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Utilizacdo de ultrassom de baixa frequéncia na hidrolise
enzimatica de carboidratos do farelo de arroz
desengordurado

Use of low frequency ultrasound in enzymatic hydrolysis of
defatted rice bran carbohydrates

RESUMO

O arroz (Oriza sativa L.) é o segundo cereal mais consumido no mundo. Apds a extragdo da
fragdo lipidica, tem-se como subproduto deste cereal o farelo de arroz desengordurado
(FAD). Uma forma de melhor aproveitar este subproduto é efetuar a hidrdlise do amido
(50% do FAD), produzindo aglcar redutor (AR) que é matéria-prima para fermentagdes
alcodlicas. A hidrdlise enzimatica convencional é realizada em duas etapas, a primeira com
enzima alfa-amilase, seguido pela etapa com a enzima amiloglucosidase, sendo ambas
etapas realizadas em pH e temperaturas especificas. O ultrassom (US) de baixa frequéncia
produz cavitacOes que possibilitam o aumento da velocidade das reagGes quimicas, sendo
empregado para acelerar a reacdo de hidrdlise. Assim, objetivou-se realizar uma hidrdlise
enzimatica do FAD em uma Unica etapa, utilizando pH e temperatura comum para as duas
enzimas, e utilizou-se ultrassom no meio reacional. Aplicou-se 70% de poténcia de US na
frequéncia em um reator enzimatico com 200 g de FAD.L?, adicionando-se as enzimas
conjuntamente, e manteve-se agitacdo mecanica em 50 RPM, pH 6,0 e 60 °C. Apds 4,0 horas
de reacdo obteve-se uma producdo de AR que foi quantificado pelo método DNS. O
resultado corresponde a um avango em relagdo aos dados disponiveis na literatura.

PALAVRAS-CHAVE: Hidrdlise enzimatica assistida. Ondas ultrassonicas. Arroz. Amilase.

ABSTRACT

Rice (Oriza sativa L.) is the second most consumed cereal in the world. After extracting the
lipid fraction, defatted rice bran (FAD) is a by-product of this cereal. A better way to take
advantage of this by-product is to hydrolyze the starch (50% of DRB), producing reducing
sugar (RS), which is the raw material for alcoholic fermentations. Conventional enzymatic
hydrolysis is carried out in two steps, the first with @-amylase enzyme, followed by the step
with the enzyme amyloglucosidase (AMG), both steps being carried out at specific pH and
temperatures. Low-frequency ultrasound (US) produces cavitation in the medium that
increases the rate of a chemical reactions, being used to accelerate the hydrolysis reaction.
Therefore, the objective was to carry out an enzymatic hydrolysis of DRB in a single step,
using pH and temperature common to both enzymes, and ultrasound was applied in the
reaction environment at 70% of US power in frequency in an enzymatic reactor with 200 g
of FAD.L?, adding the enzymes together, and mechanical agitation was maintained at 50
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RPM, pH 6.0 and 60 °C. After 4.0 hours of reaction, a production of AR was obtained, which
was quantified by the DNS method. The result corresponds to an advance in relation to the
data available in the literature.

KEYWORDS: Enzymatic hydrolysis. Ultrasonic waves. Rice. Amylase.

INTRODUCAO

O arroz (Oriza sativa L.) é o segundo cereal mais cultivado no mundo e um
dos alimentos mais importantes para a nutricdo humana, é constituido
principalmente por amido, apresentando quantidades menores de proteinas,
lipidios, fibras e cinzas (Sosbai, 2016; Zhou et al., 2002). Segundo a Companhia
Nacional de Abastecimento, em 2018/19 a safra nacional foi de 10,4 milhdes de
toneladas de arroz, sendo estimado para a safra 2019/20 uma produgdo de 11,1
milhdes de toneladas (CONAB, 2020).

