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APRESENTACAO

O livro “Ensino e pesquisa em bioquimica” apresenta artigos de pesquisa na &rea
de microbiologia, bioquimica, processos bioquimicos e analises clinicas. O e-book contem
8 capitulos, que abordam temas sobre processos fermentativos, atividade antibi6tica de
extratos naturais, bioacumulagcdo de compostos quimicos na fauna, estudos de enzimas
associadas a patologias, caracterizacdo quimica de extratos naturais, aproveitamento de
produtos naturais na sintese de compostos quimicos de interesse industrial e utilizagdo de
softwares para gerenciamento de laboratorios cientificos.

Os objetivos principais do presente livro sdo apresentar aos leitores diferentes
aspectos das aplicagbes e pesquisas em processos bioquimicos, microbiologia e analises
clinicas de forma pratica, objetiva, atualizada e contextualizada.

Os artigos constituintes da colegéo podem ser utilizados para o desenvolvimento de
projetos de pesquisa, para o ensino dos temas abordados e até mesmo para a atualizagédo
do estado da arte nas areas descritas.

Apos esta apresentacao, convido os leitores a apreciarem e consultarem, sempre
que necessario, a obra “Ensino e pesquisa em bioquimica”. Desejo uma excelente leitura!

Erica de Melo Azevedo
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CAPITULO 1

CARACTERIZACAO DE COMPOSTO DOS
AMINOACIDOS PRESENTES EM FARELO DE
ARROZ FERMENTADO COM A LEVEDURA
SACCHAROMYCES CEREVISIAE

Data de aceite: 04/02/2021

Rander Lima de Souza

Instituto Federal de Educacéao, Ciéncia e
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RESUMO: O farelo de arroz contém
carboidratos, proteinas, lipidios, fibras, vitaminas
e sais minerais. Porém, ele possui enzimas que
hidrolisam o 6leo aumentando o conteudo de
acidos livres que promovem a formagéao de odor
e sabor de ranco. Por isso, a fermentagéo é uma
boa alternativa para produzir odor e sabor mais
agradavel além de enriquecer os substratos com
aminoacidos essenciais e proteinas. O objetivo
deste trabalho foi caracterizar a composi¢céo dos
aminodcidos do farelo de arroz fermentado com
Saccharomyces cerevisiae. Tratamos os farelos
com diferentes concentragcdes de levedura de
2%, 4% e 6% p/p durante 72 horas. Antes de
serem tratadas, as amostras sofreram um pré-
aquecimento. Os aminoéacidos foram identificados
qualitativamente por reacdo de Sakaguchi,
Xantoproteica, Hopkin-Cole e Aminoacidos
sulfurados. O farelo ndo fermentado foi utilizado
como controle. As analises de aminoacidos
mostraram as presengas de arginina, cisteina
tirosina e aminoacidos essenciais (triptofano
e fenilalanina) em farelos fermentados.

Ensino e Pesquisa em Bioquimica

Observamos que os aminoé&cidos arginina e
cisteina em concentragdes muito inferiores no
farelo ndo fermentado enquanto os aminoacidos
tirosina e essenciais (triptofano e fenilalanina)
néo foram detectados. O aumento dos teores de
aminoacidos tém relagéo positiva com o aumento
de levedura adicionada. Com a tecnologia de
fermentacdo poderemos oferecer alternativas
de agregar valores nutritivos no produto final
aumentando a concentracdo dos aminoacidos.
PALAVRAS - CHAVE: Farelo de arroz,
Fermentagéo, Saccharomyces cerevisiae.

