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RESUMO

FERREIRA, Andressa L. COMPARAGAO DE METODOS FiSICO QUIMICOS
DE EXTRAGAO DE CARBOIDRATOS DO FARELO DE ARROZ. 2018.
Trabalho de Conclusdo de Curso. (Graduagao). Curso de Engenharia de
Alimentos. Universidade Tecnologica Federal do Parana. Medianeira, 2018.

Nos ultimos anos a producdo agroindustrial tem aumentando de maneira
significativa e devido a isso tem-se maior geracao de residuos. O farelo de arroz,
um dos principais residuos agricolas gerados atualmente, € proveniente do
polimento do arroz, sendo rico em carboidratos, proteinas, lipidios e cinzas.
Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi realizar a extragdo dos carboidratos
(CHOs) por dois meétodos distintos, a citar: tratamento ultrassonico em
equipamento tipo sonda e tratamento hidrotérmico. Posteriormente, os CHOs
extraidos nas melhores condigdes de processo foram avaliados por
Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) e
Cromatografia Liquida de Ultra Alta Efeciéncia (UHPLC). O FAD foi submetido a
caracterizagao fisico-quimica e apresentou um alto teor de CHOs, sendo de
61,30%. No tratamento ultrassdnico o FAD foi submetido a dois planejamentos,
no qual as variaveis estudadas foram razdo FAD.agua™ (g.L™"), poténcia (W),
tempo (min), temperatura (°C); ja no tratamento hidrotérmico as variaveis em
questao foram FAD.agua™' (g.L™"), pH, tempo (min). Os extratos obtidos foram
quantificados quanto ao teor de carboidratos totais pelo método de Antrona,
posteriormente os CHOs foram precipitados em etanol 80%, centrifugados e
liofilizados. Apds esse processo as amostras de CHOs foram avaliadas em FTIR
e identificados os grupos funcionais. Ainda, os CHOs foram hidrolisados e
submetidos a determinagao do perfil de carboidratos por UHPLC. Observou-se
que quando o FAD foi submetido ao tratamento ultrassénico nas condi¢des de
razdo FAD.agua' (65 g.L'"), poténcia (350 W) e tempo (20 min), obteve-se
extratos com 0,60 (g de CHO. g' de FAD), e rendimento de 78,30%. Ja no
tratamento hidrotérmico, as melhores condi¢gdes de extragdo foram obtidas na
razdo FAD.agua' (100 g.L"), pH (6) e tempo (35 min), obtendo-se extratos com
um teor de 0,46 (g de CHO. g' de FAD), e rendimento de 75,04%. Os CHOs do
FAD analisados em FTIR indicaram a presenga de grupos funcionais no mesmo
comprimento de onda de outros CHOs, como a Estaquiose. Entretanto, por
UHPLC foi possivel quantificar apenas glicose. Na comparagéao dos métodos foi
possivel observar que o tratamento ultrassdnico apresentou uma alta
capacidade de extracdo de CHOs em menor tempo, ndo necessitando de
solventes organicos e tratamento de residuos, sendo assim considerado o mais
eficiente.

Palavras-chave: Farelo de Arroz. Ultrasson. Otimizacdo. HPLC.



ABSTRACT

In the past years, agroindustrial production has increased significantly and
therefore there is a greater generation of waste. The rice bran (FAD), one of the
main agricultural residues generated today, comes from the polishing of grain
that contains significant amounts of carbohydrates, proteins, lipids and minerals.
The aim of this work was to extract the carbohydrates (CHOs) by two different
methods: ultrasonic treatment in probe and hydrothermal treatment. The CHOs
extracted under the best process conditions were evaluated by Fourier Transform
Infrared Spectroscopy (FTIR) and Ultra High Performance Liquid
Chromatography (UHPLC). The FAD was submitted to physical-chemical
characterization and presented a high content of CHOs, being of 61,30%. In the
ultrasonic treatment, two experimental design was conducted, in which the
studied variables were FAD.water’ (g.L-"), power (W), time (min), temperature
(°C); in the hydrothermal treatment the variables were FAD.water' (g.L"), pH,
time (min). The obtained extracts were quantified by total carbohydrates content
( antrona method) and the CHOs were precipitated in 80% ethanol, centrifuged
and lyophilized. Posteriorly, the CHOs samples were evaluated in FTIR and the
functional groups were identified. The CHOs were also hydrolyzed and subjected
to determination of the carbohydrate profile by UHPLC. When the FAD was
subjected to the ultrasonic treatment under conditions of FAD.water’ (65 g.L™"),
power (350 W) and time (20 min), extracts with 0.60 g CHO.g"' FAD were
obtained, with 78,30% vyield. On the other hand, in the hydrothermal treatment,
the best extraction conditions were obtained in the ratio FAD.water' (100 g.L™"),
pH (6) and time (35 min), obtaining extracts with 0.46 g of CHO.g"! FAD, and yield
of 75,04%. The CHOs of the FAD analyzed in FTIR indicated the presence of
functional groups at the same wavelength of other CHOs, such as stachyose.
However, in UHPLC it was possible to quantify only glucose. In the comparison
of the methods, it was possible to observe that the ultrasonic treatment presents
a high capacity of extraction of CHOs in less time, not requiring organic solvents
and treatment of residues, being considered the most efficient.

Key words: Rice bran.ultrasound. Optimization. HPLC.
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1 INTRODUGAO

Os paises com grande produgéo agricola enfrentam uma tarefa desafiadora
em relagao aos residuos agricolas. O processamento do arroz, especialmente
em paises subtropicais, gera grandes quantidades de residuos que podem ser
explorados para a obtengcdo de novos produtos com valores nutricionais e
econdmicos consideraveis (KURDI; HANSAWASDI, 2015).

Um dos residuos do processamento tecnolégico do arroz é o farelo, que
compreende cerca de 10% do total do gréo de arroz (LEARDKAMOLKARN et
al., 2011). Os residuos agroindustriais, entre eles o farelo de arroz, sao
inerentemente ricos em materiais de paredes celulares de plantas como
hemiceluloses, que sao heteropolimeros complexos constituidos por varios tipos
de monossacarideos conectados por ligagdes glicosidicas (polissacarideos)
(KURDI; HANSAWASDI, 2015).

Subprodutos gerados pelas industrias agricolas predominante sao
utilizados na alimentacdo de animais, sendo pouco utilizados na industria de
alimentos, dentre estes residuos se enquadra o farelo de arroz, que é utilizado
para a fabricagao de ragéo para suinos (KAWISK, 2015).

O farelo de arroz é proveniente do polimento do arroz descascado para
produzir arroz branco e possui concentragdes apreciaveis de proteina (14,94%),
lipidios (19,96%), carboidratos (49,80%) e cinzas (9,76%) (SILVA et al., 2010).
Compostos indigeriveis como celulose, hemicelulose, oligossacarideos e
pectina, bem como lignina e ceras sao considerados como fibras alimentares,
que desempenham fungbes importantes no organismo humano (RAFE;
SADEGHIAN, HOSEINI-YAZDJ, 2017) e podem ser extraidos e aplicados na
industria quimica, bioquimica, alimenticia e farmacéutica.

Nos ultimos anos tem-se estudado a obtengao de proteinas, lipideos,
oligossacarideos e outros compostos por meio de diversos métodos de extragao,
entre eles os métodos fisicos, destacando-se o ultrassom como uma tecnologia
emergente na industria de alimentos, sendo considerado eficiente e uma
alternativa para melhorar processos e promover extragcdo. Além disso, o

ultrassom pode ser utilizado para alterar propriedades fisico-quimicas, como o
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aumento de volume, solubilidade e sinéreses (BERNARDO; ASCHERI;
CARVALHO, 2016).

Varios processos industriais com o0 uso do ultrassom podem ser concluidos
em minutos com alta reprodutibilidade, com menor custo, processos simples de
manipulagdo e ainda maior grau de pureza do produto final, eliminando
tratamento de agua residuais e consumindo menos energia e tempo, em relagao
a métodos convencionais (CHEMAT, F; ZILL-E-HUMA; KHAN, M. K, 2011).

Entretanto o ultrassom pode ser utilizado em métodos combinados, em
especial a sonda ultrassbnica que pode contribuir no isolamento de amidos e
auxiliar em processos de digestédo de proteases, assim como produzir amido com
alto rendimento (WANG; WANG, 2004)

Outro método de extragao é o tratamento hidrotérmico, também utilizado
como pré-tratamento em hidrélise enzimatica e em processos de extracdo de
hemicelulose (SANTOS et al, 2014).

O principio de funcionamento dos tratamentos termais trata de uma
explosdo do material, devido o vapor fornecido, gerando ruptura mecanica e
acdes quimicas. Esta relacionado ao aquecimento da biomassa e a pressao
exercida no material (TOME, 2014). Neste aspecto, pesquisadores tem utilizado
o tratamento hidrotérmico para extracdes, hidrolise acida e como pré-tratamento
de hidrélise enzimatica. Ainda, industrialmente é empregado associado a
catalisadores acidos, que auxiliam na remocdo de amidos que permanecem
fixados nos residuos de farelo da industrializagdo da mandioca (SAITO, 2005).

