrana de
3 kDa do hidrolisado produzido pela protease neutra; permeado da membrana de 10 kDa e da
membrana de 3 kDa do hidrolisado produzido pela protease alcalina. O potencial antioxidante
das mesmas foi avaliado em carne cozida durante 15 dias de armazenamento, onde foi observado
que a fracao produzida pela protease neutra foi a que apresentou melhor desempenho. A
recuperagdo desta fragdo a partir do isolado proteico de milho foi de 6,3 %, sugerindo que este

ingrediente poderia ser produzido e usado em carnes como um aditivo antioxidante.

He et al. (2013) utilizaram varias proteases para digerir isolado proteico de sementes de
colza, e o hidrolisado foi fracionado com ultrafiltracdo (<1 kDa, 1-3 kDa, 3-5 kDa e 5-10 kDa). As
atividades in vitro e in vivo (em modelo animal - ratos) dos hidrolisados proteicos foram
dependentes do tipo de protease usada para a digestdo proteica e também do tamanho das
fracdes de peptideos. A massa molar das fra¢des de peptideos foi inversamente proporcional as
propriedades antioxidantes e inibidoras da enzima conversora de angiotensina (relacionada a
diminuigdo da pressdo arterial). Os autores defendem que é possivel que o pequeno tamanho dos
peptideos os tornem mais hédbeis a penetrar na estrutura proteica da enzima, mudando sua
conformagdo e diminuindo sua atividade. Os peptideos produzidos neste estudo podem ser
usados como ingredientes na formulagdo de alimentos funcionais e produtos nutracéuticos com

capacidade de reduzir a pressdo arterial.

Ranamukhaarachchi, Meissner e Moresoli (2013) avaliaram a habilidade de uma
membrana de nanofiltragio de massa molar de corte de 2,5 kDa em aumentar a capacidade
antioxidante de hidrolisados proteicos de soja obtidos por hidrélise enzimatica e pré-tratados por
ultrafiltracdo, para remover os grandes fragmentos dissolvidos no meio. Segundo os autores,
estudos prévios indicaram que membranas de nanofiltracdo mais fechadas (300-500 Da) ndo
foram eficientes no fracionamento de hidrolisados proteicos de soja em fun¢do do pH. Como é
esperado que tais hidrolisados possuam diferentes peptideos com distintas cargas e tamanhos,
um pH especifico teria um efeito significativo no fracionamento com membranas de nanofiltracado
com massas molares de corte maiores. Assim, o estudo investigou o papel do pH durante a
nanofiltracdo no contetido de peptideos e na capacidade antioxidante do permeado. Os peptideos
foram produzidos por hidrélise com pepsina e pancreatina. A fragdo de permeado produzida por
nanofiltracdo com a membrana de 2,5 kDa em pH 8 apresentou a maior atividade antioxidante,

permitindo um incremento de treze vezes na propriedade em relagdo ao isolado proteico original.
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Alashi et al. (2014) investigaram a atividade antioxidante de hidrolisados proteicos de
canola e fracdes de peptideos preparadas utilizando cinco proteases e membranas de
ultrafiltracdo (1, 3, 5, e 10 kDa). Os peptideos apresentaram um alto potencial antioxidante. As
fracdes dos hidrolisados obtidos com pepsina e pancreatina menores que 1 kDa apresentaram o

melhor potencial.

Merz et al. (2015) investigaram a aplicacdo da hidrélise enzimatica e das operacdes de
centrifugacdo e ultrafiltracdo para obtencdo de hidrolisados proteicos de glaten com
alergenicidade reduzida. Foi possivel produzir hidrolisados de gliten sem potencial alergénico
utilizando o preparado comercial Flavourzyme®. A centrifugacao foi suficiente para a obtencao
de hidrolisados sem alergenicidade quando a concentragdo de gltiten no substrato era de 25 g L-1.
Ja com a concentracao em 100 g L1, a ultrafiltracdo com uma membrana de massa molar de corte

de 1 kDa foi necessaria para garantir a hipoalergenicidade do hidrolisado.

Um dos maiores desafios da concentracao e fracionamento de peptideos encontra-se na
correta selegdo do pH e da forca i6nica do meio para garantir a separacao desejada. Isto porque
com o uso de membranas com pequenos tamanhos de poros (1-2 kDa), as interacdes eletrostaticas
tornam-se bastante significativas no desempenho do processo. Varios estudos buscam entender
estes fendmenos, como no trabalho de Fernandez e Riera (2013), que estudaram a influéncia da
forca idnica no fracionamento de peptideos com membranas de poli(etersulfona) com massas
molares de corte de 1kDa e 5 kDa. Os autores utilizaram como matéria-prima para o estudo a p-
lagtoglobulina bovina hidrolisada com tripsina até o percentual de hidrélise de 6,6 %. Foi
observado que, nas condicdes de pH em que as interagdes eletrostaticas entre a membrana e os
peptideos nao foram significativas, a adi¢do de sal aumentou a transmissao de todos os peptideos
pela membrana, como resultado de uma reducédo do seu tamanho efetivo. No entanto, quando o
efeito de carga foi o principal mecanismo responsavel pelo processo de fracionamento, a
combinacdo entre a redugdo tanto do raio do peptideo quanto da densidade de carga da
membrana afetou a transmissao de espécies catiénicas e anionicas de forma distinta. Embora a
transmissdo de peptideos carregados negativamente aumentou consideravelmente, a transmissao
de solutos positivos foi fracamente afetada ou até mesmo diminuiu. Apesar dos bons fatores de
separacdo entre peptideos carregados observados sob condi¢des de baixa forca idnica, a
seletividade do processo diminuiu quando se trabalhou com um teor elevado de sal. Além disso,
o fator de separagdo entre peptideos bioativos e ndo-bioativos diminuiu ligeiramente sob
condi¢des de forca idnica elevada. Os resultados obtidos neste estudo demonstram que os
peptideos de proteinas do leite podem ser fracionados em diferentes pHs, alterando a forca iénica

da solucéao.
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4.1.5 Consideracgdes finais

A ultrafiltracdo e outras tecnologias de membranas estdo dentre as principais técnicas
fisico-quimicas e ndo destrutivas aplicadas para as etapas de separacdo de macro e
micromoléculas, extragdo e isolamento/purificagdo de moléculas bioativas derivadas de recursos
biolégicos naturais de baixo valor agregado. Particularmente, muitas pesquisas buscam
concentrar macromoléculas e liberar pequenas espécies no permeado. Este procedimento parece
simples em teoria uma vez que as membranas sdao habeis em separar compostos pelo mecanismo
de exclusdo molecular, baseado em suas massas molares. Entretanto, isto ndo acontece na prética,
uma vez que a estrutura assimétrica dos poros da membrana nem sempre reflete a estreita faixa
da massa molar de corte especificada. O efeito deste pardmetro é atenuado quando sdo
consideradas a solubilidade dos solutos e a hidrofobicidade da superficie da membrana. Desta
forma, a massa molar de corte ndo é uma barreira absoluta para a separagdo de macro e

micromoléculas. (GALANAKIS, 2015).

Este trabalho apresentou estudos que vém sendo realizados com o intuito de avaliar o
desempenho da microfiltragdo e da ultrafiltracdo no processamento de amido, proteinas vegetais
e hidrolisados proteicos vegetais. No processamento de amido foi possivel observar que uma das
vantagens mais interessantes do uso da microfiltragdo é na recuperacdo de amido do efluente
industrial, diminuindo a carga organica do mesmo e as perdas do processo. Ja no processamento
de proteinas, a ultrafiltragio é muito estudada ja ha varias décadas como substituta da
precipitagdo isoelétrica, na concentracao das proteinas. De fato esta operacao permite um maior
rendimento na recuperagdo proteica. Muitos autores ainda buscam a melhoria das propriedades
funcionais das proteinas pela concentragdo com a ultrafiltragdo, mas os resultados mostram que

sdo muito ténues os beneficios neste sentido.

Todavia, é na area de hidrolisados proteicos e peptideos que o maior ndmero de
pesquisas vem se concentrando atualmente. Isto porque, as aplicagdes potenciais dos
hidrolisados proteicos e peptideos sdo muitas, tanto na indudstria de alimentos quanto na
indastria farmacéutica. A ultrafiltracdo oferece muitas oportunidades neste setor, pois ela
permite o fracionamento e a concentragdo de peptideos especificos mediante a selecao adequada
da membrana, do meio e das condi¢des de operacdo do sistema. Os mecanismos envolvidos neste
processo sdo complexos e demandam a realizagdo de cada vez mais estudos na drea para a

elucidagdo dos fendmenos e a melhoria da eficiéncia dos processos.
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4.2 Questdes de pesquisa

Com base no estudo apresentado nesta revisdo da literatura, foram elaboradas outras

questdes de pesquisa a partir de lacunas identificadas e que serdo respondidas nesta tese.

6)

A aplicagdo da microfiltracdo foi testada em alguns estudos que buscaram a recuperagdo
do amido na corrente de concentrado e as proteinas na corrente de permeado. Os autores
sugeriram o uso de membranas com poros maiores para diminuir a retencdo de proteina.
A luz de nosso conhecimento, ndo foi relatada na literatura até o momento a aplicagdo da
microfiltragdo na recuperacdo do amido de arroz extraido pelo método alcalino. A
microfiltragdo pode ser utilizada na recuperagdo deste amido na corrente de concentrado
e na recuperagdo das proteinas no permeado, se for utilizada uma membrana com poros

maiores do que os relatados?

Foi sugerido que a presenca de amido gelatinizado na suspensao pode acarretar a
formagdo de incrustagdes durante a microfiltracdo. Um pré-tratamento enzimatico seria

eficaz na sua redugao?

E possivel realizar a purificagdo do amido de arroz com diafiltragdes durante a

microfiltracao?

A ultrafiltracdo pode ser empregada na concentragdo e purificagdo de hidrolisado
proteico soltivel de arroz? Qual o rendimento da operacao? Que grau de purificacdo pode

ser alcancado?



Capitulo 5

Metodologia

Este capitulo apresenta a metodologia empregada na presente tese. Os estudos realizados
em escala de bancada, foram conduzido nos laboratérios do Departamento de Engenharia
Quimica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), em Porto Alegre, Rio Grande
do Sul; e do Instituto Tecnolégico em Alimentos para a Sadde (itt Nutrifor) da Universidade do
Vale do Rio dos Sinos (UNISINOS), em Sao Leopoldo, Rio Grande do Sul. Além disso, alguns
experimentos foram realizados nos Laboratérios de Quimica e Analise de Alimentos da
UNISINOS, no Instituto Tecnolégico em Ensaios e Seguranga Funcional (itt Fuse) da UNISINOS,
no Laboratério de Materiais Ceramicos (LACER) da UFRGS e no CBO Andlises Laboratoriais, em

Campinas, Sdo Paulo.

O fluxograma de blocos apresentado na Figura 5.1 apresenta o desenho completo desta
pesquisa. A matéria-prima utilizada foi farinha de arroz proveniente de arroz quebrado derivado
do processamento industrial de arroz polido. Na primeira etapa foi realizada a caracterizacao
desta matéria-prima (Bloco I). Em seguida, foi realizado o estudo da operacdo de extracao
alcalina do amido e das proteinas de endosperma de arroz (Bloco II). Este estudo compreendeu a
avaliacdo da cinética de extracdo em diferentes temperaturas e com diferentes razdes
solvente:sélido, visando identificar a razdo de solvente:sélido indicada e o tempo minimo de
contato necessdrio para a extragdo das proteinas. Além disso, os produtos obtidos no processo
desenvolvido foram caracterizados. O terceiro estudo (Bloco III) compreendeu a caracterizacao
das propriedades funcionais do concentrado de proteinas de endosperma de arroz obtido via
extragdo alcalina, em comparacgdo com dois concentrados proteicos de arroz obtidos no mercado
internacional, tendo em vista a aplicagdo deste produto como um ingrediente para a industria de

alimentos. A quarta fase deste estudo (Bloco IV) buscou avaliar a aplicabilidade da microfiltracao



II

I

METODOLOGIA

92

tangencial na separagdo do amido e das proteinas do extrato alcalino. Na quinta fase da pesquisa

(Bloco V) foi proposto um método de produgdo de um hidrolisado proteico de endosperma de

arroz de elevada solubilidade, a partir do extrato proteico obtido na extragdo alcalina. Nesse

trabalho inicialmente estudou-se a cinética de hidroélise enzimatica da proteina de endosperma de

arroz. Em seguida foi estudada a aplicagdo da ultrafiltracdo tangencial na concentracdo e

purificacdo do produto soltvel da hidrélise. Por fim, o hidrolisado proteico foi caracterizado.

Figura 5.1: Fluxograma de blocos com o desenho completo do presente estudo.
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desenvolvidas ao longo deste estudo, com a funcdo de trazer a descrigdo dos mesmos com um

maior detalhamento, inclusive com fotografias de alguns dos experimentos realizados.

v



METODOLOGIA 93

5.1 Materiais

A matéria-prima utilizada em todo o estudo foi farinha de arroz obtida pelo processo
industrial de moagem a seco do arroz quebrado. A farinha (50 kg) foi gentilmente cedida por
uma grande industria arrozeira do Rio Grande do Sul. Na obtencao da farinha, o arroz quebrado
foi moido e ndo passou por nenhum tratamento térmico (que industrialmente é realizado para a
inativacdo de enzimas e aumento do seu shelf life). Apds sua produgdo, o produto foi
imediatamente enviado ao laboratério, onde foi fracionado em porcdes de 5 kg e armazenado em

freezer a -18 °C, sendo retiradas as quantidades necessarias para a realizacao dos experimentos.

O grau dos reagentes utilizados na realizagdo das andlises é indicado ao longo deste

capitulo, na descricao dos métodos empregados.

5.2 Caracterizacao da Matéria-prima

A farinha de arroz foi caracterizada em termos de sua composicdo centesimal,
distribuicdo de tamanho de particulas, teor de amido danificado, teor de aminoéacidos,
eletroforese SDS-PAGE, calorimetria diferencial de varredura e microscopia eletrénica de

varredura, conforme descrito nesta segao.

