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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo isolar as proteinas da farinha de arroz
pelo método enzimético, utilizando a enzima Termamyl®. Foram determinadas
as propriedades funcionais de solubilidade, capacidade de retencéo de agua e
Oleo, capacidade emulsificante, propriedades espumantes e digestibilidade in
vitro na farinha e no isolado protéico de arroz. O isolado protéico foi obtido apés
areacdo com a enzima Termamyl® durante 90 min a 97°C e posterior separacao
das proteinas por filtracdo e secagem a 35°C por 24 h obtendo um teor de
proteina de 91,2% em base seca, no isolado. Os valores das propriedades
funcionais da farinha de arroz foram: solubilidade de 17,8% em pH 10 e 6,2% em
pH 5; capacidade emulsificante de 1,13 mL de 6leo/g de proteina, capacidade de
absorcdo de agua de 2,46 g/g de amostra, capacidade de retencao de 6leo de
1,61 g/g amostra e digestibilidade in vitro da proteina de 57,6%. O isolado
protéico apresentou solubilidade de 7,4% em pH 11 e 1,1% em pH 4,5;
capacidade emulsificante de 3mL de 6leo/g de proteina, capacidade de absorgéo
de 4gua de 5,4 g/g de amostra, capacidade de retencdo de 6leo de 6,3 g/g
amostra e digestibilidade in vitro da proteina de 83,6%. Todas as propriedades
funcionais, exceto a solubilidade, foram melhoradas no isolado, quando
comparado com a matéria-prima.
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PROTEIN ISOLATE OF RICE FLOUR: CHARACTERIZATION E FUNCTIONAL
PROPERTIES

ABSTRACT
The aim of this study was to isolate proteins from rice flour using an enzymatic
method with the enzyme Termamyl®. The functional properties of solubility, water
and oil holding capacity, emulsifying capacity, foam property and "in vitro"
digestibility in flour and isolate were determined. The protein isolate was obtained
after the reaction with the enzyme Termamyl® during 90 min at 97°C. The slurry
was then filtered and dried at 35°C during 24 h, obtaining 91.2% of protein (dry
basis) in the isolate. The values of the functional properties presented by the rice
flour were: 17.8% solubility at pH 10 and 6.2% at pH 5; 1.13 mL oil/g of protein of
emulsifying capacity; 2.46 g/g of sample of water holding capacity; oil holding
capacity of 1.61 g/g of sample, and "in vitro" digestibility of 57.6%. The protein
isolate presented the following values: solubility of 7.4 % at pH 11 and 1.1% at
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pH of 4.5; emulsifying capacity of 3 mL oil/g of protein, water holding capacity of
5.4 g/g of sample and oil holding capacity of 6.3 g/g of sample and in vitro
digestibility of 83.6 %. All the isolate functional properties values, except the
solubility, were better than the raw material values.

KEYWORDS: Functional Properties. Rice Flour. Termamyl ®.

1. INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) € um dos cereais de maior importancia social e econémica
para o mundo, sendo responséavel pela alimentag&o de dois ter¢os da populagdo mundial [4].
De acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento, a safra brasileira 2010/2011 deve
ficar em torno de 12.628.000 toneladas superior em 8,3 % em relacdo a ultima safra. O Rio
Grande do Sul é o maior estado brasileiro produtor de arroz, a orizicultura gaucha contribui
com cerca de 64 % da produgé&o nacional [11].

No Brasil, o arroz ocupa um lugar de destaque por ser um alimento de grande valor
nutricional, altamente energético, contendo sais minerais e vitaminas do complexo B. O
beneficiamento deste grado gera uma série de graos quebrados, que submetidos ao processo
de moagem d&o origem a farinha de arroz [5,6].

A farinha de arroz vem sendo reconhecida como uma excelente fonte de proteinas
para a alimentagdo humana, devido a sua composi¢cdo de aminoacidos balanceada e
conteudo de lisina elevado quando comparada com as farinhas de outros cereais. As
propriedades da farinha de arroz séo: altamente nutritiva, hipoalergénica e saudavel para o
consumo humano [16,23].

A producéo de isolados protéicos de arroz consiste geralmente em isolar as proteinas,
a partir de seus subprodutos como a farinha ou o farelo, através de métodos enzimaticos ou
guimicos [8]. A modificacdo enzimatica pode ser empregada visando a melhoria da qualidade
nutricional e funcional de uma proteina. A hidrélise protéica pode ser realizada por meio de
enzimas, acidos ou alcalis. O método utilizado para isolar as proteinas tem efeitos importantes
nas suas propriedades, a hidrélise enzimética € mais adequada em relagdo aos métodos
guimicos quando a aplicacédo é dirigida a fins nutricionais.