Diante deste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar processos fisicos
de extracao de carboidratos do farelo de arroz com o uso de sonda ultrassénica
e tratamento hidrotérmico com a aplicagao de planejamentos de experimentos,
avaliar os rendimentos dos métodos estudados e caracterizar os carboidratos
obtidos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar a extragdo de carboidratos do farelo de arroz desengordurado
por dois métodos, a citar o tratamento ultrassénico em equipamento tipo sonda

e o tratamento hidrotérmico, e identificar os carboidratos extraidos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar a extracdo de carboidratos através de sonda ultrassénica, por meio da
aplicagdo de um planejamento fatorial fracionario 2*' (8 ensaios e 3 pontos
centrais, total de 11 ensaios), sendo que a resposta avaliada foi a concentragéo
de carboidratos extraidos e as variaveis independentes foram a razao farelo de

arroz.agua’ (g.L™"), poténcia (W), tempo (min) e temperatura (°C);

Realizar a extracdo de carboidratos através de tratamento hidrotérmico em
autoclave pela aplicacdo de um Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR) 23 (6 pontos axiais e 3 pontos centrais, total de 17 ensaios), sendo que
a resposta avaliada foi a concentragao de carboidratos extraidos e as variaveis

independentes foram a razdo farelo de arroz.agua (g.L™"), pH, tempo (min);

Determinar as propriedades quimicas e fisico-quimicas do farelo de arroz
desengordurado e caracterizar por Espectroscopia de Infravermelho com

Transformada de Fouirier;

Comparar os métodos de extragao quanto ao melhor rendimento de extracao
dos carboidratos;
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS e FARELO DE ARROZ

O Brasil possui cerca de 71.486.826 hectares disponiveis para a producao
agricola, sendo um dos maiores produtores mundiais, 0 aumento esperado em
2017 era de 5,5% na colheita de insumos agricolas (IBGE, 2017).

Portanto, sdo produzidas milhdes de toneladas de residuos devido o
processamento agroindustrial, sendo estes ricos em compostos bioativos (MELO
et al., 2011).

Dos residuos que sao gerados na agroindustria, destaca-se uma parte que
ja é utilizada na alimentagcdo animal e humana, em fertilizantes organicos e
combustiveis (IPEA, 2012). Mas ainda existe uma boa parte destes residuos que
sao descartados sem tratamento, e estes podem causar problemas ambientais
(MELO et al., 2011).

No ano de 2016 observou-se a producido de 184.697.696 toneladas de
cereais, leguminosas e oleaginosas. Sendo que 10.608.861 toneladas eram de
arroz, no ano de 2017 esperava-se obter 12.332.261 toneladas (IBGE, 2017).

Sendo assim observa-se que o Brasil € um grande produtor de arroz e
destaca-se entre um dos maiores, sendo o Rio Grande do Sul o estado que
sobressai na producdo. Em um estudo realizado em Santa Maria—RS, Lorenzett,
Neuhaus e Chwab (2012) concluiram que dos 34 % de residuos gerados pelo
beneficiamento do arroz, 9 % é farelo de arroz.

Conforme se apresenta na Tabela 1, o farelo e a quirera de arroz sao
basicamente vendidos para ragdo animal. No estudo realizado por Lorenzett,
Neuhaus e Chwab (2012), 70 % da casca do arroz € utilizada para obtencéo de
energia calorifica, utilizando-se na queima para beneficiamento do arroz, sendo

que 30% pode ser obtido gratuitamente no local de beneficiamento.
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Tabela 1 - Destino dado aos residuos gerados no beneficiamento do arroz

RESIDUOS GERADOS DESTINO DADO AOS RESIDUOS
Quirera de arroz Vendido in natura para fabricagéo de ragéo animal
Farelo de arroz Vendido in natura para fabricagao de ragdo animal

Queimado para obtencdo de energia (70%) -

Casca de arroz Disponibilizados gratuitamente (30%)

Cinzas da queima da casca de arroz Disponibilizados gratuitamente
Fonte: Adaptacao de (Lorenzett; Neuhaus; Chwab, 2012).

A produgao de ragao para a alimentagdo animal a partir dos subprodutos
agroindustriais era o que amenizava a geragao de residuos, nos ultimos anos
pesquisadores tem-se interessado nestes, devido ser de baixo custo e de alto
valor nutritivo e podem ser adicionados a produtos para melhorar seu valor
nutricional e agregar valor ao produto. Dentre estes subprodutos o farelo de arroz
tem alcancado grandes indices de importancia tanto na melhoria da saude do
consumidor como também na composicdo de meios de cultivo (CHAUD;
ARRUDA; FELIPE, 2009).

O Farelo de arroz é um subproduto da agroindustria, proveniente do
polimento do arroz descascado para produzir arroz branco e os farelos in natura
e extrusados apresentam alto valor nutritivo (SILVA, 2010). Pesquisadores tem
se preocupado com durabilidade do farelo de arroz, devido sua deterioracgao,
tendo em vista essas circunstancias, as pesquisas estdo avangando com intuito
de aumentar e garantir a sua estabilizacdo, assim assegurar o seu emprego em
produtos alimenticios e diversos segmentos industriais (CHAUD; ARRUDA,;
FELIPE, 2009).

Poucas quantidades de farelo de arroz sdo vendidas para aplicagao
alimentar, sendo este considerado pelas industrias de alimentos como fonte de
fibra alimentar, proteinas e 6leo, mas ainda assim pouco difundido. A utilizagao
do farelo ainda vem sendo estudada a fim de aumentar a sua estabilidade e seus
potenciais efeitos sobre a saude humana (CHAMPAGNE, 2004).
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Como pode ser observado na Figura 1 o farelo de arroz se encontra entre
a casca e o grao, este é composto pelo pericarpo, tegumento, parte amilacea
interna e camada de aleurona (FILARDI et al., 2007).

Figura 1 - Partes do Grao de Arroz
Fonte: Fumacense Alimentos, 2017.

Lacerda et al. (2010) relata que a extrusao do farelo aumenta o teor de ferro
e a parboilizagdo aumenta os teores de calcio, zinco, cobre, manganés e diminui
a contagem de Aspergillus sp. em farelos de arroz.
Como pode ser observado na Figura 2 - (A), o farelo de arroz cru possui
coloragdo marrom clara, sendo menos intensa que o farelo proveniente da
parboilizagao (B) (LACERDA et al., 2010 apud LUH et al., 1991).

Figura 2 - (A) Farelo de arroz cru, (B) extrusado e (C) obtido apos parboilizagao
Fonte: Lacerda et al., 2010.
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3.2 CARBOIDRATOS

Dentre os carboidratos tem-se os oligossacarideos que possuem 2 a 10
unidades de monossacarideos, estas sao ligadas por ligagdes glicosidicas
podendo ser caracterizadas por ligagdes a 1-1 (trealose), a 1-4 (maltose), B 1-2
(sacarose), B 1-4 (celobiose) (DILWORTH et al., 2017).

Os oligossacarideos tem sido fonte de pesquisa em diversos paises do
mundo, pelos seus efeitos benéficos na saude humana, como no sistema
imunoldgico, atividade anticancerigena e atividade imunomoduladora. Estes por
sua vez podem ser encontrados em plantas, algas, bactérias e fungos superiores
(ZHAOQO et al., 2017).

Diversos alimentos apresentam em sua composi¢cao edulcorantes, que sao
compostos por oligossacarideos. Em alguns continentes como na Europa os
oligossacarideos sdo comercializados com intuito de aumentar a resisténcia a
invasores negativos intestinais e tem-se aumentado as buscas por estes, devido
suas diversas func¢des benéficas (SEIBEL et al., 2010)

A alta eficiéncia dos equipamentos como cromatdgrafos, espectros,
ressonancia magnética e a técnica de eletroforese tem contribuido para analise
e identificagdo de oligossacarideos e sua quantificacdo (ZHAO et al., 2017).

De acordo com Zhao et al. (2017):

“Os oligossacarideos funcionais estdo associados a uma variedade de
processos bioldgicos, como a resisténcia contra o infeccéo de bactérias
e virus, antioxidante, antimutagenicidade, cancer inibicdo de
metastase, cascata de coagulagdo sanguinea e muitos outros
atividades farmacoldgicas [...]. Mais esforgos precisam ser aplicados
para a producgao de oligossacarideos mais complexos, especialmente
aqueles que sao ramificados. [...]. A identificagdo, produgdo e
comercializagdo de novos oligossacarideos funcionais com

propriedades bioativas aprimoradas oferecem novas pesquisas e
negocios oportunidades. Sao bons candidatos para varias aplicagées

na industria alimentar e farmacoldgica”.