5.2.1 Caracterizagdo centesimal

Para a caracterizagdo centesimal, a umidade foi determinada pelo método direto de
secagem em estufa a 105°C (AOAC 935.29), o residuo mineral total foi determinado por
incineracdao em forno mufla a 550 °C (AOAC 923.03), o teor de lipideos foi determinado por
extragdo em Soxhlet (AOAC 920.85) e o teor de proteina foi determinado pelo método de Kjeldahl
modificado (AOAC 2001.11) (Nx5,95). O teor total de carboidratos foi calculado por diferenga, a
partir do conhecimento dos teores dos demais constituintes (umidade, proteina, cinzas e
lipideos). Os teores de sédio e potassio foram determinados por fotometria de emissdo de chama
(Digimed, DM-61, Sao Paulo, Brasil) (AOAC 969.23) (Instituto Adolfo Lutz, 2008; AOAC, 1997;
AOAC, 2002). Todos os ensaios foram realizados em triplicata, todos os reagentes utilizados eram

de grau analitico.
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5.2.2 Distribuigdo do tamanho de particulas

A distribui¢do do tamanho de particulas da farinha de arroz foi avaliada pela técnica de
difracdo laser, que analisa as distribui¢des de tamanho das particulas por medicdao da variacao
angular na intensidade da luz difundida a medida que um feixe de laser interage com as

particulas dispersas da amostra (CILAS 1180 Liquid, CILAS, Orleans, Franca).

5.2.3 Teor de amido danificado

O teor de amido danificado foi determinado pelo método descrito por Boyaci, Williams e
Koksel (2004), em triplicata. Este método é baseado no fato de que a diferenca entre o teor de
solidos soltveis de extratos preparados a partir da mesma farinha com e sem alfa-amilase é
decorrente da acdo da enzima em amido oriundo de granulos danificados. O estagio de extracao
do método é similar ao do método oficial AACC 76-30A. Entretanto, depois da extracdo, um
refratometro (Abbe 0767B, Quimis, Sdo Paulo, Brasil) foi usado para a medigdo do teor de sélidos
soltiveis das solugbes, ao invés da determinacdo de agucares redutores, realizada no método

AACC. A alfa-amilase de Aspergillys oryzae utilizada neste estudo foi adquirida da Sigma-Aldrich
(St. Louis, Missouri, EUA).

5.2.4 Teores de aminodcidos

O método para determinagdo de aminoacidos foi o de derivatizacdo com fenil-
isotiocianato (PITC) dos produtos liberados por hidrélise acida, seguidos por anélise da mistura
por cromatografia liquida de alta performance (HPLC). As proteinas da amostra foram
hidrolisadas por 24 horas a 110 °C com HCI 6 M bidestilado e 0,3 % de fenol. Uma aliquota do
padrdo interno acido a-aminobutirico foi adicionado a amostra hidrolisada. Os aminoacidos
liberados pela hidrélise acida foram submetidos a reagdo com PITC, de acordo com Hagen, Frost
e Augustin (1989), separados por HPLC em fase reversa usando a coluna LUNA C18 (100A, 5 um
250 x 4.6 mm, Codigo 00G-4252-EQ) (loop de injecdo de 30 pL, pH 6,40, com um gradiente de
fluxo binario linear de 1 mL min, & temperatura de 58 °C, com o eluente A sendo tampao acetato
de sédio a 0,14 M, acetonitrila e trietilamina e o eluente B uma solucao 6:4 de acetonitrila e agua

milli-Q) e quantificados com detector UV a 254 nm. A quantifica¢do foi realizada por calibracdo
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multinivel usando o 4cido a-aminobutirico como padrdo interno, conforme descrito por White,
Hart e Fry (1986). Os reagentes utilizados eram de grau HPLC. Para a quantificagdo do triptofano
foi usado o método espectrofotométrico. No ensaio, a amostra, diluida em tampao fosfato de
sédio 0,1 M (pH 7,5) foi adicionada de 0,1 % de solugdo de pronase, o sistema foi incubado a
45 °C por 24 horas e centrifugado a 3000 rpm por 10 minutos. A 1 mL do sobrenadante foram
adicionados 9 mL de 4-dimetilamino-benzaldeido a 0,33 %, o sistema foi agitado e mantido a
temperatura ambiente no escuro por 6 horas. Entdo, foram adicionados 0,1 mL de NaNO: a
0,045 %, e ap6s 30 minutos (no escuro) a absorvancia do complexo corado foi lida a 590 nm. A
quantificagdo foi realizada usando L-triptofano como um padrdo externo. Os ensaios foram
realizados em duplicata para a amostra de farinha de arroz. Os reagentes utilizados eram de grau

analitico.

5.2.5 Perfil proteico - SDS-PAGE

O perfil proteico da amostra foi analisado via SDS-PAGE usando um gel de acrilamida a
15 %. A preparacao da amostra seguiu o procedimento descrito por Kumagai et al. (2006), o qual
utilizou uma solugdo de SDS-ureia para a extracdo das proteinas. Esta solugdo era composta por
ureia 8 M, dodecil-sulfato de sédio a 2 %, f-mercaptoetanol a 5 % e sacarose a 10 % em um
tampdo Tris-HCI 50 mM (pH 6,8). A amostra (1 mg de proteina) foi misturada com 1 mL de
solucdo SDS-ureia e aquecida a 100 °C por 10 minutos. Apés centrifugacdo a 3000 x g por
10 minutos, 5 pL de azul de bromofenol foram adicionados a 15 uL. do sobrenadante. 10 pL da
mistura foram inseridos em cada pogo. O ensaio foi realizado usando o sistema de eletroforese
vertical MiniVE (GE Healthcare Bio-Science, Richmond, EUA) com gel de acrilamida de suporte a
3 % e gel de separacdo a 15 % em Tris-HCl a 25 mM, pH 8,3, glicina a 0,18 M e SDS a 0,1 %
(Laemmli, 1970). A separacao foi realizada usando uma fonte de eletroforese (EPS 601) ajustada a
100 V/gel para o gel de suporte e 120 V/gel para o gel de separagdo. O gel foi corado com
solucdo de azul brilhante de coomassie R 250. As massas molares foram estimadas por
comparacao com o padrao SeeBlue® Pre-Stained (Novex, Life Technologies). Os demais

reagentes utilizados eram de grau analitico.

5.2.6 Andlise térmica

A Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) é uma técnica que permite o estudo das
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transigdes térmicas de primeira e segunda ordem em proteinas, carboidratos e lipideos, e fornece
informacdes sobre os efeitos fisicos e quimicos energéticos, incluindo desnaturacdo, cristalizagdo,
gelatinizagdo, transicdo vitrea, ou outras reacdes. (JU et al., 2001). As medicGes de calorimetria
diferencial de varredura foram realizadas em um calorimetro DSC 6000 (Perkin-Elmer, Norwalk,
Connecticut, EUA), em duplicata. O instrumento foi calibrado com indio. Suspensdes de 10 % de
cada amostra foram preparadas em agua destilada. Entdo, 7-10 mg de cada suspensao foram
colocadas em panelinhas de aluminio de 20 pL. As panelinhas foram mantidas a temperatura
ambiente por algumas horas antes de serem aquecidas no calorimetro. As panelinhas seladas
foram aquecidas de 30 a 100 °C a uma taxa de 10 °C min?, com uma panelinha vazia como

referéncia.

5.2.7 Andlises Morfolégicas

A andlise morfolégica das amostras é fundamental para avaliar principalmente as
caracteristicas das fracdes de amido obtidas experimentalmente. A morfologia dos grdos de
amido é bastante tipica e util na identificacdo de sua fonte botdnica. As micrografias da amostra
foram registradas usando o microscépio eletrénico de varredura EVO LS 15 (ZEISS, Birkerad,
Dinamarca). A amostra seca (mantida em dessecador por no minimo 72 horas) foi depositada em
um stub de cobre usando uma fita adesiva dupla-face e recoberta com ouro em um vaporizador a

vacuo. As observacdes foram realizadas no modo de elétrons secundarios a 15,0 kV.

5.3 Estudo da extracao alcalina e caracteriza¢ao dos produtos

O processo alcalino foi escolhido como método de extragao neste estudo por ser esta a
técnica tradicional de obtengdo de amido e proteina de arroz, largamente aplicado
internacionalmente para a fabricagdo destes produtos; é uma tecnologia de baixo custo e alta
eficiéncia que permite a obtengdo de amido de arroz de alta pureza e concentrado proteico de
arroz. Além disso, esta tecnologia é atualmente empregada no Brasil para a producéo de isolados

e concentrados proteicos de soja.

O método tradicional de extracdo alcalina do amido e de proteinas de arroz requer cerca
de 24 a 48 horas de operacdo, uma vez que se utiliza o arroz quebrado como matéria-prima. Este

longo tempo de contato entre a matéria-prima e o meio alcalino acarreta uma série de reacdes
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indesejadas, tais como gelatinizac¢do a frio do amido, perda de aminoédcidos essenciais e formacao
de compostos téxicos, tais como lisinoalanina. Desta forma, com este estudo buscou-se estudar a
extragdo alcalina utilizando farinha de arroz como matéria-prima, o que permite a minimizagao
do tempo de contato entre a matéria-prima e o meio alcalino. No trabalho foi avaliada a cinética

de extragdo e as caracteristicas dos produtos obtidos com este processo.

5.3.1 Extragdo alcalina

Inicialmente realizou-se um trabalho de avaliagdo das condi¢Ges operacionais mais
influentes nesta operacgdo unitaria, tendo em vista a obtencao de méximo rendimento na extracao
a partir de farinha de arroz. Durante os experimentos, buscou-se trabalhar com condicGes
operacionais que minimizassem a degradagdo das propriedades funcionais e nutricionais dos
produtos. Assim, foi estudada a cinética e a razdo solvente:sélido minima necessaria para a
extracdo alcalina, utilizando NaOH 0,18 % como solvente e a farinha de arroz como matéria-
prima, em apenas um estagio de extracdo. Foram avaliados os comportamentos da extracdo
alcalina a 20 °C com razdo solvente:solido 4:1, 8:1, 12:1, 16:1 e 20:1 e a 30 °C com razido
solvente:sélido de 10:1, 15:1, 20:1 e 25:1. Em cada experimento, o solvente foi aquecido a
temperatura da extragdo em um béquer, a farinha de arroz foi adicionada e o meio foi mantido
sob agitagdo em um banho termostdtico acoplado a uma mesa de agitacdo magnética
(Multistirrer, Velp Scientifica, Usmate, Italia). A cinética de extracdo das proteinas foi estudada
através da tomada de amostras da suspensao nos instantes de tempo de 15, 30, 45 e 60 minutos de
extragdo. Apds cada amostragem, a suspensdo era filtrada sob pressao reduzida para a separagao
do residuo amildceo, e o teor de proteina no extrato proteico era determinado utilizando o

método de Lowry, usando albumina sérica bovina (BSA) como padrao.

Apés a identificagdo das condigdes operacionais que permitiam uma rapida extragdo e
com o maximo de rendimento, um processo completo de extragdo e separacdo das amostras foi
conduzido com o objetivo de ser realizada a caracterizacdo quimica, morfolégica e térmica dos
produtos, com o propésito de elucidar os efeitos da técnica de extracdo empregada nas

caracteristicas dos produtos obtidos.

No experimento, 1500 mL de NaOH 0,18 % foram aquecidos a 30 °C em um banho
térmico acoplado a uma mesa de agitagdo magnética. Entdo, 100 g de farinha de arroz foram
adicionados ao solvente e o sistema foi mantido sob agita¢do por 30 minutos a 30 °C. Em seguida,

a suspensao foi centrifugada a 3380 x g por 5 minutos. O extrato proteico foi separado. O residuo
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amildceo foi lavado uma vez com 250 mL de NaOH 0,18 % e centrifugado a 3380 x g por

5 minutos. O extrato de lavagem foi adicionado ao extrato proteico obtido previamente.

No final da centrifugagdo foi observada a existéncia de duas camadas no residuo
amildceo, uma camada superior com textura cremosa, similar a um gel, e uma camada inferior
com uma aparéncia de amido timido, conforme pode ser observado na Figura 5.2. Amostras das
duas camadas foram coletadas separadamente e submetidas a secagem para posterior
caracterizagdo, sendo doravante denominadas de residuo da camada superior (ULR - upper layer
residue) e residuo da camada inferior (LLR - lower layer residue). O residuo amildceo integral,
formado pela unido destas duas camadas, foi neutralizado a pH 7,0 com 30 mL de HC1 0,1 M e
submetido a secagem, sendo doravante denominado de residuo amildceo integral (WSR - whole
starchy residue). As proteinas do extrato proteico foram precipitadas no ponto isoelétrico (pH 4.8,
JU; HETTIARACHCHY; RATH, 2001) com 48 mL de HCl 0,1 M. Depois de centrifugado a 3380 x
g por 5 minutos, o concentrado proteico foi neutralizado a pH 7,0 (com 8 mL de NaOH 0,1 M) e
seco, sendo doravante denominado de concentrado proteico precipitado no ponto isoelétrico
(IPPC - isoelectric precipitate protein concentrate). A secagem das amostras ocorreu a 28 £ 2 °C em
uma estufa de circulagdo de ar (320-SE, Fanem, Sdo Paulo, Brazil), por 36 horas. No final da

operagdo se secagem, foram obtidos 84,5 + 0,4 g de WSR e 4,98 + 0,08 g de IPPC.

Figura 5.2: Fotografia do residuo obtido na centrifugagdo, onde é possivel observar a aparéncia do
residuo da camada superior (ULR) e do residuo da camada inferior (LLR). O residuo
amildceo integral (WSR) consiste na mistura destes dois produtos.