O arroz é consumido principalmente em sua forma branca polida e tem como
subproduto o farelo de arroz, que corresponde a cerca de 10% da massa do grao
de arroz integral. A indUstria de arroz extrai a fracdo lipidica do farelo e tem como
resultado o farelo de arroz desengordurado (FAD), que é utilizado na fabricacdo de
racOes para alimentacdo animal ou para a producdo de fertilizante organico. A
composi¢do do FAD consiste em aproximadamente 13,34% de proteinas, 40,08%
de carboidratos (principalmente amido), 21,82% de lipideos, 16,99% de fibras
alimentares e 7,76% de teor de cinzas (Canan et al. 2011; Lacerda et al., 2010).

O amido presente no FAD ndo é passivel de fermentacdo, sendo necessario
realizar a hidrdlise prévia de suas cadeias para a obtencdo de acucares
fermentesciveis, ou seja, a hidrélise do amido resulta na liberagdo de agucar
redutor, essencial em fermenta¢bes. Os agUcares redutores liberados a partir do
amido podem ser utilizados para produgdo de etanol ou acido acético (vinagre)
(Bringhenti; Cabello, 2005).

Scipioni (2011) otimizou a hidrdlise do amido, utilizando amido de batata,
onde o amido foi hidrolisado pela acdo da enzima a-amilase (EC 3.2.1.1) a 90 °C,
pH de 5,5 a 6,0 por 120 minutos, seguido por a¢do da enzima amiloglucosidase (EC
3.2.1.3) a 60 °C pH 4,0 por 240 minutos. Embora a hidrélise enzimética tenha sido
eficiente, este processo requer duas etapas de hidrdlise enzimatica, ajustes de pH
e temperatura em cada etapa.

A utilizacdo do ultrassom (US) em tecnologia de alimentos é uma alternativa
sustentavel que oferece grandes vantagens em termos de produtividade,
rendimento e seletividade, com reducao do tempo de processamento, melhoria
da qualidade e garantia da seguranca de alguns produtos alimenticios. A utilizacdo
de ultrassom em reacGes de hidrdlise pode ser uma ferramenta simples e
importante no controle de agregacdo e/ou dispersdo de particulas. Em reagdes
enzimaticas o US é uma boa ferramenta a ser utilizada, podendo perturbar ligacdes
fracas; a cavitacdo gerada no meio reacional provoca agitacdo e pode facilitar o
encontro da enzima com o substrato, além de induzir a mudangas conformacionais
na estrutura das proteinas (Babicz, 2009; Chemat; Zill-E-Huma; Khan, 2011).

Portanto, o objetivo deste trabalho foi realizar a hidrdlise enzimatica do farelo
de arroz em uma Unica etapa, utilizando simultaneamente as enzimas B-amilase e
amiloglicosidase (AMG), aplicando ultrassom de baixa frequéncia no meio,
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visando reduzir o tempo de hidrélise e aumentar a liberacdo de acglcares
redutores.

MATERIAIS E METODOS

Utilizou-se farelo de arroz desengordurado (FAD) gentilmente cedido pela
Industria Riograndense de Oleos Vegetais (Pelotas-RS), que foi processado em
moinho de facas até obter particulas inferiores a 1,2 mm.

As enzimas utilizadas foram a a-amilase termoestavel (Termamyl 2X,
Novozymes) e amiloglucosidade (AMG 300L), fornecidas pela empresa LNF — Latino
Americana (Bento Gongalves-RS).

Para quantificar os aclcares redutores preparou-se o reagente DNS,
dissolvendo em 600 mL de dgua destilada: 10 g de hidréxido de sédio, 192 g de sal
de Rochelle (tartarato duplo de sédio potassio), 10 g de acido 3,5 dinitrossalicilico
(adicionado lentamente e agitando), e completado o volume da solugdo para 1,0 L
(Ghose, 1987).