Em um estudo realizado por Balthazar et al. (2017), oligossacarideos foram
utilizados como substitutos de gordura em sorvete de leite de ovelha o resultado
foi um produto com brancura e leveza, sendo ainda um produto dietético. Os
oligossacarideos também contribuiram na diminuicdo da formacgéao de cristais de

gelo, de modo que os autores concluiram que a substituicdo da gordura por
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oligossacarideos prebidticos mostrou-se como uma alternativa viavel na
produgao do sorvete avaliado.

Os oliossacarideos s&o conhecidos como prebidticos devido sua promogéao
para o crescimento de bactérias benéficas no intestino. Possuem vantajosas
propriedades fisico-quimicas e fisiolégicas contribuindo para a melhora na saude
do consumidor, sendo utilizados como ingredientes na elaboragc&o de alimentos
funcionais (ZHAO et al., 2017) .

3.3 EXTRAGCAO DE CARBOIDRATOS

Existem diversos métodos que podem ser utilizados para realizar a
extragdo de oligossacarideos (GIESE et al., 2011), e ainda diversas técnicas
estdo sendo desenvolvidas e implementadas, a citar a extragdo assistida por
ultrassom, extragcdo assistida por micro-ondas e a hidrdlise enzimatica,
mecanismos que tem o intuito de otimizar o processo de extragdo, seja na
diminuicdo do tempo de maceragao, no aumento do rendimento do processo e
melhoria na qualidade do extrato obtido (WANG; WELLER, 2006).

3.2.1 Tratamentos Hidrotérmicos

De acordo com Girio et al. (2010) “Os tratamentos hidrotérmicos séo
métodos estabelecidos para extrair materiais hemicelulésicos em que
polissacarideos sofrem hidrolise a temperatura e presséo elevada, geralmente
utilizando-se de autoclave, na presenga de ions hidronio gerados pela
autoionizac&o de agua, que atuam como catalisadores”.

Na extragcdo de compostos organicos, o tratamento hidrotérmico a alta
pressao produz uma eficiente separagao de carboidratos, hemiceluloses e
celuloses existentes nas lignoceluloses das plantas (SAITO, 2005 apud
MOCHIDZUKI et al., 2003). Nos tratamentos hidrotermais utilizando autoclave &
indicado o uso de baixas concentragdes de acido devido a resisténcia destes
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materiais (carboidratos, hemicelulose) a essas condi¢des, quando relacionados
a alta temperatura e presséo (SAITO, 2005 apud PRIMO-YUFERA et al., 1995).

O tratamento hidrotérmico usando agua a alta temperatura tem sido
aplicado para pré tratamentos que efetivam a conversao de celulose a glicose.
A hidrélise pode ser feita utilizando-se acido ou vapor, sendo que quando
utilizado o vapor este € acompanhado de alta presséo, podendo ser com ou sem
decomposicédo rapida (explosdo), como pode ser observado na Figura 3.
Também pode se considerar 0 uso de uma solugao para a realizacao da hidrdlise
de amidos, no caso da celulose é associado um tratamento enzimatico,
originando fibra alimentar (SAITO, 2005).

Temperatura .
Pressiao
Explosiao

Hemicellulose

Figura 3 - Atuagao do tratamento hidrotérmico em processo de extragao
Fonte: Pereira ,2016.

Segundo Saito (2005) “A explosao € o processo no qual a biomassa é
tratada com alta pressdo sob condi¢cdo especifica e subsequente extingdo da
pressao atmosférica por expansao adiabatica do material contida no reator”.

Os tratamentos hidrotérmicos quando realizados como pré tratamento em
processo de hidrélise aumentam o rendimento em até 90%, em geral, quando
n&o se realiza um tratamento hidrotérmico os rendimentos sdo menores em 20%.
Ainda este tratamento € considerado limpo, devido n&o necessitar de reagentes
cataliticos ou produtos quimicos, ndo sendo necessario tratamento de residuos
(SOUZA, 2016).
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3.2.2 Sonda Ultrassobnica

Pesquisas envolvendo ultrassom geram grandes impactos nas industrias
de alimentos, como por exemplo ofertar novas tecnologias para extragao e
modificagcdo de amidos. Estudos indicam que o uso da ultrassom promove maior
pureza na amostra extraida, estando sempre associados com as variaveis do
processo como temperatura, tempo, concentragdo da amostra e a amplitude
(BERNARDO; ASCHERI; CARVALHO, 2016).

O Ultrassom pode ser compreendido em sonda ultrassdnica que em seu
principio de funcionamento produz cavitacdo intensa, sendo esta mais intensa
que a cavitagao indireta (banho ultrassénico), extraindo assim maior quantidade
do composto a partir da biomassa estudada (SUSLICK et al., 1999). O ultrassom
possui energia mecanica que apresenta as seguintes propriedades: reflexao,
adsorcao e dispersao sendo que este precisa de um meio fisico para se difundir
(DALAGNOL, 2017 apud MASON et al., 2005). Segundo Sinisterra (1992) “O
ultrassom € produzido a partir de um transdutor, que converte a energia elétrica
em energia mecanica sonora em frequéncias ultrassénicas”.

Conforme se apresenta na Figura 4, a cavitagao intensa forma bolhas que
podem ser geradas proximas a superficie da biomassa ou material da planta
analisada, como pode ser observada em (a) quando estas sdo comprimidas,
entram em colapso com bolhas; (b) micro bolhas sdo formadas préximas a matriz
da planta e devido a alta pressao que € gerada no processo, destroem a parede
celular da matriz da planta (b e c) e entdo o seu conteudo é liberado (d)
(CHEMAT; ZILL-e-HUMA; KHAN, 2011).
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do material vegetal: exemplo de
extragdo de 6leo essencial do manjericao. a) Formagao de bolhas; b) Compressao da
matriz da planta; c) Micro bolhas perfurando a matriz da planta; d) Liberagao do
composto a ser extraido.

Fonte: CHEMAT; ZILL-e-HUMA; KHAN, 2011.

Mc Clements (1995) explica os dois tipos de ultrassom, o de alta e baixa
intensidade. O ultrassom de baixa intensidade é uma técnica nao destrutiva. Ja
o ultrassom de alta intensidade é aplicado em alteracdes fisicas, quimicas e
propriedades dos alimentos, gerando emulsdes, ruptura de células, aumento da
velocidade de reagdes quimicas.

Nos ultimos anos a tecnologia da ultrassom tem substituido diversos
meétodos tradicionais e atraido interesses na area de pesquisa, devido a
possibilidade de maximizagdo no rendimento e minimizagao tempo. Atualmente
tem sido muito utilizada para a obtengdo de maiores concentragbes de
oligossacarideos (BERNARDO; ASCHERI; CARVALHO, 2016) e em processos

de extragao de carboidratos de biomassas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIA PRIMA

O farelo de arroz desengordurado (FAD) foi cedido pela Industria Rio
Grandense de Oleos Vegetais (IRGOVEL — Pelotas/RS), na forma de pellets,
sendo submetido a moagem em moinho de facas (Solab, SL31, Piracicaba - SP,
Brasil). Posteriormente foi determinada a granulometria média de 70 mesh em
agitador de peneiras (Betel, Caieiras, Sdo Paulo, Brasil) utilizando-se peneiras
de 16 a 230 mesh, procedendo-se o congelamento a -12 °C até a realizagao dos

testes.

4.2 ESTRATEGIAS DE PLANEJAMENTO PARA A EXTRAGCAO DOS
CARBOIDRATOS DO FARELO DE ARROZ

Para avaliar os métodos fisicos de extracdo de carboidratos, foram
testadas duas metodologias de extragao, por sonda ultrassénica e tratamento

hidrotérmico.

4.2.1. Extragado por sonda ultrassénica

Para selegcao das variaveis significativas no processo de extragao por
sonda ultrassénica foi elaborado um Planejamento Fatorial Fracionario (PFF)
241 (Tabela 2), em que as variaveis independentes estudadas foram: razdo
FAD.agua’ (g-L"); temperatura (°C); poténcia (W) e tempo (min), e a variavel
resposta Carboidratos (g de CHO.g' de FAD), os ensaios foram realizados
aleatoriamente. Posteriormente, com as variaveis significativas do processo, foi

realizado um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR).
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Tabela 2 - PFF 241, com niveis reais e codificados das variaveis estudadas no processo de
extragdo com sonda ultrassénica.

Variaveis/ Razdo FAD.jgua™ Poténcia Tempo Temperatura
Niveis (g.L?) (W) (min) (°C)
-1 100 100 10 50
0 150 200 20 70
1 200 300 30 90

Fonte: Autoria prépria

Para a realizagdo dos ensaios o FAD foi suspenso em agua ultrapura
para a obtengdo da razdo FAD.agua™ segundo o planejamento (Tabela 2). O
processo de extragdo se deu por sonda ultrassénica (VCX 500 e VCX 750,
marca: SONICS, modelo: Vibra cell, Estados Unidos) na frequéncia de 20 kHz,
foi conduzido em Becker encamisado acoplado a um banho para o controle de
temperatura (MACHADO, 2015).