- ULR
WSR
LLR



METODOLOGIA 99

Para melhor entender a composi¢do quimica da amostra ULR, foi conduzido um segundo
experimento de extragdo nas mesmas condicdes descritas. Entretanto, depois da centrifugacao
para remover o extrato proteico, toda a fracdo ULR foi coletada, neutralizada a pH 7,0 e
submetida a caracterizacdo descrita a seguir. Foram determinados o teor de umidade, por
secagem direta em estufa a 105 °C, o teor de proteina, pelo método de micro Kjeldahl (Nx5,95) e o
contetido de amido desta amostra, pelo método descrito por Xiao, Storms e Tsang (2006). Neste
ensaio, 50 pL. da amostra foram misturados com 100 pL. de solugdo de iodo-iodeto (I.5 mM e KI
50 mM). Apés o desenvolvimento de cor, 150 uL da mistura foram transferidos para uma
microplaca com 96 pocos e a absorvancia foi medida a 580 nm utilizando um leitor de
microplacas (Spectramax M5, Molecular Devices, Sunnyvale, EUA). A quantificagdo foi realizada
utilizando amido (grau analitico) com padrao externo. Os ensaios foram realizados em triplicata.

Todos os reagentes utilizados eram de grau analitico.

5.3.2 Caracterizacgdo dos produtos

Os principais produtos obtidos no processo foram o concentrado proteico precipitado no
ponto isoelétrico (IPPC), o residuo amilaceo integral (WSR). Além deles, também foram
estudadas algumas caracteristicas das do residuos da camada superior e inferior (ULR e LLR). Os

ensaios de caracterizagao realizados nestas amostras sao apresentados no Quadro 5.1.

Quadro 5.1: Relagao dos ensaios de caracterizagdo realizados nos produtos obtidos no processo em
estudo; indicacdo do método empregado e do ntimero de replicatas.

Nuamero de

Amostra Ensaios realizados Método .

replicatas

IPPC Composicdo centesimal Secdo 5.2.1* Triplicata

Teores de aminoacidos Secdo 5.2.4 Triplicata

Perfil proteico - SDS-PAGE Secdao 5.2.5 Uma via

Calorimetria diferencial de varredura Secdo 5.2.6 Duplicata
Microscopia eletronica de varredura Secdo 5.2.7 -

WSR Composicao centesimal Secdo 5.2.1 Triplicata

Calorimetria diferencial de varredura Secdo 5.2.6 Duplicata
Microscopia eletroénica de varredura Secdo 5.2.7 -

ULR Teores de umidade, proteinas e amido. Secao 5.3.1 Triplicata

Calorimetria diferencial de varredura Secdo 5.2.6 Duplicata
Microscopia eletronica de varredura Secdo 5.2.7 -

LLR Calorimetria diferencial de varredura Secdo 5.2.6 Duplicata
Microscopia eletronica de varredura Secdo 5.2.7 -

* Se¢do deste trabalho onde ¢é realizada a descrigdo do método empregado.
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5.4 Propriedades funcionais do concentrado proteico

Na terceira fase deste estudo foram determinadas as propriedades funcionais do
concentrado proteico obtido no método de extracdo alcalina, buscando identificar as aplicacGes
potenciais do mesmo como um ingrediente na indtstria de alimentos (Figura 5.1, Bloco III).
Nesse trabalho realizou-se uma comparagdo das propriedades funcionais solubilidade,
capacidade de absorcdo de 6leo e dgua, capacidade de formar gel, potencial emulsificante,
estabilidade da emulsdo, potencial de formacdo de espuma e estabilidade da espuma do produto
gerado a partir do método de extragdo alcalina com as propriedades de dois concentrados
proteicos de arroz comerciais. Os mesmos foram importados dos Estados Unidos, uma vez que
este tipo de produto ndo era comercializado, na época, no Brasil. Segundo informacdes dos
fabricantes, estes produtos foram obtidos a partir de arroz integral, utilizando a extracdo
enzimética com amilases, que degradaram o amido de arroz, gerando produtos ricos em

oligossacarideos, e concentrados proteicos de arroz.

O concentrado proteico foi obtido a partir do método descrito previamente (Segdo 5.3.1).
Esta amostra, assim como as duas amostras comerciais, foram caracterizadas mediante a

realizagdo dos ensaios apresentados no Quadro 5.2.

Quadro 5.2: Relagdo dos ensaios de caracterizagado realizados nos concentrados proteicos avaliados
neste estudo.

Numero de

Ensaios realizados

replicatas

Teores de umidade e proteina total Segdo5.2.1* Triplicata
Perfil proteico - SDS-PAGE Secdo 5.2.5 Uma via
Calorimetria diferencial de varredura Secdo 5.2.6%* Duplicata

* Secao deste trabalho onde é realizada a descri¢do do método empregado.
** As amostras deste trabalho foram aquecidas de 35 a 110 °C, a uma taxa de 10 °C min-1.

5.4.1 Propriedades funcionais

As propriedades funcionais dos concentrados proteicos foram avaliadas em triplicata na
faixa de pH de 1 a 11. As amostras foram dispersas em diferentes solugdes tampdo, preparadas

de acordo com Morita e Assumpgdo (1990), com reagentes de grau analitico. Para o pH 1, tampao
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Clark e Lubs (acido cloridrico 0,2 M e cloreto de potassio 0,2 M); na faixa de pH de 2 a 8, tampao
Mcllcaine (fosfato de sédio 0,1 M e acido citrico 0,1 M); para pH 9, tampao bicarbonato de s6dio
0,1 M e carbonato de sédio 0,1 M; para pH 11, tampao Kolthoff (carbonato de s6dio 0,1 M e acido
cloridrico 0,1 M).

Solubilidade: determinada de acordo com Bera e Mukherjee (1989) com algumas
modifica¢des. Foram preparados 5 mL de suspensdes contendo 1 % (m/v) de cada amostra nos
pHs 1 a 11. As suspensdes foram homogeneizadas com auxilio de um agitador tipo vortex (MA
162, Marconi, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil) a 4000 rpm por 5 minutos e entdo centrifugadas
(Combi 514 R, Hanil, Gwangju, Coréia do Sul) a 4000 x g por 30 minutos. Aliquotas dos
sobrenadantes foram coletadas e o teor de proteina soltivel foi dosado pelo método de Lowry. O
contetdo total de proteina nas amostras foi determinado pelo método de Kjeldahl modificado
(Nx5,95) (AOAC 2001.11). A solubilidade de proteina (SP, %) foi calculada de acordo com a
Equacéo 5.1.

SP (%)=%*100 G.1)

onde PS é a quantidade de proteina soltvel e PT é a quantidade de total de proteina da amostra.

Capacidade de retencdo de dgua e 6leo: determinada de acordo com Sathe e Salunke
(1981) com algumas modificagdes. Amostras de 0,125 g de cada concentrado proteico foram
misturadas com 5 g de agua destilada ou 6leo de soja (Leve, IMCOPA, Parand, Brasil). As
suspensdes foram agitadas ocasionalmente com um bastdo de vidro por 30 minutos e entao
centrifugadas (Combi 514 R, Hanil, Gwangju, Coréia do Sul) a 3000 x g por 30 minutos. Os pellets
foram drenados por 30 minutos e entdo a massa do liquido drenado foi medida. As capacidades

de retencdo de dgua e de 6leo (CRA e CRO, g g1) foram calculadas de acordo com a Equacao 5.2.

massa inicial daamostra+ ( massadeaguaouodleoadicionada-massa drenada)

CRAouCRO(gg™)= (5.2)

massainicial daamostra

Geleificacdo: determinada de acordo com Agboola, Ng e Mills (2005) como a
concentra¢cdo minima de proteina necessaria para a formacdo de gel, com algumas modificagdes.
As amostras foram suspensas nas solugdes tampao (pH 3, 5, 7 e 9) nas concentragdes de 5, 10, 15 e
20 %. As suspensdes foram agitadas em agitador tipo vortex (MA 162, Marconi, Piracicaba, Sao
Paulo, Brasil) a 4000 rpm por 5 minutos. Entdo, as amostras foram aquecidas em banho térmico a
90 °C por 30 minutos e resfriadas por 24 horas a 5 °C. Ap6s, os tubos foram invertidos. A menor
concentragdo proteica na qual o gel foi formado era considerada como a concentragdo minima de

geleificacao.
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Atividade emulsificante: o indice de atividade emulsificante (EA - emulsion activity) e o
indice de estabilidade da emulsdo (ES, % - emulsion stability) foram determinados pelo método
turbidimétrico descrito por Pearce e Kinsella (1978) com algumas modificagdes. Suspensodes a
0,1 % das amostras foram preparados em 18 mL das solucdes tampao (pH 3, 5, 7, 9 e 11). Oleo de
soja (6 mL) (Leve, IMCOPA, Parana, Brasil) foi adicionado as suspensdes. Entdo os sistemas
foram homogeneizados com auxilio de um agitador tipo vortex (MA 162, Marconi, Piracicaba,
Sdo Paulo, Brasil) a 4000 rpm por 1 minuto para a producdo das emulsdes. 50 pL de cada emulsao
foram pipetados do fundo dos frascos a 0 e 10 minutos apés a produgdo das emulsdes e foram
misturados com 5 mL de solugdo de dodecil sulfato de sédio (grau analitico) a 0,1 %. A
absorvancia das emulsdes foi medida a 500 nm (Femto 482, Brasil). A absorvancia medida
imediatamente apds a formacdo das emulsdes foi expressa como o indice de atividade
emulsificante, como descrito por Paraman et al. (2008). O indice de estabilidade da emulsdo foi

calculado com auxilio da Equagdo 5.3.

ES(%)= Absorvancia inicial * intervalo de tempo (10 minutos) (5.3)

Alteragao da absorvancia ao longo do intervalo de tempo

Capacidade de formagdo de espuma e estabilidade da espuma: determinadas de acordo
com Zhang, Zhang, Wang e Guo (2012) com algumas modifica¢des. Suspensdes a 1 % (m/v) das
amostras foram preparados em 5 mL das solugdes tampao (pH 3, 5, 7, 9 e 11). As suspensdes
foram agitadas em agitador tipo vortex (MA 162, Marconi, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil) a
4000 rpm por 1 minuto. Entdo, o volume ap6s a agitagdo foi lido, e a Capacidade de formacao de

espuma (FC, % - foaming capacity) foi calculada com o uso da Equacéo 5.4.

FC (%)= volumeapodsagitagdo - volumeantesdaagitacao (5.4)
volumeantesdaagitacao

A estabilidade da espuma (FE, % - foam stability) foi avaliada apés 30 minutos de

formagdo da espuma, e calculada com o uso da Equacgéo 5.5.

volumeapdsrepouso- volumeantes daagitacao (5.5)

FE(%)=
(%) volume depoisdaagita¢do - volumeantesdaagitacdao



METODOLOGIA 103

5.5 Estudo da microfiltracdo e caracterizacao dos produtos

Na quarta fase deste estudo (Figura 5.1, Bloco IV) o extrato obtido a partir do método
rapido de extracdo alcalina de amido e proteina de arroz foi fracionado através da microfiltracao
combinando os modos de operagdo batelada e diafiltracdo para realizar a lavagem do
concentrado, obtendo-se um amido de maior pureza e uma corrente de permeado contendo a
proteina. Este trabalho buscou identificar o comportamento do fluxo de permeado durante o
processo; analisar a influéncia de um pré-tratamento enzimatico no desempenho da operacéo; e
avaliar o efeito do tipo de diluente na remogdo de proteina e sédio do amido durante a etapa de
diafiltragdo descontinua, analisando a possibilidade de se obter um amido com elevada pureza e

uma corrente de permeado contendo a proteina extraida.

O procedimento completo adotado neste trabalho é apresentado na Figura 5.3. A extragdo
foi realizada pelo método rapido de extragdo alcalina, utilizando como solvente NaOH 0,18 %,
como descrito por Souza et al. (2016). Como pode ser observado na Figura 5.3, o estudo foi
realizado em duas etapas. Na Etapa 1, apds a operacdo de extracdo alcalina, foi avaliada a
influéncia de um pré-tratamento com o uso da alfa-amilase comercial (BAN 480 L) para a
hidrélise do amido gelatinizado durante a extragdo. Isto porque, foi observado visualmente (em
um estudo prévio), que esta fracdo de amido gelatinizado apresenta uma elevada viscosidade.
Desta forma, entende-se que a presenca deste gel na suspensdo possa contribuir para a formagao
de incrusta¢des diminuindo a eficiéncia a operagdo. As suspensdes (pré-tratada e nado pré-
tradada) foram submetidas a microfiltracdo tangencial, onde foi avaliada a tendéncia a formar

incrustagdes das mesmas.

A partir dos resultados obtidos na Etapa 1, foi realizada a Etapa 2, na qual foi estudada a
influéncia da aplicacdo de diafiltracdes com dgua e com NaOH 0,18 % na purificagdo do amido.
As correntes de concentrado e permeado obtidas em cada etapa foram analisadas em funcdo de
varios parametros fisico-quimicos. A descri¢do detalhada do procedimento experimental adotado

ao longo do estudo é apresentada a seguir.
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Figura 5.3: Fluxogramas apresentando as macro-etapas realizadas na conducao deste trabalho, sendo
CPT - amostra com pré-tratamento; SPT - amostra sem pré-tratamento; DF-H>O - amostra derivada
da diafiltracdo com agua; DF-NaOH - amostra derivada diafiltracdo com solucao de NaOH 0,18 %.