As propriedades funcionais sdo particularidades fisico-quimicas dos alimentos que
colaboram para que tenham as caracteristicas desejadas pelo consumidor E indispensavel a
caracterizacdo dessas propriedades nos subprodutos que apresentam potencial para serem
comercializados, assim como a avaliacdo do efeito dos processamentos sobre tais
propriedades [19].

A adicdo de isolados protéicos nas formulacdes de alimentos é diversa. O uso da
farinha em pées e massas pode representar, por exemplo, um aumento no valor nutricional
destes produtos fornecendo beneficios, sem, contudo alterar significativamente, suas
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propriedades sensoriais. A estrutura-fungdo das proteinas também é interessante, pois,
aumenta as possibilidades de seu uso em diferentes tipos de alimentos (propriedades
espumantes, emulsificantes, estabilidade ao calor) e interagbes com outros componentes do
alimento [25].

Considerando a posi¢ao relevante que o arroz ocupa na dieta do brasileiro e a
crescente producdo de sua farinha em escala industrial, o objetivo do presente trabalho foi
obter um isolado protéico de farinha de arroz por via enzimatica e a determinacdo de suas

propriedades funcionais.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material

A farinha de arroz foi cedida pela empresa Cerealle Industria e Comércio de Cereais
LTDA (Pelotas, RS, Brasil). Foi utilizada uma a-amilase, Termamyl 120L® (fornecida pela
Novozymes), estavel na faixa de pH de 5,5 e 7, termicamente estavel, com temperatura 6tima
de 90°C.

2.2. Métodos

2.2.1. Caracterizacdo fisico-quimicadafarinhade arroz (FA) e do isolado protéico (IPFA)

A composicao quimica (umidade, proteinas, lipidios e cinzas) da farinha de arroz (FA)
e do isolado protéico (IPFA) foi realizada segundo as metodologias descritas pela AOAC [3],

todas as analises foram realizadas em triplicata.

2.2.2. Obtencao do isolado protéico de farinha de arroz (IPFA)

O isolado protéico de farinha de arroz (IPFA) foi obtido através do método de extracédo
enzimatica das proteinas da farinha de arroz, a partir de um modelo proposto por Morita e
Kiriyama [17]. O processo de obtencao constitui em dispersar 30 g de farinha de arroz em 150
mL de agua destilada e 0,3 mL da enzima Termamyl 120L sob temperatura ambiente, seguido
de agitacdo por 90 min a aproximadamente 97 °C, para que ocorresse a digestdo enzimatica
na mistura. A suspensao foi filtrada a vacuo com funil de Biichner e Kitasato. O precipitado foi
lavado trés vezes, com uma quantidade de 150 mL de agua fervente com o objetivo de
remover o xarope de agucar e residuos de enzimas. Posteriormente foi realizado um processo

de filtracdo, onde o precipitado foi submetido a trés lavagens com 150 mL de etanol de
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concentracdo 99%. Em seguida, foi filtrado a vacuo novamente, obtendo-se um novo
precipitado, sendo este submetido a um processo de secagem em estufa a 35 °C durante 24
h, tendo-se assim o isolado protéico de farinha de arroz seco (IPFA). O teor protéico foi
determinado pelo método de Kjeldahl.

2.2.3. Rendimento em massa e em proteina do processo de obtencdo do isolado

protéico de farinha de arroz

Tanto o rendimento em massa quanto o rendimento de proteina no isolado foram
determinados. O célculo do rendimento em massa relaciona a massa final do isolado com a
massa inicial de farinha, enquanto que o célculo do rendimento de proteina isolada relaciona

a massa de proteina no isolado com a massa de proteina inicial na matéria-prima.

Rendimento em massa:

massa do isolado
% RI = — x 100 (1)
massa inicial

Para determinar a massa de proteina isolada foi necessério realizar a secagem do
IPFA, para possibilitar a relacao desta com a proteina presente na matéria-prima, determinada
na caracterizagdo fisico-quimica da farinha de arroz. O teor de umidade considerado para a
realizacao destes calculos foi 10%, que é a umidade média dos IPFAs.