Ao término da extragao o extrato foi centrifugado (Rotina 420 R, Hettich,
Alemanha) a 5000 g durante 5 min a temperatura 25°C para a separagédo das

fases.

4.2.2 Tratamento hidrotérmico

A extragcdo por tratamento hidrotérmico foi otimizada por meio da
aplicagao de um Delineamento Composto Central Rotacional (Tabela 3), em que
as variaveis independentes estudadas foram: razdo FAD.agua™ (g.L"), tempo
(min) e temperatura (°C), onde os ensaios foram realizados aleatoriamente.
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Tabela 3 - Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 23 com niveis reais e
codificados das varidveis estudadas no processo de extragdo por tratamento
hidrotérmico.

o Razao
el o . pts
(- L)
-1,68 66 3,0 10
-1 100 3,8 20
0 150 5,0 35
+1 200 6,2 50
+1,68 234 7,0 60

Fonte: Autoria prépria.

O FAD foi suspenso em agua ultrapura para a obteng¢do da razao
FAD.agua™, o pH foi ajustado com as solugdes de HCl ou NaOH 2 mol.L™, na
faixa de 3 a 7 assim como apresentado na Tabela 3. Posteriormente as amostras
foram autoclavadas a 121,2°C a pressao de 1 atm, conforme método adaptado
de (KURDI; HANSAWASDI, 2015).

Na sequéncia os extratos obtidos foram centrifugados (Rotina 420 R,
Hettich, Alemanha) a 5000g durante 5 min, a temperatura ambiente para a

separagao das fases.

4.3 METODOS ANALITICOS

4.3.1 Determinagéo de carboidratos totais

Nos ensaios dos planejamentos, os carboidratos totais dos extratos
foram determinados pela metodologia de Antrona, conforme descrito por
Osborne e Voogt (1986); utilizou-se solugdo padrdo de sacarose 0,1 g.L'e
mediu-se as absorbancias em espectrofotbmetro (UV-Vis Lambda XLS HP9
2FX, Perkin Elmer, Estados Unidos) a 600 nm.

Posteriormente o rendimento foi calculado por meio da equacgao 1:
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% de CHO extraidos 100%

Rendimento (%) = % de CHO do FAD (1)

4.3.2 Determinacgéao de oligossacarideos

ApoOs a definigdo das melhores condi¢gbes de extragdo, os carboidratos
extraidos foram hidrolisados de acordo com a metodologia da ASTM E1758-1
(2007) e realizada a analise em Cromatégrafo Liquido de Ultra-Alta Eficiéncia
(UHPLC) (DIONEX, Ultimate 3000, Sao Paulo) equipado com detector de indice
de Refragao (IR) (Shodex) e software (Chromeleon ™ 7.0 Chromatography Data
System), fluxo de 0,6 mL.min-!, temperatura do forno de 40°C, para identificar os

oligossacarideos.

4.3.3 Determinac&o de grupos funcionais em Espectroscopia de Infravermelho
com Transformada de Fourier (FTIR)

Os grupos funcionais e a elucidagao estrutural foram avaliados utilizando o
espectrofotdometro FTIR com acessoério de Refletancia Atenuada Total Universal
para analise de sdlidos e liquidos (UATR) (FT-IR Spectrum 100S, PerkinElmer),
usando o intervalo de nimero de onda de 4000-600 cm-!, com resolucdo de 4
pontos por cm™'. Para tal, a metodologia utilizada foi adaptada de Nor et al.
(2017). Os extrados obtidos foram precipitados em etanol 80%, centrifugados e
liofilizados, (Liofilizador modelo 7753522, Labconco Corporation, Kansas City,
MO, EUA); a seguir, foram inseridas sobre o leitor do equipamento para
caracterizagcao por meio do espectro. Os espectros e dados obtidos por

infravermelho foram analisados pelo software OriginPro 8.0.
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4.4 ANALISE FiSICO — QUIMICA DO FARELO DE ARROZ

O FAD foi caracterizado quanto a umidade, pelo método gravimétrico de
perda de massa por dessecagdao em estufa a 105 °C, utilizando a metodologia
descrita pela AOAC (2000); determinagdo do teor de proteinas a partir da
metodologia n° 960.52 da AOAC (1995); Analise do residuo mineral fixo (RMF),
pelo método descrito pela AOAC (2000) de incineragdo em mufla a 550°C com

prévia carbonizagcado na temperatura de (200°C).

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados dos planejamentos foram analisados por meio da analise
de efeitos ao nivel de significancia de 10% (p<0,10) para o planejamento
fracionario (selegao de variaveis) e de 5% (p<0,05) para os DCCR’s. O teste de
ANOVA (p=<0,05) foi aplicado para verificar a validade dos modelos, com o auxilio
do software STATISTICA® 7.0.



29

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 COMPOSIGAO CENTESIMAL DO FARELO DE ARROZ
DESENGORDURADO

A composigdo centesimal do FAD determinada neste trabalho esta
apresentada na Tabela 4. A titulo de comparacéo, foram dispostos na mesma

tabela resultados de outros autores.

Tabela 4 - Composigao centesimal do farelo de arroz.

Autores Lipideos Proteinas Cinzas Umidade Carboidratos
(%) (%) (%) (%) (%)
Autoria prépria 1,10+£0,05 15,34+0,30 12,31+0,03 9,89+0,11 61,30
FARIA (2008) 14,82 +0,20 14,49+0,08 9,85+0,03 9,18+0,03 51,70

PIOTROWICZ; SALAS-
MELLADO (2017)
SILVA; CALIARI;
SOARES JUNIOR 16,96 £ 0,29 14,94+0,05 9,76+0,06 8,54+0,10 49,80
(2010)
MARAGNO; KUHN
(2013)

Nota: Média * desvio padréao

5,60 +0,20 16,70+0,5 13,700,170 14,60+0,30 64,10

17,21+ 0,13 13,61+x0,40 9,03+0,04 3,87%0,12 56,30

Observa-se na Tabela 4, que a composicao lipidica obtida (1,1%) foi inferior
aos resultados observados pelos outros autores citados. Esse valor € justificado
devido ao fato de que neste trabalho foi utilizado o FAD. O farelo de arroz
apresenta concentragdes apreciaveis de carboidratos, o que também foi
observado neste trabalho, com percentuais intermediarios aos relatados por

outros autores.

A composicao quimica do farelo de arroz esta associada a variedade de
arroz existente e aos aspectos agronémicos (FREEMAN, 2006). Ainda, pode ser
agregada umidade ao grédo antes do beneficiamento e a interferéncia da
temperatura incidida durante o desenvolvimento do grdo (MARAGNO; KUHN,

2012), que explica a variagédo entre as composi¢oes descritas por cada autor.
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5.2 EXTRAGAO DE CARBOIDRATOS DO FAD POR ULTRASSOM DO TIPO
SONDA

Para otimizacédo do processo de extragao de carboidratos do FAD aplicou-
se uma estratégia sequencial de planejamento experimental, avaliando-se o
efeito de quatro variaveis independentes. Primeiramente foi realizado um

Planejamento Fatorial Fracionario (PFF) 241, seguido de um DCCR 23.

5.2.1 Planejamento Fatorial Fracionario (PFF)

A matriz dos ensaios realizados com os valores reais e codificados das
variaveis estudadas e as respostas de carboidratos (g de CHO. g' de FAD), esta

apresentado na Tabela 5.

Tabela 5 - Planejamento Fatorial Fracionario 24! com os valores reais e codificados das
variaveis estudadas e a resposta de carboidratos.

Ensaio X412 x2° X3¢ X4¢ ye
1 -1(100) -1 (100) -1 (10) -1 (50) 0,27 + 0,007
2 +1(200)  -1(100) -1 (10) +1 (90) 0,18 + 0,005
3 -1(100) +1 (300) -1(10) +1 (90) 0,43 £ 0,006
4 +1(200)  +1(300) -1 (10) -1 (50) 0,32 + 0,000
5 -1(100)  -1(100) +1 (30) +1 (90) 0,45 + 0,024
6 +1 (200) -1 (100) +1 (30) -1 (50) 0,19 + 0,004
7 -1(100)  +1(300) +1 (30) -1 (50) 0,48 + 0,012
8 +1 (200) +1 (300) +1 (30) +1(90) 0,38 + 0,005
9 0 (150) 0 (200) 0 (20) 0 (70) 0,34 + 0,009
10 0 (150) 0 (200) 0 (20) 0 (70) 0,43 + 0,024
11 0 (150) 0 (200) 0 (20) 0 (70) 0,35+ 0,014

Nota: 2Razdo FAD. agua™ (g.L™"); "Poténcia (W); “Tempo (min); “Temperatura (°C);
eCarboidratos (g de CHO. g de FAD) % desvio padrio.
Fonte: Autoria prépria.
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A concentragao de carboidratos extraidos variou entre 0,18 a 0,48 g de
CHO. g' de FAD, nos ensaios 2 (razdo FAD. agua™ de 200 g L', poténcia da
sonda ultrassénica de 100 W, tempo de 10 min e temperatura de 90°C) e 7 (raz&o
FAD. agua'de 100 g L', poténcia de 300 W, tempo de 30 min e temperatura de

50°C), respectivamente.