ETAPA 1 ETAPA 2

— 1 BE— |
ARROZ QUEBRADO ARROZ QUEBRADO
Moagem Seca Industrial Moagem SeIa Industrial
FARINHA DE ARROZ | FARINHA DE ARROZ

] o

EXTRAGCAO ALCALINA EXTRACAO ALCALINA

PRE- TRATAMENTO MICROFILTRACAO MICROFILTRAGAO ———>  PERMEADO |
ENZIMATICO /\ 1
]
1 CONCENTRADO |
MICROFILTRACAO CONCENTRADO | PERMEADO P
/\ | SPT | SPT /\
7% DIAFILTRAGCAO DIAFILTRACAO
CONCENTRADO | PERMEADE—’ AGUA NAOH 0,18%
CPT } ‘ CPT ‘I /\ /\
CONCENTRADO | PERMEADOS CONCENTRADOI PERMEADOS
DF-H,0 DF-H.0 | DF-NaOH | DF-NaOH
5.5.1 Etapa 1

a) Extracdo alcalina

A operagdo de extragdo alcalina foi iniciada com 2 L de NaOH 0,18 % (grau analitico)
sendo aquecidos a 30 °C em um banho térmico acoplado a uma mesa de agitacdo magnética
(Multistirrer, Velp Scientifica, Usmate, Italia). Entdo, 133 g de farinha de arroz foram adicionados

ao solvente e o sistema foi mantido sob agitagdo por 30 minutos a 30 °C.

b) Pré-tratamento enzimdtico

A hidrélise enzimatica do amido gelatinizado durante a extragdo foi realizada a partir da
utilizagdo do preparado comercial de alfa-amilase, a BAN 480 L. A BAN (Bacterial Amylase Novo)
480 L é uma alfa-amilase produzida pela Novozymes (Dinamarca) por fermentagdo de uma cepa
selecionada de Bacillus amyloliquefaciens. E uma endoamilase que hidrolisa as ligacdes (1,4)-alfa-D-
glicosideo da amilose e amilopectina, resultando numa rapida reducdo do amido gelatinizado. Os

produtos da ruptura sdo dextrinas de diferentes tamanhos de cadeia e oligossacarideos. A BAN
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480 L tem temperatura 6tima de operacdo de 70 °C, atividade declarada de 480 KNU g1, é estdvel
em pH entre 5 e 7. O preparado comercial foi gentilmente cedido pela LNF Latino Americana

(Bento Gongalves, Brasil).

Ao término da extragdo alcalina, o pH da suspensao foi ajustado a 6,0 com HCl 0,1 M
(grau analitico), para acelerar a acdo da enzima. Em seguida, foram adicionados 0,85 g de enzima
para cada 100 g de farinha de arroz no extrato. Esta quantidade de enzima foi definida levando-se
em consideragdo a indicacdo do fabricante, a atividade declarada da enzima e o fato da hidrélise
ter sido conduzida a 30 °C, temperatura distante da 6tima de acdo da enzima. Esta temperatura
foi escolhida para prevenir a gelatinizagdo do amido nativo ainda presente na amostra (a fragao
de amido ndo gelatinizada durante a extracdo alcalina). O acompanhamento da hidrélise foi
realizado através do teste com solucdo de iodo de acordo com Apar e Ozbek (2005). Neste
método utilizou-se o reagente de iodo, preparado pela adigdo de 1 mL de solugdo estoque (0,5 %
de b em KI5 %) e 5 mL de HClI 5 M a 500 mL de 4gua destilada. Uma aliquota 200 pL de
hidrolisado foi retirada a cada 10 minutos de hidrélise e nela foram adicionados 5 mL de solugao
de iodo. A degradagdo de amido pré-gelatinizado pela alfa-amilase adicionada foi medida em
espectrofotometro a 620 nm contra um branco com 200 pL de dgua destilada em 5 mL de solugao

de iodo.

Ao término da hidrolise enzimatica, o pH da suspensdo foi novamente ajustado para 12,0
com NaOH 0,1 M visando manter em solucdo toda a proteina extraida (uma vez que em pH 6,0
grande parte da proteina extraida apresenta baixa solubilidade), como observado por Agboola et

al. (2005) e Zhao et al. (2012).

c) Microfiltragio tangencial

A membrana utilizada para a realizagdo dos testes é uma membrana cerdmica tubular
monocanal de alumina, com tamanho de poro nominal de 1,4 um e area de filtracdo de
546 x 103m? (Membralox, Pall Corporation, Port Washington, EUA). Essa membrana foi
selecionada devido ao seu tamanho de poro, que permite a retencdo dos granulos de amido, que
apresentam tamanhos que podem variar de 3 a 8 pm. (JANE et al., 1994). Os componentes do
amido gelatinizado sdo majoritariamente amilose e amilopectina. As moléculas de amilose
apresentam massa molar na faixa de 1,5 x 10> a 1x10°® Da, enquanto que as moléculas de
amilopectina, massas da ordem de 5x10¢ a 1x108 Da. (SILVA; CABELLO, 2006). J4 a proteinas
majoritarias do arroz, extraidas pelo método alcalino, apresentam massas molares inferiores a
50 kDa. (SOUZA et al., 2016). Optou-se por utilizar uma membrana ceramica, pois ela apresenta
maior durabilidade, além de elevadas resisténcias mecanica, aos solventes organicos e extremos

de pH, ao ataque bioldgico e a esterilizagdo com vapor.
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Os experimentos de microfiltragdo foram realizados em um sistema de filtracdo (Figura
5.4 a) composto por um tanque de alimentagdo com capacidade para 5 L, uma bomba diafragma
(Shurflo, modelo n° 8030-813-239, Costa Mesa, EUA), um moédulo de membrana em aco
inoxidéavel do tipo tubular (Membralox, Pall Corporation, Port Washington, EUA), contendo a

membrana, manémetros hidraulicos e valvulas para operacdo e controle do processo.

Compactacdo da membrana: quando uma membrana é submetida a um gradiente de
pressdo, utilizando um solvente puro que ndo interage com o seu material, o fluxo do permeado
deve ser constante com o tempo, indicando a estabilidade mecanica da membrana, pureza do
solvente e baixa interacdo com o material da membrana. Ocorrendo o decréscimo do fluxo de
solvente puro com o tempo, diz-se que a membrana esta sofrendo um adensamento, causado pela
deformacdo de sua microestrutura, fendmeno conhecido como compactagio. Desta forma, para
ndo considerar esta redugdo de fluxo de permeado como incrustacdo ou polarizagdo por
concentragdo, previamente aos experimentos com as suspensdes de amido, a membrana foi
compactada com 4gua deionizada, através de imposicdo de uma pressdo maior do que a de
operacao, para garantir que a mesma ndo sofreria compactacdo durante os testes. A compactacao
foi conduzida com dgua deionizada como fluido de trabalho, na pressao de 2 bar, pois segundo
Shukla et al. (2000), em suspensdes de amido se trabalha com pressdes inferiores a 1,5 bar a fim de
minimizar as incrustagdes nas membranas. O modo de operacdo foi o de reciclo total e foram

realizadas medidas de fluxo de permeado até que o mesmo se tornasse constante.

Permedncia, pressdo critica e pressdo de trabalho: a permeancia é caracterizada pela
constante de proporcionalidade entre o fluxo volumétrico de permeado e a pressdo aplicada. Esta
foi determinada com agua deionizada antes da realizacdo dos testes, no modo de operagdo de
reciclo total, com medi¢des do volume de permeado, da pressdo zero até 2 bar, com intervalos de

0,5 bar.

No processo de separacdo por membranas de fluidos diferentes de dgua destilada ou
deionizada, o aumento da pressdao ndo gera um proporcional aumento do fluxo de permeado
devido aos fendmenos de polarizagdo por concentracdo e incrustagdes. Entdo, no modo de
operagao de reciclo total, para a realiza¢do de cada um dos testes, foi determinada qual a pressado
em que o aumento da mesma deixava de ser proporcional ao aumento do fluxo de permeado.
Esta é denominada pressao critica. A pressdo de trabalho selecionada foi ligeiramente inferior a

pressdo critica.

Ensaios de Microfiltracdo tangencial: para os ensaios de microfiltracdo tangencial, 2 L de
cada uma das duas suspensdes foram submetidos a microfiltracdo tangencial no modo batelada.
A corrente de alimentagdo que foi submetida apenas a extragdo de amido pelo método alcalino e

a que foi submetida a extragdo alcalina com posterior hidrélise do amido gelatinizado com o-
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amilase doravante serdo denominadas de suspensdes SPT (sem pré-tratamento) e CPT (com pré-

tratamento) respectivamente.

Segundo Shukla et al. (2000), em altas velocidades tangenciais, superiores a 5m s, as
incrustagdes sdo minimizadas, entdo o procedimento experimental adotado nesta etapa consistiu
em fixar a velocidade tangencial maxima possivel de ser aplicada no equipamento (2 m s). Cada
experimento foi realizado na pressao transmembrana de 0,25 bar, durante 3 horas, a 25 + 1 °C. As
microfiltracGes foram realizadas até um fator de concentracdo de 1,4. Todas as microfiltracdes
foram realizadas em duplicata, com limpeza quimica e compactagio da membrana entre cada

uma delas, totalizando quatro experimentos.

Anilises das correntes de processo: ao término do processo, os concentrados e
permeados finais foram secos a 37 °C em estufa com circulacdo de ar (Ethiktechnology, modelo
400-5ND) e submetidos a analise do teor de proteina (Método de Kjeldahl modificado, Nx5,95) e
de umidade em estufa (FABBE, modelo 119) a 105 °C até massa constante. Além disso, os
produtos foram caracterizados por Microscopia Eletronica de Varredura utilizando o microscépio
EVO LS 15 (ZEISS, Birkered, Dinamarca). As amostras desidratadas foram depositadas em stubs
de cobre usando uma fita adesiva dupla face e recobertas com ouro. As observagdes foram

realizadas em modo VPSE G3 a 15.0 kV.

5.5.2 Etapa 2

a) Extracio alcalina

Para cada uma das bateladas ensaiadas, a extragdo alcalina foi realizada com 1,2 L de
NaOH 0,18 %, que foram aquecidos a 30 °C em um banho térmico acoplado a uma mesa de
agitacdo magnética. Entdo, 80 g de farinha de arroz foram adicionados ao solvente e o sistema foi

mantido sob agitagdo por 30 minutos a 30 °C.

b) Microfiltracdo tangencial

Apbs andlise dos dados da Etapa 1, foram realizadas adaptacdes das tubula¢des do
sistema de filtragdo com o objetivo de diminuir o volume morto e as perdas de carga do sistema,
de forma a ser possivel concentrar mais a suspensdao e aumentar a velocidade tangencial do
concentrado. A Figura 5.4 apresenta fotografias dos sistemas de filtragdo utilizados nas Etapa 1 e
2 deste trabalho. As alteragdes permitiram a redugdo do volume morto de 900 para 450 mL. Além

disso, a velocidade do concentrado no sistema, que na primeira configuracdo limitava-se a
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2m s, passou a atingir 2,8 m s, garantindo uma maior turbuléncia do fluido ao circular pela

membrana, diminuindo a tendéncia a formar incrustagdes.

Compactacdo da membrana: a membrana previamente limpa foi novamente compactada
com agua deionizada como fluido de trabalho a pressdao de 2 bar até atingir fluxo de permeado

constante.

Permedncia, pressao critica e pressdo de trabalho: a permeancia foi novamente avaliada
com 4dgua deionizada, em modo de reciclo total com velocidade de concentrado de 2,8 m s1. O
fluxo de permeado foi coletado nas pressdes zero, 0,5, 0,75, 1, 1,5 e 2 bar, tanto para a dgua (na
determinacdo da permedancia), quanto para a suspensdo de trabalho (na determinagdo das

pressdes critica e de trabalho).

Figura 5.4: Fotografias do sistema de filtracao utilizado neste trabalho, sendo (a) o sistema utilizado na

Etapa 1 e (b) o sistema utilizado na Etapa 2.
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Ensaios de microfiltragdo tangencial e diafiltrag¢des: os experimentos foram conduzidos
sob pressdo transmembrana de 0,5 bar, temperatura de 25 £ 1 °C, em modo batelada. O volume
inicial do extrato foi de 1,2 L, sendo pré-concentrado até o fator de concentragdo 2 e, entdo,
seguido de 12 volumes de diafiltragdo de 50 mL, totalizando 600 mL. A diafiltracdo, operada no
modo descontinuo, foi realizada com dois diluentes diferentes: dgua deionizada e solugdo de
NaOH 0,18%. Ap6s a adigdo do dltimo volume de diafiltracdo, a suspensao foi concentrada até o
fator de concentragdo 2 e neutralizada com HCI 0,1 M. O concentrado final foi congelado e
mantido desta forma até a etapa de secagem do amido. O Quadro 5.3 apresenta um resumo dos
experimentos realizados. Os experimentos foram realizados em duplicata, com limpeza quimica e

compactacdo da membrana entre cada uma delas, totalizando quatro experimentos.

Quadro 5.3: Resumo dos experimentos de diafiltracao da Etapa 2.

Experimento Experimento
DF-NaOH DF-H20O
Diluente NaOH 0,18% Agua deionizada
Numero de diafiltra¢oes 12 12
Volume de diafiltracio (mL) 50 50
Fator de concentracio 2 2
Tempo médio de operacao 5h e 5 min 4h e 53 min

Analises das correntes de processo: os permeados foram avaliados em termos de seus
teores de proteina, pelo método de Lowry, pH, utilizando um pHmetro digital previamente
aferido (AZ pH 86505, Taichung City, Taiwan) e condutividade elétrica, utilizando um
condutivimetro digital previamente aferido (Digimed DM-32, Sao Paulo, Brazil). Os concentrados
contendo o amido foram descongelados a temperatura ambiente. O amido depositou-se no fundo
do béquer e o sobrenadante foi descartado. Os amidos foram secos em estufa (Ethiktechnology,
modelo 400-5ND) com circulagdo de ar a 37 °C. Apés, foram submetidos a anédlise do teor de
proteina (Método de Kjeldahl modificado, Nx5,95), de umidade em estufa (FABBE, modelo 119) a
105 °C até massa constante e de s6dio pelo método de espectrometria de emissdo de chama

(Digimed DM-61, Sao Paulo, Brasil), em triplicata, conforme Instituto Adolfo Lutz (2008).



METODOLOGIA 110

5.6 Estudo da producgao e caracterizagcao do hidrolisado proteico

Na quinta fase do estudo (Figura 5.1, Bloco V) foi proposto um método de produgao de
um hidrolisado proteico de endosperma de arroz de elevada solubilidade a partir do extrato
proteico obtido na extragdo alcalina. Neste trabalho inicialmente estudou-se a cinética de
hidrélise enzimatica da proteina de endosperma de arroz. Em seguida foi estudada a aplicagdo
da ultrafiltracdo tangencial na concentragdo e purificacdo do produto soltvel da hidrélise. Por

fim, o hidrolisado proteico foi caracterizado.