A curva de calibracdo (concentracdo aclcares redutores em funcdo da
absorbancia) foi construida com solugdes padrio de glicose na faixa de 0,5 a 10,0
g.LY. Em tubos de ensaio adicionou-se 3,0 mL do reagente e 1,0 mL das solucdes
padrdo de glicose, agitou-se e levou-se a ebulicdo por 10 minutos, resfriou-se em
banho de gelo e completou-se o volume da mistura para 25 mL, efetuou-se
agitacdo e mediu-se a absorbancia a 540 nm.

Apds ensaios prévios determinou-se a seguinte execucdo do experimento:
Acoplou-se um reator de vidro encamisado a um banho termostatizado a 60 °C, e
este foi imerso em banho de ultrassom (Elmasonic, modelo P 120 H, Alemanha),
onde utilizou-se 70% da poténcia do equipamento e frequéncia de 37 kHz (Figura
1). Adicionou-se 30 g de FAD em 150 mL agua destilada com pH 6,0 (ajustado com
solucdo de 4acido citrico 0,1 M), e o meio reacional foi submetido a agitacdo
mecanica a 50 RPM. Assim que a temperatura se estabilizou em 60 °C, adicionou-
se simultaneamente 600 L de B-amilase e 1200 BIL de AMG, realizando a hidrdlise
por 1,0 hora. Decorrido o tempo reacional, mergulhou-se o reator em banho de
gelo para rédpido resfriamento do meio reacional, e centrifugou-se seu conteudo a
3500 RPM por 15 minutos a 4 °C. No sobrenadante quantificou-se os acucares
redutores produzidos em fung¢do do tempo de reacdo (0, 2, 3, 4 horas) utilizando o
método DNS, utilizando como controle, amostra de FAD ndo hidrolisada.

Figura 1 — Reator de hidrélise enzimdatica em banho ultrassdnico
(2]

1 —meio da reagdo enzimatica, 2 — agitador mecanico, 3 — banho ultrassonico, 4 —
entrada e saida de dgua de aquecimento. Fonte: Autoria prépria (2020).
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RESULTADO E DISCUSSOES

Os resultados da hidrélise enzimatica assistida por ultrassom em fung¢do do
tempo de hidrdlise podem ser observados na figura 2.

Figura 2 — Producgdo de acucares redutores (AR) em fun¢do do tempo de hidrdlise
enzimatica do farelo de arroz desengordurado, assistida por ultrassom.
65,5 68,8

70

AR (g.L1)

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0
tempo (horas)

Fonte: Autoria propria (2020).

Observa-se que a reacdo enzimatica praticamente se estabiliza apds 4,0 horas
(Figura 2) com uma producdo de AR de 68,8 g.L%, considerando que utilizou-se 30
g de FAD em 150 mL de dgua (200 g de FAD.L?), portanto, fazendo a raz3o entre a
concentracdo de AR e concentracdo de FAD, temos 0,34 g de AR . (g de FAD)™.
Deve-se ressaltar que o processo todo foi realizado em pH 6,0 e temperatura de
60 °C em uma Unica etapa.

Os pesquisadores Devi et al. (2012) que trabalharam anteriormente com
hidrélise de amido de farelo de arroz, efetuaram hidrdlise enzimatica do FAD em
duas etapas, necessitando de 4,5 horas para a hidrdlise, além dos tempos ndo
reportados para ajuste de pH e temperatura, e neste processo obteve-se 0,26 g de
AR.(g de FAD)™.

Zabotti (2014) efetuou hidrélise enzimatica de FAD em duas etapas, também
ajustando pH e temperatura em cada etapa, utilizando 5 horas para fazer toda a
hidrdlise, sem contabilizar o tempo de ajuste do pH e temperatura, e como
resultado também obteve 0,26 g de AR.(g de FAD)™.

CONCLUSOES

O processo de hidrélise enzimatica de amido que é comumente reportado na
literatura como em duas etapas, onde se faz necessario ajustar pH e temperatura
em cada etapa, pode ser substituido por um processo em uma Unica etapa
reduzindo tempo de reacdo, e com aumento no rendimento da reacdo de hidrélise.
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