Comparando-se o maior percentual de carboidratos extraidos (48%), com
os valores obtidos na analise de composi¢cao centesimal para o teor de
carboidratos do FAD (61,3%), pode-se dizer que houve um rendimento
consideravel no processo de extragao (78,30%), rendimento préximo ao obtido
por Yongjiang et al. (2009) que realizaram a extragdo de polissacarideos de
cocos assistidas por ultrassom, nesse estudo as variaveis avaliadas foram tempo
de extracdo, concentragao de NaOH e amostra, o maior rendimento obtido em
condigdes alcalinas (0,75 mol.L") e tempo de 3 min de extragéo foi de 82,3%.

Ja em estudo realizado por Chen et al. (2012) na extragcdo de
polissacarideos de Micélio B. Edulis nas condi¢des de 1:55 (Micélio B. Edulis:
agua) e tempo de extragédo de 8,4 min, obtiveram rendimento de 15,48%. Sendo
inferior ao obtido neste estudo nas condigdes razdo FAD. agua ' (100 g L),
poténcia (300 W), tempo (30 min) e temperatura (50°C), isso se deve a sonda
ultrassénica gerar cavitacdo e alta pressdo na parede do material, gerando

eclosao e consequente liberacdo do material.

Analisando os resultados apresentados na Tabela 5 foi possivel obter os
efeitos das variaveis estudadas (Tabela 6). Pode-se observar que as variaveis
razdo FAD. agua™!, poténcia e tempo apresentaram efeitos significativos (p<0,10)

sobre a resposta de carboidratos extraidos.

Tabela 6 - Efeito dos fatores estudados no PFF 24" sobre os percentuais de carboidratos
totais (g de CHO. g™' de FAD).

Carboidratos (g de CHO. g de FAD)
Fatores
Efeito Erro Padréo t (6) p — valor
Média 0,35 0,01 24,31 0,0000*
X142 -0,14 0,03 -4,09 0,0064*
XoP 0,13 0,03 3,84 0,0085*
X3°® 0,07 0,03 2,28 0,0625*
Xq9 0,04 0,03 1,25 0,2563

Nota: 2Razio FAD. agua™ (g L™"); PPoténcia (W); “Tempo (min); “Temperatura (°C); * p £ 0,10;
Fonte: Autoria prépria
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A variavel razdo FAD.agua' apresentou efeito significativo e negativo, ou
seja, ao variar este parametro do nivel inferior (100 g.L") para o superior (200
g.L"), ocorreu um decréscimo no teor de carboidratos extraidos. Para que
ocorresse um aumento na concentracdo de carboidratos extraidos, a faixa de
estudo da varidvel razdo FAD.agua' foi redefinida para 30 a 100 g. L' no
proximo planejamento.

A variavel poténcia e tempo apresentaram efeito significativo e positivo,
indicando que ocorreu aumento no teor de carboidratos extraidos na faixa
estudada das duas variaveis (100 a 300W, 10 a 30min, respectivamente).

Segundo YAN et al. (2018) o cisalhamento mecéanico em altas poténcias
ajuda a promover a dispersdo dos compostos, melhorando a ligacdo de
hidrogénio com moléculas de agua e aumenta-se o rendimento da extragao,
obtendo um rendimento 6timo em poténcias de 300 W, sendo a poténcia maxima
estudada pelos autores, confirmando que o aumento da poténcia proporciona
maiores rendimentos. Entretanto, Yang et al. (2008) obteve uma taxa maxima de
recuperacao de polissacarideos do pericarpo do fruto longan (olho de dragéo), a
uma poténcia de 120 W por 20 min de extragdo. Levando em consideragao o
efeito significativo da variavel, no proximo planejamento houve um ajuste nos
niveis da poténcia para a faixa compreendida entre 200 a 400W.

A variavel tempo, mesmo tendo efeito significativo e positivo na faixa
estudada (10 — 30 min), foi redefinida para a faixa de 10 a 20 min, por questdes
econdmicas. Yan et al. (2018) trabalharam com o tempo de 10 min na extragéo
de polissacarideos de Corbicula fluminea e relata que o tempo nao foi apenas
responsavel pelo rendimento, mas também pelo custo do processo. Além disso,
Yang (2008) obteve maiores rendimentos com 20 min no processo de extragao
de carboidratos em banho ultrassoénico.

Em maiores tempos de extracdo, o equipamento tende a aquecer,
aumentando a temperatura da amostra. Como um dos objetivos é a otimizacgao
do processo de extracao de carboidratos, menores tempos tornam-se mais
viaveis e ainda quando se relaciona tempo e poténcia elevada aumenta-se a
viscosidade da amostra, pode-se observar na Figura 5 o meio amostral com alta
viscosidade.
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Figura 5 - Ensaio de tratamento Ultrassdnico amostra de FAD.agua™
Fonte: Autoria prépria.

A variavel temperatura ndo apresentou efeito significativo na resposta
avaliada, de modo que foi fixada em 15 °C nas préximas etapas do estudo, sendo
controlada com um banho termostatico de refrigeracdo com circulagéo, na
intencdo de nao permitir o aquecimento elevado da biomassa, devido a alta
temperatura ser um fator a ser considerado na degradagao de polissacarideos
(ZHU et al., 2010).

5.2.3 Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 23

Em funcado das considerages expostas para o PFF 24, foi elaborado o
DCCR 23 (3 pontos centrais, total de 17 ensaios) para a maximizagao da extragéo
de carboidratos do FAD, considerando as variaveis: razdo FAD.agua"' (30 a 100
g. L"), poténcia (200 a 400W), tempo de sonicagéo (10 a 20 min), apresentados
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na Tabela 7, (matriz de ensaios) bem como as respostas obtidas para a

concentracao de CHO.

Tabela 7- Planejamento Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 23 com os
niveis reais (parenteses), codificados e resposta de CHO.

Ensaio X12 x2° X3° y°©
1 1 (44,17) 1 (320,24) 1 (12,02) 0,23 £ 0,02
2 1(85,83) -1 (320,24) 1(12,02) 0,29 + 0,01
3 1 (44,17) 1(379,76) 1(12,02) 0,47 + 0,06
4 1(85,83) 1(379,76) 1 (12,02) 0,47 £ 0,02
5 1 (44,17) -1 (320,24) 1(17,97) 0,11 £ 0,01
6 1(85,83) -1 (320,24) 1(17,97) 0,26 + 0,01
7 1 (44,17) 1(379,76) 1(17,97) 0,50 £ 0,02
8 1(85,83) 1(379,76) 1(17,97) 0,29 + 0,01
9 -1,68(30)) 0 (350) 0 (15) 0,57+ 0,02
10 1,68 (100) 0 (350) 0 (15) 0,30 £ 0,01
11 0 (65) -1,68(300) 0 (15) 0,45 + 0,02
12 0 (65) 1,68 (400) 0 (15) 0,52 + 0,01
13 0 (65) 0 (350) 1,68 (10) 0,50 + 0,01
14 0 (65) 0 (350) 1,68 (20) 0,60 + 0,01
15 0 (65) 0 (350) 0 (15) 0,41 + 0,00
16 0 (65) 0 (350) 0 (15) 0,37 + 0,01
17 0 (65) 0 (350) 0 (15) 0,40 + 0,01

Nota: 2Razdo FAD.agua (g. L"'); PPoténcia (W); “Tempo (min); cCarboidratos (g de CHO. g
" de FAD) * desvio padrio.

Fonte: Autoria prépria.

Pode-se observar que as concentragdes de carboidratos variaram de 0,11
a 0,60 g de CHO. g' de FAD nos ensaios 5 e 14, respectivamente. Comparando-
se os resultados do PFF com o DCCR, verificou-se um acréscimo nas respostas
obtidas (0,48 para 0,60 g de CHO. g' de FAD), sendo que no PFF a maior
concentragao foi no nivel inferior das variaveis razdo FAD.agua™ (100 g.L ") e
temperatura (50 °C) e no nivel superior das variaveis poténcia (300 W) e tempo
(830 min) ja no DCCR foi obtido maior rendimento no ponto central com
concentragdo menor de FAD (65 g.L-') e tempo de 20 min (ensaio 14). Em estudo
realizado por Wang; Wang (2004), os autores relataram que o 6timo para a
extracao carboidratos do arroz com o uso de sonda ultrassonica esta entre 15 e
30 min, o que explica o aumento na extragdo quando aplicado o tempo de 20

min.
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Na Tabela 8, € possivel verificar que as variaveis estudadas neste
planejamento ndo apresentaram efeitos significativos ao nivel de significancia de
5% (p<0,05).