5.6.1 Estudo cinético da hidrélise enzimdtica

Na conducédo deste trabalho foi utilizada a Alcalase® 2.4 L FG, que consiste em uma
preparacdo enzimética liquida em grau alimenticio produzida pela Novozymes (Dinamarca). A
Alcalase® foi gentilmente cedida pela LNF Latinoamericana (Bento Gongalves, Brasil). Esta
preparacdo enzimatica comercial é composta por glicerol (50 %), dgua (41 %) e a protease
subtilisina (Numero do Chemical Abstract Service - CAS: 9014-01-1) (9 %), com atividade
enzimatica declarada de 2,4 AU-A gl. A protease subtilisina é uma endopeptidase do tipo serina
que apresenta ampla especificidade de substrato e pode hidrolisar a maioria das ligacdes
peptidicas dentro de uma molécula de proteina. Suas condigdes 6timas de acdo estdo na faixa de

pH 7 a9 e de temperatura de 30 a 65 °C. (NOVOZYMES, 2014).

A razdo enzima substrato e o tempo de hidrélise foram selecionados a partir de um
estudo cinético, utilizando como matéria-prima uma suspensdo de proteina de endosperma de
arroz na concentracdo de 1,39 + 0,16 %. Estes pardmetros foram selecionados com o objetivo de
obter um grau de hidroélise de até 10 %, uma vez que, segundo Vioque et al. (2001), baixos graus

de hidrolise (1 a 10 %) sdo aplicdveis para a melhoria das propriedades funcionais de proteinas.

A suspensdo usada como matéria-prima para o estudo cinético foi preparada pelo
método rapido alcalino (SOUZA et al., 2016) com algumas modificacées. No processo, 3600 g de
solucdo de NaOH 0,18 % foram aclimatados a 30°C em um béquer usando um banho
termostatico acoplado a uma mesa de agitagdo magnética. Entdo, 240 g de farinha de arroz foram
adicionados ao solvente e o sistema foi mantido sob agitagdo por 30 minutos a 30 + 1 °C. Ao
término, a suspensdo foi centrifugada a 3220 x g por 10 minutos (5810 R (rotor A-4-81),
Eppendorf, Hamburg, Alemanha). O extrato proteico foi separado. O residuo amilaceo foi lavado

com 600 mL de solucao de NaOH 0,18 % e centrifugado a 3220 x g por 10 minutos. O extrato de
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lavagem foi adicionado ao extrato proteico obtido previamente. A proteina foi precipitada no
ponto isoelétrico (pH 4,80) com HCI1M e o concentrado proteico precipitado no ponto
isoelétrico (RPC - rice protein concentrate) foi separado do extrato acido por centrifugacao a
3220 x g por 15 minutos. O RPC (que continha 15,6 £ 1,9 % de proteina, em base timida) foi
diluido com parte do extrato 4cido até que a suspensdo atingisse a concentragdo de proteina de
1,5 %. A suspensdo foi homogeneizada com um liquidificador doméstico (RI2160, Philips Walita,
Philips do Brasil, Sdo Paulo, Brasil) e foi passada por uma peneira Tyler 32. Entao o pH da
suspensao foi ajustado a 7,0 com KOH 0,1 M e o teor de proteina da suspensdo foi dosado pelo
método de Kjeldahl modificado (AOAC 2001.11) (Nx5,95). Como mencionado anteriormente, esta

suspensdo apresentou um teor de proteina de 1,39 + 0,16 % (em base tmida).

O estudo da hidrélise foi conduzido em duplicata pelo método do pH estético. A Figura
5.5 apresenta uma fotografia do aparato experimental montado para a condugdo do experimento
de hidrolise. As razdes enzima:substrato testadas foram 0,05, 0,1 e 0,2 %. Em cada experimento,
100 mL da suspensdo de proteina foram aclimatados a 55 + 1°C em um béquer usando um banho
termostatico acoplado a uma mesa de agitacdo magnética. Alcalase® foi adicionada e o pH 7,0 foi
mantido constante pela continua adi¢do de solugdo de KOH 0,1294 M. Aos 5, 10, 15, 20, 30, 45 e 60
minutos de hidrélise, 3 mL da suspensdo eram amostrados e a enzima era inativada a 85 °C por
15 minutos em um banho térmico (GLF, 1086, Burkwedel, Alemanha). As suspensdes

hidrolisadas foram centrifugadas a 4000 x g por 30 minutos.

Figura 5.5: Fotografia do aparato experimental utilizado para a realizacdo da hidrélise enzimatica pelo
método do pH estatico, (a) pHmetro para o monitoramento continuo do pH da suspensdo durante a
hidrolise e (b) bureta para a dosagem de KOH e manutencdo do pH constante.

O grau de hidrélise (DH), definido como a razdo percentual do namero de ligacGes

peptidicas clivadas (h) pelo nimero total de ligagdes peptidicas do substrato estudado (hiot), foi
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determinado para cada razdo enzima:substrato estudada e a cada tempo de hidrélise, a partir do
volume total de base consumida para manter o pH constante durante a hidrélise, de acordo com

a Equacdo 5.6 descrita por Adler-Nissen (1986).

BXbelxhiwa (5.6)

DH(%)=hl= X
tot p o

tot

sendo B é o volume de base consumido para manter o pH constante; Mb é a concentragado de base
expressa em mol L-1; Mp é a massa de proteina da amostra (definida como N (%) x 5,95, pelo
método de Kjeldahl modificado) em gramas, e a é o grau médio de dissociacdo de grupos a -NH:
no substrato proteico, e é expresso pela Equagdo 5.7.
pH-pk
a=_10"" (.7)
1+10P7#%

onde pH e pK sdo os valores nos quais a protedlise foi conduzida. O valor de pK pode ser

estimado pela Equacgdo 5.8.

pK=7,8+ EZS “T w2400 (58)

xT

onde T é a temperatura em Kelvin. O ndmero total de ligacdes peptidicas (hit) do substrato

proteico foi assumido como 9,20 meeqv g! de proteina de arroz (ZHANG et al., 2009).

5.6.2 Produgdo das amostras

A Figura 5.6 mostra o processo completo conduzido neste trabalho para a producdo das
amostras. O processo envolveu a extragdo das proteinas de endosperma de arroz seguida da
hidrélise enzimatica e da concentracdo da proteina soltivel por ultrafiltracdo tangencial, com o
objetivo de obter um hidrolisado proteico solavel de arroz mais purificado (HSRP - hydrolyzed
soluble rice protein). Além disso, no final da etapa de hidrélise também foi obtida uma fragdo de
hidrolisado proteico insolavel de arroz (HIRP - hydrolyzed insoluble rice protein). Para fins
comparativos foram produzidas duas amostras controle: o concentrado proteico de arroz (RPC -
rice protein concentrate), que consiste em uma amostra de proteina de endosperma de arroz nao
hidrolisada, atil na avaliagdo da influéncia da hidrélise na solubilidade da proteina; e uma
amostra de hidrolisado proteico soltivel de arroz concentrada por evaporagdo a pressdo reduzida
(HSRP-VC - hydrolyzed soluble rice protein-vacuum concentrated), Gtil para avaliar o efeito da

ultrafiltracao na concentragao/ purificagdo da amostra de hidrolisado proteico solavel (HSRP).
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Figura 5.6: Fluxograma do processo completo utilizado para a extracdo, hidrdlise enzimatica e

concentracdo das amostras produzidas neste trabalho.

Arroz quebrado
¥

MOAGEM SECA INDUSTRIAL

FARINHA DE ARROZ (RF) (10 x120 g)

NaOH 0,18 % (10 x 1800 g) —>
EXTRAGAO ALCALINA
(30°C- 30 min - sob agitagdo)
v

CENTRIFUGACAO
(3220 x g - 10 min)

Extrato Residuo solido amildceo
|+—— NaOH 0,18 % (10 x 300 g)

LAVAGEM
' .
CENTRIFUGAGAO _, Residuo
(3220 x g*- 10 min) integral
Extrato proteico «—— Eﬁcaat‘;'ge
HCL1 M (10 % 55 ) —| 8
PRECIPITACAO NO PONTO
ISOELETRICO (pH 4.80)
v
CENTRIFUGAGAO
(3220 x g - 15 min)
Extrato dcido (AE) Concentrado proteico de
(18550 g) arroz (RPC)
J (3883)
2679,6 g AE + 321,4 g RPC 50 g RPC
¥ l«— KOH 0,1 M (15 g)
RE-SUSPENSAO
(1,5% proteina - 3000 g) NEUTRALIZACAO
+ pH 7.00
)
HOMOGENEIZAGAO E PASSAGEM
ATRAVES DE PENEIRA (32 Tyler Mesh SECAGEM
(32 Tyter Mesh) (55°C - 8 h)
KOH 0,1 M (96 §) ————> ) |
NEUTRALIZAGAO MOAGEM E PENEIRAMENTO
pH 7.00 (150 Tyler Mesh)
|

Alcalase 2.4 L FG
(2 x 0,2505 g)

KOH 0,1294 M

2 x 1500 g Suspensdo proteicaa 1,5 %

CONCENTRADO

PROTEICO DE ARROZ

- seco (RPC)

HIDROLISE ENZIMATICA

pH-estatico (2 x30mL) > (55°C- 45min - pH 6,5

Extrato (Fragdo soltivel
hidrolisada) (HSF) (2653 g)
—

1300 g HSF
'
PRE-TRATAMENTO
MICROFILTRACAO
Membrana plana (PES) 0.2 um
(0,05 MPa )
¥
2 x 600 g HSF
v
ULTRAFILTRACAO
Permeado Concentragdo até VCF 4
(2x450¢g) * Membrana plana (PES) 1kDa
(25°C - 1 bar)

'
Concentrado (2 x 150 g)
v
2 DIAFILTRAGOES

Agua
deionizada (25°C - 1 bar)

Concentrado (2 x 150 g)
v

SECAGEM
(55°C - 10 h)
v
MOAGEM E PENEIRAMENTO
(150 Tyler Mesh)

HIDROLISADO
PROTEICO DE ARROZ

SOLUVEL seco (HSRP,

sob agitacdo)

TRATAMENTO TERMICO
(85°C- 15 min)
2
CENTRIFUGAGAO
(3220 x g - 30 min)

~.

Residuo (Fragao insoltvel
hidrolisada) (HIF)(193 g)

i
600 8 HSF SECAGEM
v (55°C- 8 h)
CONCENTRAGAO (75°C - .
0,08 MPa - até VCF 4) MOAGEM E
¥ PENEIRAMENTO
SECAGEM (150 Tyler Mesh)
(55°C - 10 h)
'
HIDROLISADO
MOAGEM E PROTEICO DE ARROZ
PENEIRAMENTO o VaL
(150 Tyler Mesh) 58CO

(HIRP) (27,5 g)

HIDROLISADO PROTEICO DE
ARROZ CONCENTRADO SOB

PRESSAO REDUZIDA seco
(HSRP-VC) (6 )

Diavolumes: 50g  —* Permeados (50 g cada)



METODOLOGIA 114

Extracdo das proteinas: as proteinas do endosperma de arroz foram extraidas pelo
método alcalino rapido (SOUZA et al., 2016), com algumas modificacdes. No processo, dez
bateladas de 1800 g de solugdo de NaOH 0,18% foram ambientadas a 30 °C em um béquer
usando um banho termostatico acoplado a uma mesa de agitacdo magnética. Entdo, em cada
batelada, 120 g de farinha de arroz foram adicionados ao solvente e o sistema foi mantido sob
agitacao por 30 minutos a 30 £ 1 °C. Ao término, a suspensao foi centrifugada a 3220 x g por
10 minutos. O extrato proteico foi separado. O residuo amildceo foi lavado com 300 mL de
solucdo de NaOH 0,18 % (em cada batelada) e centrifugado a 3220 x g por 10 minutos. Os extratos
de lavagem foram adicionados aos extratos proteicos obtidos previamente. Em cada batelada a
proteina foi precipitada no ponto isoelétrico (pH 4,80) com 55 g de HCl 1 M e o concentrado
proteico precipitado no ponto isoelétrico (RPC) foi separado do extrato acido por centrifugacdo a
3220 x g por 15 minutos, resultando em 388 g de RPC e 18550 g de extrato acido (em 10
bateladas). Para a obtencao da amostra controle, 50 g do RPC foram neutralizados (pH 7,0) com
15g de KOH 0,1 M e secos por 6 horas a 55 + 5 °C em um forno com circulagdo de ar (800,
Wictory, Caxias do Sul, Brasil) e entdo moidos em um moinho de martelos (M20, IKA, Staufen,
Alemanha), peneirados em peneira Tyler 150 e armazenado a -10 °C. Outra quantidade (321,4 g)
de RPC fresco (ndo desidratado) foi misturada com 2679,6 g do extrato acido, com o objetivo de
obter uma suspensdao a 1,5 % de proteina que serviu de matéria-prima para a hidroélise
enzimatica. A suspensao foi homogeneizada com um liquidificador doméstico e foi passada por
uma peneira Tyler 32. Entdo o pH da suspensao foi ajustado a 7,00 com 96 g de KOH 0,1 M e o
teor de proteina da suspensdo foi dosado pelo método de Kjeldahl modificado (AOAC 2001.11)

(Nx5,95). Esta suspensdo apresentou um teor de proteina de 1,53 + 0,04 % (em base timida).