ABSTRACT: Rice bran contains carbohydrates,
proteins, lipids, fibers, vitamins, and minerals.
However, it has enzymes that hydrolyze the oil by
increasing the content of free acids that promote
the formation of odor and rancid taste. Therefore,
fermentation is a good alternative to produce
a more pleasant odor and taste in addition to
enriching the substrates with essential amino
acids and proteins. The objective of this work was
to characterize the amino acid composition of rice
bran fermented with Saccharomyces cerevisiae.
We treat bran with different yeast concentrations
of 2%, 4% and 6% w / w for 72 hours. Before being
treated, the samples were preheated. The amino
acids were identified qualitatively by the reaction
of Sakaguchi, Xantoproteica, Hopkin-Cole and
sulfur amino acids. Unfermented bran was used
as a control. The amino acid analyzes showed
the presence of arginine, cysteine tyrosine
and essential amino acids (tryptophan and
phenylalanine) in fermented bran. We observed
that the amino acids arginine and cysteine in
much lower concentrations in the unfermented
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bran while the amino acids tyrosine and essential (tryptophan and phenylalanine) were not
detected. The increase in amino acid content has a positive relationship with the increase in
added yeast. With fermentation technology we can offer alternatives to add nutritional values
to the final product by increasing the concentration of amino acids.

KEYWORDS: Rice bran, Fermentation, Saccharomyces cerevisiae.

INTRODUCAO

A fermentagcéo & o processo que converte os carboidratos em alcoois e CO,
envolvendo atividades dos microrganismos sob condicbes anaerébicas. O termo
fermentacdo em estado sélido é definida como o processo de fermentacdo no qual, os
microrganismos crescem em substratos soélidos sem presenca de agua livre (BHARGAV
et al., 2008). Esta tecnologia é uma alternativa para a fermentacéo liquida ou submersa.
Os produtos agroindustriais e seus residuos sdo geralmente considerados os melhores
substratos para esses processos como arroz, mandioca, farelo de trigo, farelo de arroz etc.

O farelo de arroz, o qual é o dejeto do beneficiamento do grdo de arroz ao se
produzir arroz polido ou parbolizado apresenta quantidades bastante representativa de
carboidratos, proteinas, lipidios, fibras insoluveis, vitaminas e sais minerais (LACERDA
et al., 2010). A estrutura desse material tem como seus principais componentes celulose,
hemicelulose, lignina, amilopectina e proteinas, o que caracteriza como materiais
extremamente heterogéneos, e que servem como fonte de carbono, energia e de suporte
para o crescimento microbiano (PANDEY, 2003). Porém, o farelo de arroz é pouco utilizado
na alimentagdo humana porque ele possui enzimas que hidrolisam o 6leo aumentando o
contetdo de acidos graxos livres, mono e diacilglicerideos que promovem a formacgéo de
odor e sabor de rango (GLUSHENKOVA et al., 1998). Por isso, a fermentacdo do farelo
pode ser uma boa alternativa biotecnologica.

Esse processo pode tornar os alimentos mais nutritivos, por aumentar a digestibilidade
e a palatabilidade, com um odor mais agradavel (FEDDERN et al., 2007). Segundo
Steinkraus (1997), a tecnologia de fermentacdo também tem fungcé@o de enriquecimento
de substratos de alimentos com proteinas e aminoacidos essenciais. Os aminoacidos sédo
utilizados pelas células para a biossintese das proteinas. Esses aminoacidos apresentam
as caracteristicas estruturais diferentes que permitem as proteinas desempenharem
funcoes diferentes nos organismos dos seres vivos. Existem aminoacidos essenciais (que
organismo nao sintetiza e que precisam ser fornecido pelos alimentos) e aminoacidos néo-
essenciais (que organismo consegue produzir). E as leveduras se destacam como uma
excelente fonte de proteinas.

Algumas pesquisas sobre a fermentacdo em estado solido sédo o enriquecimento
proteico, onde microrganismos selecionados aumentam o teor proteico de residuos
agroindustriais, de modo a serem utilizados na alimentacdo humana ou animal; a
detoxificacdo de residuos, por meio da eliminacdo de substancias recalcitrantes que
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impedem sua aplicagédo intensiva; e a producdo de compostos de alto valor agregado,
como enzimas e diferentes metabolitos (RAIMBAULT, 1998; PANDEY, 2003; PINTO, 2005).
Diferentes tipos de microrganismos como bactérias, leveduras e fungos filamentosos
podem crescer em substrato sélido (AIDO et al., 1982). Penicillium decumbens e Rhizopus
oligosporuz séo utilizados para enriquecimento proteico em substratos de palha de milho e
farinha de colza (Brassica napus) enquanto Rhizopus oryzae é utilizada para produgéo de
enzimas em substrato de farelo de trigo (PINTO, 2005).