Rendimento em % proteina:;

massa de proteina no isolado
% PR = TR x 100 (2)
massa de proteina inicial

2.2.4. Determinagao das propriedades funcionais na FA e no IPFA

2.2.4.1. Solubilidade

A solubilidade (% S) foi determinada pelo método descrito por Morr et al. [18], com a
variagdo de pH nos valores de 3,0 a 9,0. Os teores de proteina total na reacdo e proteina
solavel no sobrenadante foram determinados pelo método de Kjeldahl, (N x 5,95) e pelo
método Lowry et al. [15], respectivamente. Através da Equacgéo 3 foi possivel determinar % S
da farinha e do isolado protéico de farinha de arroz.
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A X50
P
W /100

%S = x100  (3)

sendo: A a concentragdo de proteina no sobrenadante (mg/mL); W o peso da amostra (mg);
P a quantidade de proteina na amostra.

2.2.4.2. Capacidade emulsificante

A capacidade emulsificante (CE) foi realizada pelo método descrito por Okezie e Bello
[20]. O volume de 6leo separado em cada amostra foi medido diretamente no tubo. A diferenca
entre a camada de 6leo remanescente e a quantidade de 6leo adicionado foi expressa como
a quantidade de 6leo emulsificado por grama de proteina contida ha amostra, de acordo com

a Equacéo 4.

Quant. de 6leo emulsificado (mL)
CE = - (4)
massa de proteina (g)

2.2.4.3. Capacidade de absorgéo de agua e de 6leo

A capacidade de absorcéo de agua (CAA) e de 6leo (CAO) foram medidas segundo o
método descrito por Okezie e Bello [20]. Uma suspensdo com 1 g de amostra e 50 mL de
agua ou de 6leo foi homogeneizada e, em seguida centrifugada a 1500 x g durante 20 min,
desprezando-se o sobrenadante. A diferenca entre 0 peso da amostra antes e ap0s absor¢éo
de 4gua ou de 6leo foi tomada como a quantidade de Agua ou de 6leo absorvida. A capacidade
de absorcdo de agua ou de Oleo foi expressa como a quantidade de agua ou de Oleo

absorvidas por g de amostra.

2.2.4.4. Capacidade de formacgédo de espuma

A capacidade de formagdo de espuma (CFE) foi medida de acordo com o
procedimento apresentado por Coffmann e Garcia [10]. Uma suspenséao com 100 mL de agua
e 2 g de amostra foi agitada em agitador de haste por 5 min com agitacdo média. A dispersao
foi transferida para uma proveta graduada e a capacidade de formacdo de espuma expressa
como a percentagem (%) de aumento de volume baseando-se no volume inicial e ap6s a

formacao de espuma. A proveta contendo a espuma foi mantida em repouso a temperatura
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ambiente, medindo-se a estabilidade da espuma através da redugdo percentual do volume

em intervalos dos 30, 60, 90 e 120 min.

2.2.4.5. Digestibilidade de proteinas (% DP) da farinha de arroz e do isolado protéico de

farinha de arroz

A digestibilidade in vitro foi determinada adaptando o método descrito por Sgarbieri
[21]. A FA e o IPFA foram digeridos com as enzimas pepsina e pancreatina em seus pHs
otimos. A reacao foi interrompida por adicdo de &cido tricloroacético. Processos de
centrifugacao e filtracdo foram realizados; uma solucéo alcalina e o reagente de Folin foram
adicionados. A leitura foi realizada em comprimento de onda de 660 nm. A caseina foi utilizada
como controle. A digestibilidade encontrada para caseina foi tomada como padréo e seu valor
considerado como 100%. Os valores da digestibilidade da FA e do IPFA foram corrigidos e 0s
resultados expressos em porcentagem em base seca. A Equacéo 5 demonstra o céalculo para
obter a DP da FA e do IPFA.

% l:)digerida

% DP = x 100 (5)

0
A) Pna amostra

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Caracterizagdo fisico-quimica da farinha de arroz (FA)

A TABELA 1 apresenta os resultados (valores de triplicata) obtidos da composicao

centesimal da farinha de arroz.

Tabela 1: Composi¢éo quimica (base umida) da farinha de arroz.

Farinha Vieira et al. [28] USP [24]
Componentes
Cerealle
Umidade 7,8+ 0,03 9,3 1,6
Proteina 7,8+0,30 6,6 6,9
Lipidios 0,5+ 0,04 0,8 1,1
Cinzas 0,4 £ 0,05 0,4 0,7
Carboidratos* 83,5+ 0,42 82,9 79,7

*Obtidos por diferenca,
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De uma forma geral, os resultados obtidos assemelham-se aos dados citados na
literatura. Algumas diferencas encontradas podem ser explicadas pelo fato de que os fatores
abioticos (calor, frio, colheita, armazenamento, etc) durante o cultivo afetam a composicao do
gréo de arroz, bem como o préprio beneficiamento [26].