Hidrélise enzimatica: A hidrélise enzimatica foi conduzida com duas bateladas de 1500 g
da suspensdo previamente preparada. Depois de ambientada a 55 £ 1 °C, 0,2505 g (em cada
batelada) de Alcalase® 2,4 L FG foram adicionados ao sistema e o pH 7,0 foi mantido constante
pela continua adicdo de solugdo de KOH 0,1294 M (30 mL para cada batelada). Depois de
45 minutos de hidrélise, a suspensao foi aquecida em um banho térmico a 85 °C por 15 minutos
para a inativagdo da enzima, e resfriada em um banho refrigerado. As suspensdes hidrolisadas
foram centrifugadas a 3220 x g por 30 minutos. Os residuos insoltveis das duas bateladas foram
combinados e secos por 8 h a 55 + 5 °C em um forno com circulacao de ar e entdo moidos em um
moinho de martelos, peneirados em peneira Tyler 150 e armazenados a -10 °C, sendo doravante
denominados de hidrolisado proteico insoltivel de arroz (HIRP). Os extratos soltiveis das duas
bateladas foram combinados, sendo doravante denominados como fracdo soltivel hidrolisada
(HSF - hydrolyzed soluble fraction), e conduzidos para as operacdes de concentragao/ purificagdo,
como descrito a seguir. A Figura 5.7 apresenta fotografias da condugdo das etapas de extracdo e

hidrélise enzimatica da proteina de endosperma de arroz.
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Figura 5.7: Fotografias de algumas das etapas realizadas para a producao das amostras, sendo (a)
extragdo alcalina, (b) amostra de concentrado proteico de arroz (RPC) apds a centrifugacao, (c) extrato
acido (AE), (d) re-suspensdo do concentrado proteico, () homogeneizacdo ap6s re-suspensao, (f)
neutralizacdo do extrato a 1,5% de proteina, (g) hidrélise enzimatica pelo método do pH estatico, (h)
aspecto dos extratos antes (a esquerda) e apds (a direita) a hidrélise enzimaética e (i) concentracdo da
amostra HSRP-VC.

(a) | (b) (c)

Microfiltracdo e Ultrafiltracdo: para a obtencdo de um hidrolisado proteico solavel de
arroz (HSRP) mais puro, a fracdo soltivel obtida na hidrélise enzimatica (HSF) foi submetida a

ultrafiltracdo tangencial (UF). Inicialmente a solugdo foi submetida & microfiltracdo tangencial
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(MF) como um pré-tratamento a UF. Os processos de separagdo por membranas foram
conduzidos em um sistema de bancada composto por um tanque de alimentacdo com capacidade
de 0,25 L, uma bomba diafragma (3901-0206, Surflo, Costa Mesa, EUA) controlada por um
controlador de velocidade (CFE 8701 F, Mortron, Sdo Paulo, Brasil), um médulo plano em ago
inoxidavel com drea de membrana de 0,0061 m2, manometros hidrdulicos para o monitoramento
da pressdo transmembrana, valvula gaveta para o controle de pressdo e um trocador de calor
conectado a um sistema de circulagdo de 4dgua a 20 °C. A Figura 5.8 apresenta um diagrama

esquematico do sistema e fotografias do médulo plano de filtracdo utilizando.

Figura 5.8: (a) Diagrama esquemaético do sistema de filtracdo utilizado nos experimentos de
microfiltracdo e ultrafiltracdo com o médulo plano; sendo: 1 - proveta utilizada como tanque de
alimentagdo ao sistema, 2 - bomba diafragma, 3 - controlador de velocidade, 4 - manémetros
hidréulicos, 5 - médulo plano em ago inox, 6 - valvula de controle de pressdo, 7 - frasco para coleta do
permeado, 8 - balanca semi-analitica e 9 - banho ultra-termostatico acoplado a uma serpentina para
controle da temperatura. (b) Fotografias do médulo plano fechado, vista superior (a esquerda) e
aberto (a direita).
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A MF foi conduzida usando uma membrana de poli(fluoreto de vinilideno) (PVDF com
tamanho de poro nominal de 0,2 um (Synder V0.2, Synder Filtration, California, EUA). 1300 g de
HSF foram microfiltrados em modo batelada a uma pressdo transmembrana de 1 bar. Antes e
ap6s a microfiltragdo, a turbidez da solucdo foi medida com um turbidimetro digital (TU2016,

AKSO, Sao Leopoldo, Brasil), com o objetivo de avaliar a reducdo da turbidez da solugéo.

A ultrafiltracdo foi conduzida com uma membrana de polietersulfona (PES) com massa
molar de corte nominal de 1 kDa (Synder Filtration™ XT, Synder Filtration, California, EUA).
Antes da filtragdo a membrana foi compactada com agua deionizada na pressdo de 1,5 bar por
1 hora. A velocidade tangencial foi mantida em 0,32 m s, a maxima admissivel para o sistema.
Depois da compactagdo, foram realizadas medicées do fluxo de permeado com o sistema
operando com dgua deionizada como fluido de trabalho nas pressdes de 0,5, 1, 1,5 e 2 bar, com o
objetivo de avaliar a resisténcia hidraulica da membrana, Rm, a qual foi estimada com base na Lei
de Darcy, Equagdo 5.9.

J= lem x AP (5.9)
u

onde J é o fluxo de permeado (L m?2 ht), p é a viscosidade da agua (bar s) e AP é a pressao

transmembrana (bar).

Entdo, foram realizadas medi¢des do fluxo de permeado com o sistema operando com
HSF como fluido de trabalho nas pressoes de 0,5, 1, 1,5 e 2 bar, com o objetivo de avaliar o fluxo
critico e garantir a selegdo da pressdo transmembrana de trabalho abaixo da pressdao onde ocorre

o fluxo critico.

O experimento de ultrafiltracdo foi realizado (em duplicata) em modo batelada com 600 g
da solucdo HSF pré-tratada, a temperatura constante (20 °C), velocidade tangencial de 0,32 m s,
sob pressdo transmembrana de 1,5 bar. O permeado foi continuamente coletado sobre uma
balanca semi-analitica (UX6200H, Shimadzu, Shimadzu do Brasil, Sao Paulo, Brasil) em porcoes
de 50 g. Ao longo do experimento, o pH e a condutividade elétrica da corrente de retido foram
monitoradas usando um pHmetro aferido (86505, AZ, Taichung City, Taiwan) e um
condutivimetro aferido (DM-32, Digimed, Sdo Paulo, Brasil). A concentragdo foi interrompida
quando foi atingido o fator de concentragdo volumétrica (VCF - volume concentration factor) igual

4, o qual pode ser expresso pela Equagdo 5.10.

VCF =Yo=_ Yo (5.10)
VR

sendo Vo é o volume inicial da solugdo, Vg é o volume da corrente de retido e Vp é o volume de

permeado.
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Entdo, foram realizadas duas diafiltra¢bes, cada um com 50 g de dgua deionizada. No
final do experimento, as correntes de retido das duas replicatas foram secas por 8 h a 55+ 5 °C
em um forno com circulagdo de ar e entdo moidas em um moinho de martelos, peneiradas em um
peneira Tyler 150 e armazenadas a -10 °C, sendo doravante denominadas de hidrolisado proteico
solivel de arroz (HSRP). Para avaliar o balanco de massa (para o componente proteina) das
operagdes de concentracdo/ diafiltragdo, foram dosados os contetidos de proteina da solugao HSF
pré-tratada, da corrente de retido no final da operagdo e das fragdes de permeado. A dosagem foi
realizada pelo método do acido bicinconinico (BCA) utilizando o kit Pierce™ (Thermo Scientific,
Rockford, EUA) com albumina sérica bovina (BSA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) como

referencia.

Durante os experimentos de ultrafiltracao, a resisténcia devido as incrusta¢des pode ser

expressa pela Equagdo 5.11.
R, =R, +R_ (5.11)

sendo Rt é a soma das resisténcias hidraulicas devido as partes irreversivel (R;) e reversivel (Rr)
devido as incrustagdes, R¢ é a resisténcia hidraulica total e Rn é a resisténcia hidraulica da

membrana limpa.

Para obter a amostra controle do processo de concentracdo por membranas, 600 g da
solucdo HSF pré-tratada foram concentrados até VCF 4 a 75 °C e 0,08 MPa em um evaporador
rotatério (Marconi, Piracicaba, Brasil) e secos por 8 h a 55 £ 5 °C em um forno com circulacdo de
ar e, entdo, moidos em um moinho de martelos, apds peneirados em uma peneira Tyler 150 e
armazenados a -10 °C, sendo doravante denominados de hidrolisado proteico solavel de arroz -

concentrado a vacuo (HSRP-VC).

Limpeza das membranas: A limpeza quimica das membranas iniciou com seu enxague
com &gua deionizada, para remogdo da solugdo residual do processo de concentracado; limpeza
em sistema fechado (Clean in place, CIP) com solugdo de NaOH (5 g L) por 30 minutos a
temperatura ambiente, para remocdo dos componentes organicos; enxdgue do sistema com agua
deionizada até a neutralidade; limpeza em sistema fechado (Clean in place, CIP) com solugdo de
acido citrico (5 g L1) por 30 minutos a temperatura ambiente, para remocao dos componentes

inorganicos e enxdgue final.

5.6.3 Caracterizacdo das amostras

Identificacao dos peptideos: para identificar a natureza dos peptideos presentes na
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fracdo soluvel do hidrolisado e na amostra que foi submetida a concentragao por ultrafiltragdo, as
amostras HSF (hydrolyzed soluble fraction) e HSF ap6s pré-tratamento de MF, foram submetidas a
cromatografia rapida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas de quadrupolo-
tempo de voo (UHPLC-QTOF). A separagdo cromatografica foi alcancada utilizando-se um
sistema Nexera X2 Shimadzu (Sinc do Brasil, Sdo Paulo, Brasil) equipado com duas bombas
binarias LC-30AD, um degaseificador DGU-20A 3R, um amostrador SIL-30AC, um forno para
colunas CTO-20A e um controlador CBM-20A. Empregou-se uma coluna Agilent Eclipse Plus
C18 RRHD (2,1 x 50 mm, 1,8 pm), mantida a 40 °C. A fase moével foi composta por 4cido férmico
0,1 % em agua (solvente A) e acido férmico 0,1 % em acetonitrila (solvente B). A vazdo utilizada
foi de 0,6 mL min<, seguindo o seguinte gradiente: 2 % de B (0 min), 2 % de B (4 min), 50 % de B
(80 min), 90 % de B (80,1 min), 90 % de B (88 min), 2 % de B (88,01 min), 2 % de B (96 min). O
volume de injecdo foi de 5pL. O espectrometro de massas utilizado foi um
Bruker Impact HD QTOF (Sinc do Brasil, Sdo Paulo, Brasil), equipado com uma fonte de ions
Apollo II Electrospray, operando no modo positivo. Seguem as condicdes da fonte: end plate offset
voltage de 500 V; voltagem do capilar igual a 4500 V; pressdo do gés de nebulizacdo de 5.5 bar;
vazao do gas de secagem igual a 10 L min'!; temperatura de secagem igual a 220 °C. O modo auto
MS/MS foi usado. Os dados foram coletados na faixa de massas entre 150 - 2200 Da. A

frequéncia de aquisigdo de espectro foi de 2 Hz.

A fim de alcancar a exatiddo de massa desejada, foi empregada calibragdao interna com
pos-correcao de massas. Para isso, uma solugdo de calibragdo contendo uma mistura comercial de
poli (fluoro alkoxi) fosfazinas, fornecida pelo fabricante foi constantemente infundida por meio
de uma bomba e uma seringa. Uma valvula de 6 portas auxiliou na introducao desta solucdo no
equipamento a cada inicio de corrida cromatografica. O espectrometro de massas operou com um

poder de resolugao de 50.000, numa massa de 1222 Da. Os ensaios foram realizados em triplicata.

A aquisicdo dos dados foi realizada através dos softwares HyStar 3.2 e OTOF Control 3.4,
enquanto, para o tratamento destes dados, utilizou-se o Compass QuantAnalysis 2.2 e o
ProteinScape 3.1.0. Empregou-se o Mascot como banco de dados de espectrometria de massas de

proteinas.

Teores de proteina, residuo mineral, sédio e potassio: as amostras RPC, HIRP, HSRP-
VC e HSRP foram caracterizadas em termos do teor de umidade por secagem direta em estufa a
105 °C (AOAC 935.29), teor de proteina pelo método de Kjeldahl modificado (Nx5,95) (AOAC
2001.11), contetido mineral total por incineracdo em forno mufla a 550 °C (AOAC 923.03), teores
de soédio e potéssio por fotometria de emissdo de chama (Digimed, DM-61, Sdo Paulo, Brasil)

(AOAC 969.23) (AOAC, 1997). Todos os ensaios foram realizados em duplicata.

Solubilidade: as solubilidades de proteina das amostras RPC, HIRP, HSRP-VC e HSRP
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foram avaliadas nos pHs 3, 4, 5, 6 e 7, pelo método descrito por Vojdani (1996). As amostras
foram dispersas em d4gua deionizada em concentragdes de proteina conhecidas de
aproximadamente 2,5 mg mL-! e os pHs foram ajustados com solugdes de NaOH ou HCI 0,1 M.
As dispersdes foram entdo agitadas em shaker (KS 4000, IKA, Staufen, Alemanha) a 24 °C e
200 rpm por 30 minutos. O pH das amostras foi checado e reajustado e as amostras foram
agitadas por mais 30 minutos. Apés, o pH das amostras foi ajustado novamente. As amostras
foram centrifugadas (5430 R (rotor F-35-6-30), Eppendorf, Hamburg, Alemanha) a 4000 x g por
30 minutos. O teor de proteina soltivel das suspensodes foi medido pelo método BCA utilizando o
kit Pierce™ (Thermo Scientific, Rockford, EUA) com albumina sérica bovina (BSA) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, EUA) como referencia. O conteddo total de proteina das suspensdes foi dosado
pelo método BCA, a partir da dissolucdo das proteinas nas amostras em solugdo de ureia 8 M e
dodecil sulfato de sédio a 5 %, associada a homogeneizagdo da amostra usando um triturador de
tecidos com pistilo de vidro. A solubilidade de proteina (SP, %) foi calculada de acordo com a

Equagdo 5.1. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

Capacidade de formacdo de espuma e estabilidade da espuma: a capacidade de
formacado de espuma e a estabilidade das espumas foram determinadas de acordo com o método
descrito por Wilde e Clark (1996), com algumas modificagdes. Foram preparados 50 mL de
dispersdes das amostras a concentracdo de 1 mg mL- (como proteina) com dgua destilada (pH
5,0). As dispersdes foram batidas por um minuto com uma batedeira doméstica (Pérola Maxx,
Britania, Curitiba, Brasil). A amostra batida foi imediatamente transferida para uma proveta e o
volume da espuma foi medido. A capacidade de formagdo de espuma (FC, %) foi calculada de

acordo com a Equagdo 5.12.