Tabela 8 - Efeitos e Coeficientes de Regressdo das variaveis estudadas em relagao a
resposta de carboidratos extraidos (g de CHO.g"' de FAD)

Efeitos das variaveis estudadas para Coeficientes de Regressao das
aresposta de CHO (g de CHO.g' de | variaveis estudas para a resposta CHO
Fatores FAD) (g de CHO.g™" de FAD)
Efeito Psgigo t(6) p-valor Rzgféégaeo peargo 7 pevalor
Média 0,40 0,08 5,34  0,0003* 0,40 0,08 5,34 0,0003*
x2 (L) -0,07 0,07 -1,05 0,3164 -0,04 0,04 -1,05 0,3164
x1? (Q) -0,04 0,08 -0,56  0,5883 -0,02 0,04 -0,56 0,5883
x2® (L) 0,13 0,07 1,86 0,0922 0,07 0,04 1,86 0,0922
x22 (Q) -0,01 0,08 -0,10  0,9193 0,00 0,04 -0,10 0,9193
xs¢ (L) -0,03 0,07 -0,39  0,7061 -0,01 0,04 -0,39 0,7061
X3¢ (Q) 0,04 0,08 0,52 0,6145 0,02 0,04 0,52 0,6145

Nota: 2Razdo FAD.agua (g L™); PPoténcia; “Tempo (min); L- termos lineares; Q- termos
quadraticos. *Significativo a (p<0,05).
Fonte: Autoria prépria.

Para a Analise de Variancia (ANOVA) foram considerados os termos
lineares e quadraticos das variaveis estudadas; os resultados estdo
apresentados na Tabela 9.

Tabela 9 - ANOVA do modelo quadratico para predigio de CHO (g de CHO. g de FAD) do
DCCR

ANOVA- TRATAMENTO ULTRASSONICO 2

Fonte de Caboidzatos
Variagio (g de CHO. g de FAD)
sSQ? GLb MQ° F Calc F tabelado p-valor
Regresséao 0,09 6 0,02 0,93 3,21 0,515
Residuos 0,17 10 0,02
Total 0,27 16 0,02

Nota: 2Soma dos quadrados; *Graus de Liberdade; “Minimos quadrados
R2=35,77%

Fonte: Autoria prépria.
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Mesmo com o aumento do rendimento de CHO extraidos, na analise de
variancia (ANOVA) (Tabela 9), o Fcalcuiado N0 foi significativo (p=0,515) e o
percentual de variagdo explicada pelo modelo foi baixo (R? = 35,77%), n&o

possibilitando gerar um modelo e uma superficie de resposta para o processo.

Entretanto, pode-se indicar a condigdo do Ensaio 14, razdo FAD.agua™
(65 g.L "), poténcia (350 W) e tempo (20 min), que apresentou 0,60 g de
CHO. g 'de FAD. Este ensaio, apresentou melhor resultado em concentragdes
de carboidratos extraidos e um rendimento de 97,88%, nas condicbes
estudadas, trabalhando com tempo razoavelmente curto e poténcia menor que

o nivel maximo estudado.

53 EXTRAGAO DE CARBOIDRATOS DO FARELO DE ARROZ
DESERGORDURADO POR TRATAMENTO HIDROTERMICO

Foi realizado primeiramente um DCCR 23 para avaliar a influéncia de trés
variaveis na extracdo de carboidratos no tratamento hidrotérmico,

posteriormente para a otimizagdo da extracao realizou-se um DCCR 22.

5.3.1 Primeiro Planejamento - (DCCR) 23

Na Tabela 10 sdo apresentados os ensaios com os valores reais (entre

parénteses) e codificados, e as respostas de carboidratos.
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Tabela 10 - Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 2® com niveis reais e
codificados das variaveis e resposta de carboidratos.

Ensaio X142 x2° X3° y1¢
1 -1 (100) -1(3,8) -1(20,12) 0,25 +£0,020
2 1 (200) -1(3,8) -1(20,12) 0,17 £ 0,003
3 -1 (100) +1(6,2) -1(20,12) 0,18 £ 0,001
4 +1 (200) +1(6,2) -1(20,12) 0,16 £ 0,006
5 -1 (100) -1(3,8) +1 (49,88) 0,21 £ 0,008
6 1 (200) -1(3,8) +1 (49,88) 0,20 £ 0,002
7 -1 (100) +1(6,2) +1 (49,88) 0,20 £ 0,006
8 +1 (200) +1(6,2) +1 (49,88) 0,17 £ 0,006
9 -1,68 (66) 0 (5) 0 (35) 0,28 £0,108
10 +1,68 (234) 0 (5) 0 (35) 0,17 £ 0,005
11 0 (150) -1,68 (3) 0 (35) 0,26 + 0,007
12 0 (150) +1,68 (7) 0 (35) 0,21 + 0,002
13 0 (150) 0 (5) -1,68 (10) 0,12 £ 0,002
14 0 (150) 0 (5) +1,68 (60) 0,19+ 0,003
15 0 (150) 0 (5) 0 (35) 0,18 + 0,001
16 0 (150) 0 (5) 0 (35) 0,19 + 0,003
17 0 (150) 0 (5) 0 (35) 0,20 + 0,004

Nota: 2Razdo FAD.agua" (g.L"); PpH; “Tempo (min); ¢ Carboidratos (%) (g de CHO.g™" de
FAD) * desvio padréo.
Fonte: Autoria prépria

Pode-se observar na Tabela 10 que a concentracdo de carboidratos
extraidos variou de 0,12 a 0,28 g de CHO. g de FAD, nos ensaios 13 (razao
FAD. agua' em 150 g. L', pH 5, tempo de 10 min) e 9 (66 g.L™!, pH 5, tempo de
35 min), respectivamente. Os autores Kurdi e Hansawasdi (2015) descreveram
que oligossacarideos do farelo de arroz podem ser liberados facilmente em pH
entre 4,0 e 7,0, podendo diminuir esta concentracdo quando em pH menor.

Realizando o tratamento dos resultados do DCCR, foi possivel obter os

coeficientes de regresséo, apresentados na Tabela 11.
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Tabela 11 - Coeficientes de regressio para a resposta CHO (g de CHO. g de FAD) para o
primeiro DCCR

Fatores Re(g:;:::sgg Erro Padréao t(7) p-valor
Média 0,19 0,02 16,34 0,0000*
x12 (L) -0,02 0,01 -4,17 0,0018*
x12 (Q) 0,00 0,01 1,43 0,1817
x2° (L) -0,01 0,01 -2,87 0,0165*
x2? (Q) 0,01 0,01 1,99 0,0737
x3¢ (L) 0,00 0,01 1,76 0,1088
Xs® (Q) -0,01 0,01 -2,72 0,0214*

Nota: ?Razdo FAD.agua' (g.L"); PpH; ‘Tempo (min); L- termos lineares; Q- termos
quadraticos; p-valor (p<0,05).
Fonte: Autoria prépria

A variavel razdo FAD.agua' e pH apresentaram efeitos significativos e
negativos sobre a resposta estudada; o tempo apresentou efeito positivo dentro
da faixa estudada, mas néo foi significativo (p<0,05) (Tabela 10), de modo que
menores pH e concentracbes de biomassa, dentro das faixas estudadas,

levaram ao acréscimo da resposta.

Considerando-se o0s parametros significativos (p<0,05) obteve-se a
Equacdo 3, que representa o modelo quadratico da concentracdo de

carboidratos em func&o das variaveis do segundo DCCR.

[CHO] (g de CHO. g de FAD) = 0,21 — 0,02.x1 - 0,01.x2 - 0,02.x32  (3)

Para a (ANOVA) foi considerado os termos lineares da raziao FAD. agua
e pH e o termo quadratico da variavel tempo, os resultados estdo apresentados
na Tabela 12.
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Tabela 12 - ANOVA do modelo quadratico para predigdo de CHO (g de CHO.g™' de FAD) do
primeiro DCCR do Tratamento Hidrotérmico

ANOVA- TRATAMENTO HIDROTERMICO |

Caboidratos
Fonte de (g de CHO. g*' de FAD)
Variagao
SQa GLp MQ. F Calc F tabelado p-valor
Regressao 0,017 3 0,006 9,682 3,411 0,001263
Residuos 0,007 13 0,0006
Total 0,024 16 0,002

aSoma dos Quadrados; Pgraus de liberdade; ‘quadrados médios; p-valor (p<0,05).
R?=69,08%
Fonte: Autoria prépria

Como Fcalculado para a regressao foi significativo (p=0,002) e o percentual de

variagédo explicada pelo modelo foi adequado (R?=69,08%), foi possivel gerar

as superficies de resposta e curvas de contorno, apresentadas nas Figuras 6, 7
e 8.

H 25
N 24
& | Ho2

"| 30,20
M 0,18
B (6

20 15 1,0 05 00 05 10

Razdo FAD. agua™

(a) (b)

Figura 6 - Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) razdo FAD.agua e pH.
Nota: Razdo FAD. agua™ (g.L™"); pH; [CHO] (g de CHO. g de FAD)
Fonte: Autoria prépria.

20
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A superficie (a), Figura 1, indica que quando diminui a razao FAD. agua’
e pH, ou seja, quando estas variaveis passam do nivel superior para o inferior,

aumenta a concentracao de carboidratos extraidos.