Saccharomyces cerevisiae é a levedura utilizada na producéo do pédo, da cerveja e
de etanol. Ela é o microrganismo atrativo para a produg@o comercial de proteina em virtude
de facil propagacgéo e de néo terem relagdo patogénica com o homem (PARK; RAMIREZ,
1989). Alguns estudos apontam enriquecimento proteico em fermentacéo soélida utilizando
dessa levedura em palma forrageira (ARAUJO et al., 2005), mandioca (BOONNORP et al.,
2009) e talo de milho (DARWIS et al., 2012). Esse trabalho tem o objetivo de caracterizar a
composicao dos aminoacidos do farelo de arroz fermentado com levedura Saccharomyce

cerevisiae.

MATERIAL E METODOS

Processo de Fermentacao

O farelo de arroz foi obtido fresco da Cristal Arroz em Aparecida de Goiania. As
amostras antes de serem tratadas sofreram um pré-aquecimento de 100°C por 1 hora. Para
a geracéo de biomassa foi utilizado a metodologia padronizada por Oliveira et al. (2009),
que consistiu em adicionar ao substrato, solugéo nutriente na proporcdo de 50 mL para 100
g de levedura de Saccharomyces cerevisiae nas concentragdes de 2%, 4% e 6% p/p. Os
reatores (glass incubator) fordo em seguida armazenados em ambiente seco a 30°C por 72
horas, sendo as amostras retiradas nos tempos 72h para analises.

Preparacao da Solucédo de Amostras

Cada uma das amostras foi colocada num frasco volumétrico de 50 mL, 0,25g de
amostra, 20 mL de agua destilada e exatamente 5 mL de solugdo de NaOH 0,1N. Agitado
até dissolugcao completa da amostra e, entdo, adicionou-se exatamente 5 mL de &cido

acético 1N e completou-se o volume com agua destilada.

Caracterizacdao de Aminoacidos

a. Reagao de Sakaguchi: pipetou-se em tubo ensaio 1 mL de solugéo de amostra e
adicionou-se 10 gotas de NaOH 2,5N, 2 gotas de a-Naftol a 1% e 1 mL de Hipoclorito
de sbdio. O aparecimento de cor vermelha foi caracteristica de grupo guanidina da
arginina.
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b. Reacédo de Xantoproteica: em tubo de ensaio, pipetou-se 1 mL de solugcédo de
proteinas, juntou-se 10 gotas de acido nitrico concentrado e ferveu-se. Acrescentou-
se em seguida, 4 mL de NaOH a 20%. O aparecimento de cor vermelha, indicou a
presenca de tirosina, triptofano e fenilalanina.

c. Reacdo para aminoacidos sulfurados: pipetou-se em um tubo de ensaio, 1 mL
de solugdo de amostra e adicionou-se 2 mL de NaOH 2,5N e ferveu-se por 1 min.
Adicionamos 5 gotas de Acetato de Chumbo a 5% e ferveu-se durante 20 a 30
segundos. A formacgéao de precipitado fino, castanho ou preto de sulfato de chumbo
indicou a presenca de cisteina e da cistina.

d. Teste de Hopkin-Cole é um teste para compostos contendo o grupo indole (por
exemplo, triptofano). Em tubo de ensaio pipetou-se 1 mL de solu¢édo de amostra e
3 mL do reativo de Hopkins-Cole. Inclinou-se o tubo e deixamos cair lentamente
no fundo do tubo 2 mL de acido sulfdrico concentrado, agitado gentilmente. O
aparecimento de um anel purpura na interface, constituiu teste positivo. Reagente
de Hopkin-Cole: colocou-se de 10 g de Mg em p6é num Erlenmeyer, adicionamos
agua até cobrir o metal, adicionou-se com agitacdo de 250 mL de solugéo aquosa
saturada de acido oxalico, filtrado, acidificado com acido acético diluido e diluido a
1 L com agua destilada.

Os métodos de identificacdo de aminoacidos foram adotados de Nascimento et al.