FC (%) = % x100 (5.12)

0
sendo Vr é o volume da espuma e Vo é o volume inicial da dispersdo antes do batimento.

A estabilidade da espuma (FS, %) foi medida pelo volume de liquido drenado separado

da espuma depois de 30 minutos do batimento, e foi expresso pela Equagdo 5.13.

EE (%) = % x 100 (5.13)

0 i

sendo V; é o volume de liquido drenado depois de 30 minutos e Vi é o volume de liquido

drenado imediatamente depois do batimento.
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5.7 Analise estatistica

Os dados sdo apresentados como médias + desvio padrdo. As diferencas entre as médias
foram analisadas estatisticamente usando a Analise de Varidncias (ANOVA) em um
delineamento inteiramente casualizado e o Teste t de Student, para pares de médias, ou o Teste
de Tukey, para comparagdo de trés ou mais médias, utilizando o Software Assistat 7.7 Beta

(Assistat, Campina Grande, Paraiba, Brasil).
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Capitulo 6

Caracterizacao do amido e da proteina extraidos por

um método rapido de extracao alcalina

Apesar de ser largamente utilizado na extragdo proteinas vegetais, sabe-se que o
tratamento alcalino é capaz de ocasionar uma série de alteragdes nos produtos da extragdo. Desta

forma, a primeira etapa deste estudo buscou responder as seguintes questdes de pesquisa:

1) Quais seriam as condi¢des com as quais se pode extrair o maximo de proteina de arroz

com o menor tempo de contato possivel entre o meio alcalino e o substrato da extracao?

2) Em que medida as alteragdes das proteinas provocadas pelo meio alcalino (desnaturagao
proteica, a perda de aminoacidos essenciais e a formagdo de compostos téxicos, como a
lisinoalanina) podem ser minimizadas, com base na selecao das condi¢des operacionais

empregadas na extragdo?

3) O meio alcalino também provoca a gelatinizacdo a frio do amido. E possivel minimizar a

ocorréncia deste fendmeno com o uso de NaOH em baixa concentragdo?

No trabalho apresentado neste capitulo, objetivou-se avaliar a influéncia das condicées
operacionais adotadas na extragdo alcalina na composi¢do quimica e nas propriedades térmicas e
morfolégicas dos produtos obtidos. O mesmo estd na forma de artigo cientifico, na lingua inglesa,
com a formatacdo de cita¢es e referéncias de acordo com as normas da revista na qual foi

publicado.
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Capitulo 7

Propriedades funcionais de concentrados proteicos de

arroz

Para direcionar a aplicacdo de isolados e concentrados proteicos vegetais como
ingredientes na industria de alimentos é fundamental conhecer previamente o comportamento de
suas propriedades funcionais. Com a revisdo de literatura realizada, foi possivel observar que
alguns estudos ja avaliaram as propriedades funcionais de concentrados proteicos de arroz. A
segunda etapa deste estudo buscou responder a seguinte questdo de pesquisa: “A literatura
indica que a proteina de arroz apresenta pobres propriedades funcionais, tendo em vista sua
baixa solubilidade. Além disso, aponta para o fato de que as propriedades funcionais podem
variar em funcdo do método de extragio empregado na obtencdo da proteina. E possivel que
proteinas extraidas pelo método alcalino e pelo método enzimético apresentem propriedades

funcionais distintas?”

No trabalho apresentado neste capitulo, objetivou-se avaliar as propriedades funcionais
do concentrado proteico obtido a partir do método rédpido de extragdo alcalina e comparar suas
propriedades com as de dois concentrados proteicos comerciais produzidos por extragdo
enzimatica. O mesmo estd na forma de artigo cientifico, na lingua inglesa, com a formatagao de

citagdes e referéncias de acordo com as normas da revista a qual foi submetido.
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Capitulo 8

Microfiltracdo na separacio de amido e proteina de

arroz extraidos pelo método alcalino

A aplicagdo da microfiltragdo foi testada em alguns estudos que buscaram a recuperagdo
do amido na corrente de concentrado e das proteinas na corrente de permeado. Naqueles
trabalhos, os autores observaram a total rejeicio do amido, porém alta retencdo de proteina.
Além disso, de acordo com nosso conhecimento, nao foi relatada na literatura até o momento a
aplicagdo da microfiltragdo na recuperacdo do amido de arroz extraido pelo método alcalino.

Desta forma, a terceira etapa deste estudo buscou responder as seguintes questdes de pesquisa:

1) A microfiltracdo pode ser utilizada na recuperagdo do amido de arroz na corrente de
concentrado e na recuperagdo das proteinas no permeado, se for utilizada uma

membrana com poros maiores do que o ja relatado?

2) Foi sugerido que a presenca de amido gelatinizado na suspensdo pode acarretar a
formagdo de fouling durante a microfiltragdo. Um pré-tratamento enzimatico seria eficaz

na sua reducio?
3) E possivel realizar a purificacio do amido de arroz com diafiltragdes durante a
microfiltracao?

No trabalho apresentado neste capitulo, objetivou-se avaliar a aplicagdo da
microfiltragdo tangencial na separa¢dao do amido de arroz obtido pelo método rapido de extragdo

alcalina. O mesmo estd na forma de artigo cientifico.
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Capitulo 9

Producao de proteina hidrolisada de endosperma de

arroz de alta solubilidade

A proteina de arroz é um insumo hoje pouco valorizado no mercado principalmente por
possuir propriedades funcionais pobres. Em termos de funcionalidade, como um ingrediente
alimentar, a solubilidade é uma das propriedades mais importantes de uma proteina. A hidrélise
enzimatica parcial (com baixo grau de hidroélise) vem sendo empregada para a melhoria das
propriedades funcionais de proteinas de diferentes fontes. Neste contexto, na quarta etapa deste

estudo foram propostas as questdes de pesquisa apresentadas a seguir.

1) E possivel melhorar a solubilidade da proteina de endosperma de arroz com a hidrélise

enzimatica parcial? Quais rendimentos podem ser obtidos neste processo?

2) A ultrafiltragdo pode ser empregada na concentracdo e purificacdo de hidrolisado
proteico soltivel de arroz? Qual o rendimento da operagdo? Qual o grau de purificacao

que pode ser alcancado?

No trabalho apresentado neste capitulo, objetivou-se avaliar a influéncia da hidrdlise
enzimatica e da ultrafiltracdo tangencial na obtengdo de uma proteina hidrolisada de endosperma
de arroz de alta solubilidade e reduzido teor de sédio. O mesmo estd na forma de artigo
cientifico, na lingua inglesa, com a formatacdo de citagdes e referéncias de acordo com as normas

da revista na qual foi submetido para publicacao.
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Capitulo 10

Considerac¢oes Finais

O Brasil é atualmente o nono maior produtor mundial de arroz e o maior produtor de
fora do continente asidtico. Por ser um cereal de grande importancia na cultura brasileira, o arroz
é largamente consumido em todo o pafs, basicamente na forma beneficiada, e principalmente
como arroz polido. Dessa demanda sdao produzidas anualmente grandes quantidades de arroz
quebrado, coproduto do beneficiamento do grdo. O aproveitamento do arroz quebrado no Brasil
ainda é um desafio tecnolégico. Este coproduto, atualmente pouco valorizado no pais, pode ser

matéria-prima para a geracao de uma série de ingredientes para a industria de alimentos.

Neste trabalho foi estudado um processo de fabricagdo de amido, proteina e hidrolisados
proteicos de arroz a partir deste coproduto, com o intuito de contribuir na oferta de estratégias
para o desenvolvimento tecnolégico tanto do setor orizicola, quanto da industria de commodities
tecnolégicas brasileira. Cabe salientar que este estudo teve como enfoque principal os
ingredientes proteicos derivados do endosperma do arroz quebrado. Isto porque a demanda por
ingredientes proteicos de elevada qualidade é crescente na atualidade. As proteinas do arroz
apresentam vantagens nutricionais relacionadas ao bom balango nos teores de aminoacidos e
devido a sua hipoalergenicidade. Entretanto, como o amido é o componente majoritdrio do

endosperma do cereal, o estudo também considerou este componente, mas com menor énfase.
Neste contexto, as duas primeiras hipoteses avaliadas nesta tese foram as seguintes.

1) O arroz quebrado brasileiro, ou a farinha de arroz atualmente produzida pela industria
brasileira a partir do arroz quebrado, pode ser base para o desenvolvimento de ingredientes de

maior valor agregado.
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2) O método alcalino pode ser empregado de forma eficiente e com minimizagdo de seus efeitos
deletérios sobre as proteinas, se forem adequadamente selecionadas as condigées da operagio de

extracdo.

Estas hipéteses puderam ser avaliadas com base nas questdes de pesquisa levantadas ao
longo do estudo, e que foram respondidas com os trabalhos realizados. As primeiras questdes de

pesquisa consideradas sdo apresentadas a seguir.

1) A literatura apresenta muitos estudos que realizaram a extragdo das proteinas de arroz
pelo meio alcalino com diferentes condicdes operacionais. Quais seriam as condi¢gdes com
as quais se pode extrair o maximo de proteina com o menor tempo de contato possivel

entre o meio alcalino e o substrato da extracdo?

2) O meio alcalino, apesar de ser muito eficiente na solubilizagdo de proteinas, é capaz de
provocar uma série de altera¢des indesejadas nas proteinas, tais como a desnaturagdo
proteica, a perda de aminoacidos essenciais e a formacao de compostos téxicos, como a
lisinoalanina. Em que medida estas alteracdes podem ser minimizadas, com base na

selecdo das condicdes operacionais empregadas na extragao?

Assim, a realizacdo da primeira etapa deste estudo foi motivada pela caréncia na
literatura cientifica de dados acerca da influéncia das condigdes da operagdo de extracdo de
amido e proteina de arroz no rendimento do processo. Além disso, ao se compreender que o
meio alcalino, principalmente associado a altas temperaturas, pode ser propicio para a geragao de
reagdes indesejadas nas proteinas, como a formacdo de compostos téxicos, como a lisinoalanina,
acompanhada da perda de aminoacidos essenciais, buscou-se encontrar estratégias para
minimizar o tempo de contato entre a matéria-prima e o solvente alcalino durante a extragdo.
Esta etapa gerou um trabalho, apresentado no Capitulo 6 desta tese, que avaliou a eficdcia de um
método réapido de extracao alcalina, no qual foi utilizada farinha de arroz derivada de arroz

quebrado como matéria-prima, ao invés dos gréos quebrados, como no método tradicional.

Nesse estudo, a partir do uso de uma razao substrato:solvente de 1:15, a etapa de extragdo
foi realizada em estdgio tnico a 30 °C em apenas 30 minutos - um curto tempo de extragdo se
comparado ao método alcalino tradicional, que exige de 24 a 48 h de tempo de contato entre os
grdaos quebrados e o solvente alcalino. O rendimento da extracdo proteica com estas condig¢des foi
bastante elevado, atingiu 81,4 %, tendo sido possivel obter um concentrado proteico com 79 % de
proteina em base seca e um amido com baixo teor residual de proteina (1,3% em base seca). Foi
possivel observar que, apesar das proteinas terem sofrido desnaturagdo durante a extragdo, ndo
houve perda de aminoacidos essenciais. Adicionalmente, conforme Faist, Drusch, Kiesner,

Elmadfa e Erbersdobler (2000), a formagdo de lisinoalanina é acompanhada da reducao

significativa do contetido de lisina da proteina, e o contetido do aminoacido nédo sofreu alteracao
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significativa durante a extragdo realizada nas condicbes estudadas. Assim, observou-se ser
possivel realizar uma extracdo eficiente, com a minimizacdo das reagdes indesejadas causadas
pelo meio alcalino. Isto foi possivel devido ao curto tempo de contato entre o meio alcalino e a

matéria-prima e ao uso de baixas temperaturas na extragdo.
Outra questdo de pesquisa respondida neste trabalho foi a apresentada a seguir.

3) O meio alcalino também provoca a gelatinizacao a frio do amido. E possivel minimizar a

ocorréncia deste fendmeno com o uso de NaOH em baixa concentracao?

Mesmo utilizando solucdo de NaOH na concentracdo sugerida na literatura (CARDOSO
et al., 2007) como a que permite uma boa eficiéncia de extracdo e minimiza a gelatinizagao a frio
do amido (NaOH 0,18 %), observou-se que parte do amido de arroz foi gelatinizado durante a
extragdo. Isto ocorreu basicamente pelo uso da farinha de arroz como matéria-prima para a
extragdo. A fracdo de amido gelatinizada foi resultante do fenomeno de gelatinizagdo a frio
promovido pelo contato do meio alcalino com granulos de amido danificados pelo processo de
moagem utilizado para a obten¢do da farinha de arroz. Desta forma, entende-se ser necessério
um controle do grau de danificagdo dos granulos de amido da farinha usada como matéria-

prima, tendo em vista a minimizagdo desta fragdo.

A quarta questdo de pesquisa proposta para avaliar as hipdteses supracitadas foi a

seguinte:

4) A literatura indica que a proteina de arroz apresenta pobres propriedades funcionais,
tendo em vista sua baixa solubilidade. Além disso, aponta para o fato de que as
propriedades funcionais podem variar em funcao do método de extracdo empregado na
obtencdo da proteina. E possivel que proteinas extraidas pelo método alcalino e pelo

método enzimatico apresentem propriedades funcionais distintas?