3.2. Isolado Protéico de Farinha de Arroz (IPFA)

O rendimento em massa do IPFA foi de 8,9 % e o rendimento em proteina de
maior extracdo protéica (91,2 % em base seca) foi de 93,3 %. Os valores encontrados de
proteina e de rendimento sdo promissores, levando em conta a quantidade inicial de proteina
na farinha (7,8 %) que, praticamente, se concentrou 10 vezes no isolado umido (82,1 %).

Estudos realizados por Vieira et. al. [26] com proteases alcangaram um valor de
rendimento de extrac@o protéica maximo de 63,4 %. Os pesquisadores Morita e Kiriyama [17]
utilizaram a enzima Termamyl 120L®, assim como o presente trabalho, e atingiram um valor
de mais de 90% de proteina pura em base seca.

Segundo Euber et al. [12], ao desenvolverem um método enzimético para producdo
de concentrado protéico soluvel de arroz utilizaram, primeiramente, uma a-amilase para
solubilizar e isolar o amido para, em seguida, extrair enzimaticamente as proteinas usando
diferentes tipos de proteases. Estes autores obtiveram rendimentos de extragéo que variaram
de 17 a 75,5%, dependendo do tipo de protease empregada (17% para papaina, 33,5% para
protease bacteriana neutra, 47% para protease bacteriana alcalina e 75% para pancreatina).

Alguns autores trabalharam com as enzimas amiloliticas a-amilase e glucoamilase e
observaram que quando a farinha foi tratada com essas enzimas, aumentos significativos em
conteudo protéico foram observados, indicando que o amido tinha sido removido efetivamente

e que, o amido permanecia o carboidrato majoritario na farinha enriquecida [23].

3.3. Propriedades Funcionais da FA e do IPFA

Os resultados encontrados para solubilidade protéica da FA e do IPFA estdo
apresentados nas curvas de solubilidade protéica, das Figuras la e 1b. A capacidade
emulsificante (CE), capacidade de absor¢éo de agua (CAA), capacidade de absorcao de 6leo
(CAO), capacidade de formacdo de espuma (CFE) e digestibilidade protéica (% DP)
apresentados pela FA e IPFA estdo esbocados na TABELA 3.

Tabela 3: Caracterizacdo Funcional da Farinha e do isolado Protéico de Arroz.
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Propriedade Funcional Farinha de Arroz Isolado protéico de Arroz

Capacidade Emulsificante

1,13 3,0
(mL éleo/g proteina)
Capacidade de absorcéo de agua
2,46 5,4
(g/g amostra)
Capacidade de absorcao de d6leo
1,61 6,3
(g/g amostra)
Capacidade de formacéao de . .
espuma (%)
Digestibilidade da proteina (%) 57,6 83,6

*Nao apresentou formacéo de espuma

3.3.1. Solubilidade (% S)

O perfil de solubilidade fornece o grau de desnaturacdo da proteina sofrida no
processo, quanto maior for a solubilidade menor sera o grau de desnaturagdo protéica. Esse
perfil d& uma indicacéo dos tipos de alimentos ou bebidas em que a proteina poderia ser
incorporada [1].

A variacdo da solubilidade das proteinas da FA e do IPFA em funcdo do pH esta
expressa nas Figuras 1a e 1b. Assim como na FA, o IPFA apresentou alta solubilidade em pH
elevado. Para a FA os menores valores de solubilidade foram observados em pH 5,0, o que
indica que o ponto isoelétrico das proteinas na farinha esta situado nesta faixa de pH.

A FA apresentou alta solubilidade em pH elevado.O aumento da solubilidade em pH
fortemente alcalino ocorre devido a predominancia de cargas negativas que geram forcas de
repuls@o eletrostatica capazes de promover a dissociacdo dos complexos e consequente
solubilizacdo da proteina [21].

Os valores encontrados sao semelhantes aos reportados por outros autores que
atingiram a maior solubilidade entre 18 e 23 %, também em pH alcalino utilizando como
matéria prima a farinha de arroz [22,23].

Alguns autores apontam que a solubilidade protéica do arroz aumenta em pH alcalino
devido ao elevado teor de glutelinas presente. As glutelinas sdo proteinas que possuem

ligacBes de dissulfeto que séo solUveis apenas em solugdes acidas ou alcalinas [13,29].
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Figura 2(b): Curva da solubilidade protéica do IPFA

3.3.2. Capacidade Emulsificante (CE)

A capacidade emulsificante (CE) é um indice geralmente utilizado para medir a
habilidade de emulsGes formadas por proteinas ou peptideos, sendo definida geralmente
como volume de 6leo (mL) que pode ser emulsionado pela proteina ou peptideos antes que
a inversao de fase ou colapso da emuls&o ocorra [21].