(24
Ly
B g2
3 0,18
B o116
, | 014
vy H 12

tempo

0,00

Razéo FAD. agua™

(a) (b)

Figura 7 - Superficie de resposta (a) e diagrama de contorno (b) tempo e razio FAD. agua™.
Nota: Razdo FAD. agua™ (g.L"'); Tempo (min); [CHO] (g de CHO. g*' de FAD)
Fonte: Autoria prépria.

A superficie (a), Figura 7, é a relagao entre o tempo e a razao FAD.agua™ ',
onde pode-se observar que quando a variavel tempo se encontra no ponto
central mostra uma regido otimizada, assim como quando a razdo FAD. agua’
passa do nivel superior para o inferior, aumentando as concentragdes de
carboidratos extraidos.



tempo

" 188 0,00
pH

(a) (b)

Figura 8 - Superficie de resposta (a) e diagrama de contorno (b) tempo e pH.
Nota: pH; Tempo (min); [CHO] (g de CHO. g de FAD)
Fonte: Autoria proépria.

A superficie (a), Figura 8, apresenta a relacéo entre o tempo e pH, observa-
se que quando o pH diminui e a tempo esta em seu ponto central (35 °C)
aumenta a concentragao de carboidratos na extragéo.

Com base nos resultados deste DCCR e avaliando as superficies, foi
proposto um novo planejamento em busca de otimizar o processo. Desta
maneira, como se obteve uma regido otimizada para o tempo, este foi fixado em
35 min, e a variavel FAD.agua™ teve os niveis alterados; como a analise de
efeitos mostrou que menores concentracdes de biomassa apresentam maiores

rendimentos, estas variaveis foram redefinidas para a faixa de 40 a 100 g.L".

Em relacido ao pH, optou-se por ndo alterar os niveis, tendo em vista que
faixas menores de pH poderiam ocasionar degradagao do material extraido e até
mesmo extrair outros compostos, como no caso de algumas proteinas que séo
precipitadas a pH acido (LUPATINI, 2016).

—‘
_._‘

1,68
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5.3.2 Segundo Planejamento - DCCR 22

Na Tabela 13 esta apresentada a matriz de ensaios com niveis reais e

codificados das variaveis e respostas de carboidratos extraidos.

Tabela 13 - Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 22 para o tratamento
hidrotérmico.

Ensaio X412 x2° y1©
1 -1 (48,73) -1 (3,58) 0,25+ 0,013
2 1(91,27) -1 (3,58) 0,25 + 0,012
3 -1 (48,73) 1(6,41) 0,13 + 0,004
4 1(91,27) 1(6,41) 0,20 £ 0,010
5 -1,41 (40) 0 (5) 0,21 + 0,050
6 1,41 (100) 0 (5) 0,17 + 0,003
7 0 (70) 1,41 (3) 0,27 + 0,014
8 0 (70) 1,41 (7) 0,20 + 0,023
9 0 (70) 0 (5) 0,14 + 0,003
10 0 (70) 0 (5) 0,16 0,018
11 0 (70) 0 (5) 0,17 + 0,015

Nota: ?Razido FAD. agua™ (g L™"); PpH; “Resposta em carboidratos (g de CHO .g™"' de FAD) *
desvio padrao.
Fonte: Autoria prépria.

Observa-se que os rendimentos variaram de 0,13 a 0,27 (g de CHO. g"' de
FAD) ensaios 3 (com razdo FAD.agua'de 48,73 g.L" e pH 6,41) e 7 (com razdo
FAD.agua' de 70 g.L-" e pH 3), respectivamente. Comparando com o primeiro
planejamento observa-se que ndo houve acréscimo em relagéo a concentragao

de carboidratos extraidos.

Os termos (lineares e quadraticos) das variaveis razdo FAD. agua™ (g.L™")
e pH, ndo foram significativos (p<0,05) (Tabela 14) para extragao de carboidratos

nas condi¢des estudadas no planejamento Tabela 13.
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Tabela 14 - Coeficientes de regressio para a resposta CHO (g de CHO. g de FAD) para o

segundo DCCR

Tratamento Hidrotérmico Il

Fatores R Coef. I?e Erro Padrao t(6) p-valor
egressao

Média 0,15 0,02 7,57 0,0002

x12 (L) 0,00 0,01 0,16 0,8737

X12(Q) 0,01 0,01 1,28 0,2455

x2° (L) -0,02 0,01 -1,61 0,1582

x2* (Q) 0,02 0,01 1,40 0,2088

Nota: Razdo FAD agua (g L); PpH; L- termos lineares; Q- termos quadraticos; p-valor

(p=<0,05).
Fonte: Autoria prépria

Para a Analise de Variancia (ANOVA) foram considerados os termos

lineares e quadraticos da razdo FAD. agua™ (g.L"), pH, os resultados s&o

apresentados na Tabela 15.

Tabela 15 - ANOVA do modelo quadratico para predigdo de CHO (g de CHO. g*' de FAD)
do segundo DCCR do Tratamento Hidrotérmico.

Caboidratos
Fonte de (g de CHO. g “'de FAD)
Variagédo
SQa GLb MQc F Calc F tabelado p-valor
Regressao 0,007 4,000 0,002 1,360 4,534 0,350089
Residuos 0,007913 6 0,00132
Total 0,015088 10 0,002

aSoma dos Quadrados; Pgraus de liberdade; “Quadrados Médios; p-valor (p<0,05).

R2=47,55 %
Fonte: Autoria prépria.

Mesmo aumentando o rendimento de CHOs extraidos, realizando a analise

de variancia (ANOVA), o Fcalculado N&0 foi significativo (p=0515) e o percentual de

variagao explicada pelo modelo foi (R? = 35,77%), nédo possibilitando gerar um

modelo e uma superficie de resposta para o processo.
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5.3.2.1 Validacdo das condicbes otimizadas de extracdo por tratamento

hidrotérmico

A validagado das melhores condigdes de processo, definidas a partir dos
planejamentos realizados para a extragao de carboidratos do farelo de arroz foi
realizada em triplicata (Tabela 16). A razdo FAD.agua™ (g.L™") foi fixada em 100
g.L" e 0o pH em 6, por ser o pH mais proximo da suspens&o. Segundo Kurdi;
Hansawasdi (2015) que realizou a extragao de oligossacarideos de misturas de
farelo de arroz e mandioca, oligossacarideos podem ser liberados em todos os

pHs, porém o autor apresenta que a eficiéncia é baixa em pH 4.

Kurdi e Hansawasdi (2015) trabalharam com tempo de 30 min de extragao,
apresentando resultados de di e trissacarideos presentes no extrato. Tendo em
vista os resultados obtidos pelo autor citado acima e avaliando a superficie de
resposta € possivel observar que no tempo de 35 min a resposta de CHO
aumenta significativamente, portanto, o tempo foi fixado em 35 min para o

processo de validagao.

Tabela 16 - Triplicata dos ensaios de validagado do tratamento hidrotérmico

Ensaio CHO Totais [g de CHO. g' de FAD]
1 0,46 + 0,01
2 0,48 £ 0,03
3 0,46 + 0,02

Fonte: Autoria prépria

Os resultados podem ser comparados com os de Sunphorka et al. (2012)
sendo que os autores realizaram extracdo de agucares e proteinas do farelo de
arroz desengordurado, obtendo uma concentragdo de agucares em torno de
0,40 g.g" de farelo, nas condigbes de temperatura de 200 °C, tempo de 79 min
e pressdo de 7 MPa). As condigbes utilizadas nesse trabalho foram mais
amenas, temperatura de 121,1°C, tempo de 35 min e 1 atm, com resultados
superiores 0,46 (g de CHO. g' de FAD) aos obtidos por Sunphorka et al. (2012),

com rendimento maximo de 75,04% de carboidratos extraidos.
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5.4 COMPARACAO ENTRE OS DOIS METODOS DE EXTRAGCAO POR
SONDA ULTRASSONICA E TRATAMENTO HIDROTERMICO

No rendimento dos tratamentos realizados para a extragdo dos
carboidratos, verificou-se que foi possivel a obteng¢ao de maiores concentragdes
com o tratamento ultrassénico, apresentando um rendimento global de 97,87%
em relagao ao teor de carboidratos totais (61,3%) presentes no FAD. A extragéo
conduzida por tratamento hidrotérmico apresentou rendimento inferior, sendo de

78,30% de carboidratos extraidos.

Outros autores encontraram rendimentos proximos ao obtido quando
realizaram tratamentos com sonda ultrassénica, como Wang e Wang (2004) que
realizaram extragao de amido da farinha de arroz, obtendo um rendimento entre
79,8 a 86,7%. Ja Yongjiang et al. (2009) realizaram extragéo de polissacarideos
de Poria cocos com o uso de NaOH e auxilio de ultrassom obtendo rendimentos
de 82,3%.