Esta questdo foi elucidada no segundo trabalho produzido nesta tese, apresentado no
Capitulo 7, onde foram avaliadas as propriedades funcionais do concentrado proteico obtido a
partir do método rapido de extragdo alcalina. Além disso, suas propriedades foram comparadas
com as de dois concentrados proteicos comerciais produzidos por extragdo enzimatica (com o uso
de amilases para a remogdo da fracdo amildcea). Nesse trabalho foi observado que todos os
concentrados proteicos avaliados apresentaram pobres propriedades funcionais, devido
sobretudo a suas baixas solubilidades em condigdes de pH préximas a neutralidade e levemente
acidas. O tipo de extragdo empregado ndo teve influéncia representativa nas propriedades
funcionais dos concentrados proteicos testados. Desta forma, concluiu-se ser necessario estudos

que visem a melhoria da solubilidade destas proteinas quando se busca uma aplicagdo mais
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abrangente das mesmas como ingredientes para a indudstria de alimentos. Esses resultados

motivaram a proposicdo da terceira hipétese desta tese.

3) E possivel melhorar a solubilidade da proteina de arroz a partir da realizagio de modificacdes

enzimdticas em sua estrutura.
Tal hipétese foi avaliada buscando-se responder a quinta questao de pesquisa.

5) A hidroélise enzimatica das proteinas a um baixo grau de hidrélise permite a melhoria de
suas propriedades funcionais. E possivel melhorar a solubilidade da proteina de
endosperma de arroz com a hidrélise enzimética parcial? Que rendimentos podem ser

obtidos neste processo?

Esta questao foi respondida na quarta etapa deste estudo, apresentada no Capitulo 9
desta tese, onde avaliou-se a aplicagdo da hidrdlise enzimatica parcial do concentrado proteico na
solubilizacdo da proteina de endosperma de arroz. A melhoria da solubilidade foi escolhida por
ser esta uma das principais propriedades funcionais das proteinas, e que influencia nas demais
propriedades. Nesse trabalho a hidroélise foi realizada com Alcalase® de forma controlada, a fim
de se obter um grau de hidrélise inferior a 10 %, por ser indicado na literatura que baixos graus
de hidrodlise permitem a melhoria das propriedades funcionais das proteinas. (VIOQUE et al.,
2001). A hidrolise realizada permitiu a solubilizacao de 40 % da proteina originalmente presente
na suspensdao de proteina extraida pelo método alcalino. Os peptideos soltveis gerados
apresentaram massa molar média de 1,18 + 0,33 kDa, solubilidade proteica superior a 88,5 % na
faixa de pH de 3 a 7 e boa capacidade de formacdo de espuma, apesar de formarem uma espuma
de baixa estabilidade. E importante destacar que o perfil sensorial do hidrolisado nao foi
avaliado, e que mais estudos sdo necessarios neste sentido, uma vez que a hidrélise enzimatica de

proteinas pode acarretar a geracao de notas sdpidas amargas no hidrolisado.
A quarta hipétese proposta para esta tese foi a seguinte.

4) A tecnologia de membranas pode ser aplicada no processo de obtengio de ingredientes a partir
do arroz quebrado, visando a melhoria da performance das etapas pés-extragio, na obtengdo de

ingredientes com maior pureza e na minimizagdo das perdas ao longo do processo.

Os resultados obtidos na primeira etapa deste estudo motivaram inicialmente o emprego
da microfiltracdo na separacao das correntes de amido e proteina do extrato alcalino. Frente a

revisdo de literatura realizada, foram propostas as questdes de pesquisa 6, 7 e 8.

6) A aplicacdo da microfiltragdo foi testada em alguns estudos que buscaram a recuperagao
do amido na corrente de concentrado e das proteinas na corrente de permeado. Os
autores sugeriram o uso de membranas com poros maiores para diminuir a retengdo de

proteina. A luz de nosso conhecimento, nao foi relatada na literatura até o momento a
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aplicacdo da microfiltracdo na recuperacdo do amido de arroz extraido pelo método
alcalino. A microfiltracdo pode ser utilizada na recuperacdo deste amido na corrente de
concentrado e na recuperagdo das proteinas no permeado, se for utilizada uma

membrana com poros maiores do que os relatados?

7) Foi sugerido que a presenca de amido gelatinizado na suspensdo pode acarretar a
formacgdo de incrustagdes durante a microfiltragdo. Um pré-tratamento enzimaético seria

eficaz na sua reducao?

8) E possivel realizar a purificacio do amido de arroz com diafiltracdes durante a

microfiltracdo?

O terceiro trabalho realizado neste estudo, apresentado no Capitulo 8 desta tese, buscou
responder estas questdes. Foi avaliado o comportamento do fluxo de permeado durante o
processo de separagdo do amido e da proteina por microfiltragdo; analisada a influéncia de um
pré-tratamento enzimatico no desempenho da operacdo; e avaliado o efeito do tipo de diluente
na remogao de proteina e s6dio do amido durante a etapa de diafiltracdo descontinua, analisando
a possibilidade de se obter um amido com elevada pureza e uma corrente de permeado contendo

a proteina extraida.

Frente aos resultados observados, foi possivel verificar que a microfiltracao se mostrou
uma técnica capaz de possibilitar a purificagdo do amido de arroz, necessitando, porém, de mais
estudos a fim de encontrar os parametros ideais para o melhor desempenho do processo.
Observou-se que o pré-tratamento enzimatico aplicado na suspensdo oriunda da extracdo
alcalina ndo foi satisfatério para minimizar as incrustagdes. Pelo contrdrio, o mesmo contribuiu
para a desestabilizacdo do sistema, aumentando a tendéncia de formagdo de incrustagdes ao
longo da operagdo. A realizagdo de diafiltracdes com dgua deionizada permitiu a obtencao de
uma corrente de concentrado isenta de proteina, entretanto, as proteinas, mesmo possuindo
massas molares inferiores ao tamanho dos poros da membrana utilizada, ndo atravessaram a
estrutura, ndo podendo ser recuperadas. A forca i6nica do meio apresentou um papel
fundamental na separagdo com o tipo de membrana utilizada (ceramica, com porosidade nominal
de 1,4 pm). Isto porque a alteragdo causada neste pardmetro pelo uso de dgua deionizada como
diluente durante as diafiltra¢cdes possivelmente tenha sido responsavel pela adesdo da proteina a

membrana, o que impossibilitou sua recuperacdo na corrente de permeado.

Desta forma, a andlise global dos resultados obtidos no trabalho da aplicacdo da
microfiltracdo na recuperacdo do amido de arroz na corrente de concentrado e da proteina na
corrente de permeado permite que seja destacado que a escolha da microfiltracdao para o processo
de separagdo do amido e da proteina de arroz deve ser avaliada com cautela. Isto porque a

centrifugacdo é uma técnica bastante eficaz, ndo apresentando, a luz dos conhecimentos
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disponiveis atualmente na literatura e aos resultados deste trabalho, desvantagens tdo marcantes
quando comparada com a microfiltragdo. Possivelmente o estudo da aplicacdo da microfiltracao
na recuperacdo de pequenos granulos de amido de arroz de dificil sedimentacdo e que acabam
sendo perdidos na corrente de saida da centrifuga possa ser uma aplicagdo mais eficiente desta
tecnologia nesse processo. Assim seria possivel diminuir as perdas de amido do processo e
melhorar a pureza da corrente de extrato proteico obtida nesta etapa. Entretanto, mais estudos

sdo necessarios para avaliar a eficiéncia desta aplicagdo.

A partir dos resultados obtidos no terceiro trabalho desta pesquisa, optou-se por realizar
a separagdo do amido por centrifugacdo, obtendo-se uma corrente de extrato proteico com as
proteinas em solucgdo. Nesta altura da pesquisa, ap6s se verificar ser possivel solubilizar parte da
proteina do extrato alcalino por hidrélise enzimatica, buscou-se estudar a aplicacdo da
ultrafiltracdo na concentracdo da fragdo soltivel do hidrolisado proteico. Isto porque, outra
desvantagem do uso do método alcalino, com a utilizagdo de NaOH como solvente, reside na
elevada concentracdo de s6dio nos produtos da extragdo. Desta forma, foi proposta a nona

questdo de pesquisa desta tese.

9) A ultrafiltragdo pode ser empregada na concentracdo e purificacdo de hidrolisado
proteico soltivel de arroz? Qual o rendimento da operacao? Que grau de purificacdo pode

ser alcancado?

Esta questdo foi respondida no quarto trabalho realizado nesta pesquisa, apresentado no
Capitulo 9 desta tese, onde foi estudada a concentragdo e purificagdo da corrente de hidrolisado
soltivel com ultrafiltracdo (utilizando uma membrana polimérica de 1 kDa), em comparacdao com
a concentragdo por evaporagdo a pressdo reduzida. A aplicacdo da ultrafiltracdo permitiu a
reducdo de 70 % do contetido mineral total e 68 % do contetido de sédio do hidrolisado solavel,
em comparacdo com o hidrolisado concentrado por evaporacdo a pressao reduzida. Além disso,
observou-se que o hidrolisado concentrado por ultrafiltracdo apresentou uma solubilidade
ligeiramente maior que o concentrado por evaporagdo, possivelmente devido as temperaturas
empregadas na operacado. Entretanto, quase 30 % dos peptideos permearam a membrana durante
a operacao, possivelmente devido as suas massas molares serem inferiores ou préximas a 1 kDa,
a massa molar de corte nominal da membrana. Desta forma, mais estudos sdo necessarios para a
avaliacdo do uso deste coproduto, uma vez que muito tem sido relatado atualmente na literatura
acerca das propriedades de peptideos de baixa massa molar. Ha relatos de aplicagdo de peptideos
deste tipo tanto como aditivos naturais (antioxidantes, por exemplo), quanto como ingredientes

bioativos por apresentarem atividades biolégicas no organismo humano.
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Frente ao exposto, com os trabalhos produzidos nesta pesquisa, entende-se que as quatro
hipoteses levantadas nesta tese puderam ser confirmadas. Na Figura 10.1 é possivel observar o

fluxograma do processo completo proposto e avaliado nesta tese.

Figura 10.1: Fluxograma do processo completo proposto e avaliado nesta tese.
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CENTRIFUGAGRO —> (2 A — PENEIRAMENTO
(150 Mesh Tyler)
Extrato proteico «+——— E;‘"‘"" de l
HCLI M ——| avagem AMIDO DE ARROZ
l (fragdes gelatinizada e ndo
PRECIPITACAO NO PONTO gelatinizada)
ISOELETRICO (pH 4.80)
i
CENTRIFUGAGAO
Extrato dcido «— Extrato dcido Concentrado

residual proteico de arroz

RE-SUSPENSAO
(até 1,5% proteina)

HOMOGENEIZA(.AO E PASSAGEM
ATRAVES DE PENEIRA (32 Tyler Mesh)

KOH 0,1 M ———

NEUTRALIZAGAO
pH 7.00

Alcalase 2.4 L FG
(ratio E:S 0,1%)

KOHO0,1 M HIDROLISE ENZIMATICA
pH-estatico —  (55°C-45min - pH 6,5
sob agitacao)

|

TRATAMENTO TERMICO
(85°C- 15 min)
2
CENTRIFUGAGAO
— ~
Extrato (Fragdo soluvel Residuo (Fragdo insoluvel
hidrolisada) hidrolisada)
' }
PRE-TRATAMENTO SECAGEM
MICROFILTRAGAO (55°C - 8 h)
Membrana plana (PVDF) 0,2 um 4
(0,5 bar) MOAGEM E
¥ PENEIRAMENTO
ULTRAFILTRAGAO (150 Mesh Tyler)
Pe d Concentragao até FC 4 1]
ermeado +— Membranahplana (PES) 1kDa HIDROLISADO
(25°C - 1 bar) PROTEICO DE ARROZ
} INSOLUVEL
Concentrado
N DIAFILTRAGOES
_Agya —  Diavolumes: 50g —— Permeados (50 g cada)
deionizada (25°C - 1 bar)
+
Concentrado
SECAGEM
(55°C-10h)
+
MOAGEM E PENEIRAMENTO
(150 Mesh Tyler)
HIDROLISADO
PROTEICO DE ARROZ

OLUVE
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E importante destacar que nesta pesquisa se buscou ajustar um processo produtivo que

permitisse a obtencdo de ingredientes com adequadas propriedades nutricionais e funcionais.

Entretanto, mais estudos sdo necessarios para a obtengdo de maiores informagdes que

possibilitem a melhoria da eficiéncia do processo sugerido. Neste aspecto, a continuidade desta

pesquisa pode compreender a realizacdo dos seguintes trabalhos:

a)

avaliar a influéncia do grau de danificagio do amido da farinha de arroz na
minimizacdo da geracdo da fracdo de amido gelatinizado na extragdo alcalina pelo

método rapido;

avaliar a performance da microfiltracdo da corrente de extrato proteico oriunda da
centrifugagdo, com o intuito de realizar a recuperagdo de pequenos granulos de amido

presentes na corrente;

estudar a aplicagdo da ultrafiltracdo em substituicdo a precipitagdo isoelétrica para
concentrar as proteinas do extrato alcalino, e de diafiltracdes para a purificagdo da

proteina;

avaliar diferentes graus de hidrélise para melhorar as demais propriedades funcionais
do hidrolisado, tendo em vista a possibilidade de obter um produto ndo totalmente
soltivel, mas que contenha fragmentos de proteina que podem ser mantidos estaveis

em suspensao;

avaliar as caracteristicas sensoriais do hidrolisado, principalmente as notas sapidas

amargas, estudando estratégias para a minimizagdo da sua percepgao sensorial;
avaliar a aplicagdo do hidrolisado proteico em formulagdes de alimentos;

avaliar os peptideos da corrente de permeado, buscando identificar potenciais

atividades como aditivo alimentar ou ingrediente bioativo;

avaliar a aplicagdo de mais diafiltragdes para aumentar o grau de remogdo do s6dio do

hidrolisado proteico;

estudar a aplicagdo da osmose reversa na recuperagdo da dgua das correntes finais de

permeado, tendo em vista a minimizacdo da geragdo de efluentes liquidos no processo.