Os valores apresentados na Tabela 3 evidenciam a baixa capacidade emulsificante
tanto da farinha de arroz como do isolado protéico. Segundo alguns autores, as proteinas do
arroz possuem baixa capacidade emulsificante devido a sua baixa solubilidade, grande
quantidade de ligaces dissulfeto e alta massa molar [2,14].

Apesar de haver justificativa para baixos valores de capacidade emulsificante, alguns
autores encontraram resultados satisfatérios, como Wang et al. [28], que encontraram

capacidade emulsificante entre 39 e 43 mL de 6leo/g de isolado utilizando o arroz como
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matéria prima. No entanto esses resultados foram obtidos através de ajuste de pH e as

proteinas foram isoladas por métodos quimicos, onde a desnaturagéo protéica é mais branda.

3.3.3. Capacidade de Absorcéo de Agua (CAA) e de Oleo (CAO)

A absorcao de 4gua apresentada pelo isolado proteico foi superior quando comparada
com a da farinha de arroz. Segundo estudo realizado por Barbosa et al. [5], o valor encontrado
para a absorcdo de agua da farinha de arroz foi de 2,6 g/g de amostra, sendo o valor
encontrado no presente trabalho semelhante a este.

A capacidade de absorcao de dgua que as proteinas ou alimentos protéicos possuem
esta relacionada com a interacéo proteina-agua, com isso, a maior ou menor afinidade entre
proteina e a agua esta diretamente ligada a textura, viscosidade, geleificacdo e emulsificacéo.
A hidrofobicidade das proteinas ocupa o principal papel na absor¢édo de 0Oleo e favorece a
utilizacdo de alimento protéico na produgdo de carnes emulsionadas, linguicas, salsichas,

patés, bolos e massas [9].

3.3.4. Capacidade de Formacéo de Espuma (CFE)

A FA e o IPFA nédo apresentaram formacao de espuma. Diversas modificagbes foram
realizadas na metodologia proposta, testando outros equipamentos no lugar do agitador com
haste (liquidificador, vortex e mixer), mas mesmo assim ndo houve a formacdo de espuma.
Experimentos semelhantes foram realizados com as mesmas proteinas em diferentes
proporgdes, ajustando o pH e mesmo assim nao obtiveram resultados expressivos [7].

Alguns estudos apontam que propriedades moleculares de proteinas sao requeridas
para uma boa formacdo de espuma. A formacédo de espuma de base protéica envolve a
difusdo de proteinas sollveis em relagdo ao ar—interface da agua e troca de conformacéao
rapida e rearranjo na interface [27].

Baseando-se nesses estudos, pode-se observar que a proteina na sua forma mais
pura (IPFA) ndo deve realmente formar espuma, pois a auséncia de polissacarideos

impossibilita a formagé&o do filme necessério para o aprisionamento do ar.

3.3.5. Digestibilidade Protéica (% DP)

Observando a TABELA 3 constatou-se que o isolado obtido através do método
enzimatico obteve um valor de digestibilidade maior que a farinha que o originou, sugerindo
alteracdo das proteinas secas durante a preparacdo dos isolados. Um fator relevante no
estudo da digestibilidade é que a desnaturacdo parcial das proteinas durante a preparacdo
do isolado torna as proteinas mais susceptiveis ao ataque enzimatico e a hidrélise seja mais

eficiente [1].
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Diferencas na digestibilidade das proteinas podem surgir das diferengas naturais entre
proteinas constituintes dos alimentos, as quais podem ser modificadas pela presenca de
fatores fisiologicos. Os autores trabalharam com sementes de macuna (que contem entre 18
e 25% de glutelinas) e encontraram valores de digestibilidade entre 90,6 e 94,5% [1].

4. CONCLUSAO

Foi possivel obter um isolado protéico de farinha de arroz (IPFA) por via enzimética,
gue apresentou 91,2% de proteinas em base seca. Todas as propriedades funcionais, exceto
a solubilidade, foram melhoradas no isolado, quando comparado com a matéria-prima, o que
indica que o isolado pode ser utilizado, como ingrediente em um produto alimenticio para

aumentar seu valor nutricional e melhorar suas caracteristicas tecnolégicas.
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