5.5 IDENTIFICAGCAO DE GRUPOS FUNCIONAIS POR ESPECTROSCOPIA DE
INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

Quando se avalia uma amostra por FTIR pode-se obter os estiramentos e
deformagdes da molécula em estudo, que no caso, séo ligagbes ao longo da
cadeia de polissacarideos que pode ser analisada de forma qualitativa
(FREITAS, 2010). Neste trabalhado, foi avaliado os carboidratos extraidos do
FAD e equiparados com outros carboidratos conhecidos, como xilose,
estaquiose, ribose, rafinose, maltose e frutose.

Na Figura 4 sao apresentados os espectros padroes de FTIR de
monossacarideos, dissacarideos e oligossacarideos, para avaliagdo em relagao

a amostra de carboidratos do FAD, extraidos por tratamento hidrotérmico.
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Figura 9 - Espectros do FTIR de oligossacarideos, di - monossacarideos
e carboidratos do FAD.
Fonte: Autoria prépria.

Nota-se uma banda a 3319 cm™' que pode ser atribuida a um estiramento
vibracional do grupo O-H de agua e alcoois, observa-se uma simetria neste
comprimento de onda com os padrées de maltose e estaquiose, correspondente
ao mesmo grupo funcional. Santos e Morais (2015) analisaram a casca de
laranja seca por FTIR e encontraram uma extensa absor¢do no comprimento de
onda 3436 cm™ correspondente a vibragdes de alongamentos de grupos O-H a
interacdo inter e intramolecular da ligagcdo de H dos compostos poliméricos,
associagcdes macromoleculares, tais como alcoois, fendis e acidos carboxilicos,
como também em pectina, celulose e lignina, mostrando a presenga de grupos

hidroxidos livres.

Observa-se, na regido de comprimento de onda 2921 cm™ uma banda

caracteristica de um estiramento de vibragdes simétricas e assimétricas de
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grupos C-H, metilas e metilenos. Ao mesmo, verifica-se uma simetria com os
demais agucares analisados. Periotto (2012) atribui esse comportamento a
vibragbes de carbonos primarios e secundarios, que geralmente possuem um
comprimento de onda entre 2960 a 2850 cm™'. No entanto, Nor et al. (2017)
apresentaram vibracdes de C-H com absorgéo em 1400,9 e 1466,2 cm™" quando
avaliado polissacarideos extraidos de coco seco, porém caracteristicos de uma
deformagao vibracional. Todavia, quando ocorre alongamento na cadeia de
hidrocarbonetos com atomos de carbono estruturais em cadeias abertas e
fechadas observa-se C-H a um comprimento de onda de 2927 cm™' (SANTOS e
MORAIS, 2015).

No comprimento de onda de 1649 cm™ pode ser atribuido ao
estiramento vibracional de C=0 correspondente a ligagéo forte de carbonilas, o
mesmo estiramento e comprimento de onda, pode ser observado nas amostras
de estaquiose e rafinose. Tavares et al. (2011) analisou mucilagem de inhame
liofilizado por FTIR e observou as mesmas caracteristicas de C=0, no
comprimento de onda 1680 a 1630 cm™'. Entretanto, Nor et al. (2017) em sua
pesquisa obteve deformagdes vibracionais de C=0 em uma absorcdo de
1747,3 cm™', caracterizando como possivel presenca de ésteres.

No comprimento de onda de 1.006 cm™', verificou-se largo estiramento
caracteristico de vibragbes C-O, geralmente estas bandas possuem vibragdes
em absorgées de 900 a 1300 cm™, caracteristicas de alcoois (TAVARES et al.,
2011). Vibragbes com deformagdo angular na absorgdo de 1029 cm-' foram
observadas por Freitas (2010), sendo caracteristica de estiramento de ligagdes
de C-0O, podendo ser atribuido a presenca de alcoois.

Na amostra avaliada percebe-se simetrias em relagdao aos CHOs do
FAD, pode-se dizer que é um indicio da presenca destes mono, di e
oligossacarideos, nao podendo afirmar a presenga deles.

Nos comprimentos de onda de 1640 cm™' caracteristico de amida | e
1530 cm' amida Il, que indicam a presenca de proteinas Nor et al. (2017). Neste
trabalho ndo foram observados esses picos, no entanto, pode ocorrer
deslocamentos e o pico de 1649 cm-', ainda pode ser resultante de amidas,

podendo ser caracteristica de impurezas do processo.
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5.6 IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DE CARBOIDRATOS POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ULTRA- ALTA EFICIENCIA (UHPLC)

Para analise cromatografica a amostra foi inicialmente hidrolisada. E
possivel verificar que o principal monossacarideo existente era a glicose (Figura
10). Bai et al. (2015) determinou oligossacarideos e monossacarideos em vinho
de arroz por cromatografia e identificou que os teores de glicose eram superiores
aos demais carboidratos, com o método utilizado foi possivel determinar

monossacarideos e oligossacarideos na faixa de 0,27 a 0,87 mg.L™".

Através do cromatograma (Figura 10), pode-se verificar que o tempo de
retencdo da glicose foi de aproximadamente 8,9 minutos, e quanto maior a area

do pico, maior a concentragdo de glicose, ou seja, maior a intensidade do sinal.
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Figura 10 - Cromatograma obtido a partir dos carboidratos hidrolisados extraidos do FAD.
Fonte: Autoria prépria.

A concentragdo de glicose presente na amostra, foi calculada pela
equacao da reta da curva padrao de glicose (Figura 11), na qual y representa a
area do pico e x representa as concentragdes de glicose. As areas dos picos
foram integradas no cromatografo e posteriormente determinado o teor de

glicose na amostra.
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Figura 11 - Curva padrao de glicose
Fonte: Autoria prépria.

Com o método utilizado foi possivel quantificar apenas a glicose, com
teor de 0,5 + 0,06 (g de glicose. g' de CHO). Kurdi e Hansawasdi (2014)
identificaram carboidratos de mistura de farelo de arroz e mandioca, no método
que os autores utilizaram identificaram outros carboidratos, como galactose,
arabinose e manose, no qual nao foi identificado na amostra.

Na figura 12, é apresentado o cromatograma padrao da estaquiose, cujo
tempo de retencdo € de 6,51 min, que coincide com o tempo de retencédo do
maior pico observado no cromatograma dos carboidratos hidrolisados do FAD
(Figura 10). Porém, este pico € maior que o de glicose, apresentando uma area
de 214,42 uRIU. Min, comportamento que ndo era esperado uma vez que o
componente majoritario do farelo de arroz € o amido (72 a 82%) (WALTER;
MARCHEZANLL; AVILALL, 2008). No entanto, pode-se dizer, qualitativamente,
que o oligossacarideo estaquiose esta presente no hidrolisado dos carboidratos
do FAD.
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Figura 12 - Cromatograma padrao de estaquiose
Fonte: Autoria prépria.

Foi obtido o cromatograma de estaquiose (Figura 12), no entanto, n&o foi
possivel quantificar. Outro ponto a ser analisado séo os efeitos do fluxo da fase
movel, que este pode ser um determinante para verificar a presencga de outros
carboidratos. A concentracdo da amostra analisada também pode ser um outro
fator que limita os picos serem apresentados no cromatograma (WEI; DING,
2000).
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6 CONCLUSOES

No estudo sobre comparacgao entre métodos fisicos de extragcao por sonda
ultrassdnica e tratamento hidrotérmico de carboidratos do FAD, o tratamento
ultrassénico se demostrou mais eficiente no rendimento (97,87%) de
carboidratos extraidos. Com a aplicagdo do planejamento experimental foi
possivel observar que a poténcia exerce influéncia no rendimento da extracao
de CHO. E importante considerar que o método é rapido para a extracdo (20
min), ndo necessita de solventes organicos e que os residuos de extragdo n&o

necessitam de tratamentos.

No entanto, o tratamento hidrotérmico também apresentou bom
rendimento (75,04%), porém, € um tratamento mais demorado. Contudo, no
planejamento 23foi possivel obter um modelo para o processo de extragdo e com
isso é possivel acompanhar a resposta em funcao dos parametros avaliados em

outras condicoes.

Em relacao aos rendimentos concentracido de carboidratos obtidos nos
processos de extracdo, o método ultrassénico (60%) mostrou-se mais eficiente
em comparagao ao tratamento hidrotérmico (46%).

Na caracterizagdo dos carboidratos por FTIR, em analise aos grupos
funcionais do FAD e da estaquiose, conclui-se que pode haver presencga de
estaquiose no farelo de arroz. Porém avaliando os carboidratos hidrolisados, em
UHPLC néao foi possivel determinar a concentragao presente no farelo, apenas

concentragdes significativas de glicose 0,5 (g de glicose. g “'de CHO).

Por fim, para trabalho posteriores, sugere-se a avaliagdo destes
carboidratos como potenciais prebidticos e a validacdo de métodos de
identificacdo e quantificagdo de oligossacarideos por UHPLC, testando
diferentes fluxos de fase moével, tempo de retengao e concentragdes de CHO de
maneira que se possa detectar os oligossacarideos presentes no FAD com mais

exatiddo.
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