(1987) e Lopes (2007).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os aminoacidos sdo as subunidades de proteinas e peptidios e, portanto, sao
considerados os blocos de construgéo da vida. Os aminoacidos podem ser produzidos por
microorganismos utilizando varias fontes de carbono. O método de fermentacdo é uma
alternativa para a producéo de aminoéacidos utilizando o fato de que os microorganismos
convertem nutrientes em varios componentes vitais necessarios para si mesmos. Com
esse método, as matérias-primas como aglcares sao adicionadas ao meio de cultura de
microorganismos, e 0s microorganismos que proliferam podem produzir aminoacidos. E os
fungos tornam-se uma alternativa para enriquecimento de nutrientes de substratos por sua
versatilidade de crescimento.

Para a identificagdo qualitativamente de aminoacidos pode-se utilizar uma variedade
de reagentes, que formam produtos coloridos com os diferentes aminoacidos. Na Tabela 1
séo apresentando a presenca de aminoacidos determinados qualitativamente em farelos
de arroz fermentados. Os resultados apontaram que os farelos fermentados contém os
aminoacidos dos grupos aromaticos como tirosina, triptofano e fenilalanina, além de
arginina e cisteina. Na reacao de Sakaguchi que identifica arginina, o grupo guanidino da
arginina em meio alcalino reage com a-naftol e hipoclorito de sédio gerando um produto de
cor vermelha. Na reagé@o Xantoproteica, os aminoacidos tirosina, triptofano e fenilalanina,
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0s quais contém anéis benzénicos substituidos e tais compostos quimicos reagem com o
acido nitrico concentrado formando compostos nitrosos que sdo fortemente coloridos em
meio alcalino produzindo uma cor vermelha. A reagéo de Hopkins-Cole detectou a presenca
de triptofano, na qual em presenca de acidos, muitos aldeidos se condensam com o anel
inddlico do triptofano. As proteinas que contém triptofano reagem com o éacido glioxilico
e pela adi¢cdo do acido sulfurico produzirg cor purpura (violeta) na interface. Na reacéao
para aminoacidos sulfurados, o aquecimento das proteinas em meio alcalino resulta na
liberacéo do enxofre da cisteina e cistina, sob a forma de sulfato. O sulfato é evidenciado
pela adicdo de acetato de chumbo, dando precipitado castanho ou preto de sulfato de
chumbo (LOPES, 2007).

Tabela 1: Caracterizagdo de aminoacidos em farelos de arroz fermentados com
Saccharomyces cerevisiae, farelo ndo fermentado serve como controle

Obs. + fracamente poitivo, ++ positivo, +++ fortemente positivo e ++++ extremamente positivo.

Em comparagdo com os farelos fermentados, o farelo de controle apenas contém
tracos de arginina e cisteina. Estudo semelhante demonstrou que as fermentaces de farelo
de trigo com Rhizopus sp. e Aspergillus oryzae por 72 horas aumentaram significativamente
os teores de aminoéacidos totais, aminoacidos digeriveis e metionina disponiveis (SILVEIRA;
FURLONG, 2007).

Os aminoacidos fenilalanina e triptofano séo aminoacidos essenciais. A arginina é
também considerada como aminoacido essencial para individuos jovens e em crescimento,
mas ndo para adultos (NELSON; COX, 2002). Os aminoacidos sdo imperativos para
sustentar a saude do corpo humano, se os aminoacidos forem deficientes, a sintese
protéica ndo ocorre. A tabela 2 mostra os fungdes de aminoacidos encontrados em farelos
fermentados (Tabela 2).

Em relagdo com os teores de aminoacidos presentes em farelos fermentados, o
contetdo de aminoacidos tratados com 6% de levedura apresentou maiores concentracbes
nas analises qualitativa (as cores mais intensas detectaram fortemente positivo e
extremamente positivo). Analisando os teores de aminoacidos entre os trés tratamentos
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diferentes, péde-se observar que o aumento dos teores de aminoacidos tem relacédo
com o aumento da levedura adicionada. Geralmente, 0os microorganismos produzem
os 20 tipos de aminoacidos apenas nas quantidades necessarias para si mesmos. Eles
tém um mecanismo para regular as quantidades e qualidades das enzimas produzindo
amino&cidos somente nas quantidades necessarias (IVANOV, 2013). Vale ressaltar que
a composicéo do farelo de arroz varia dependendo do tipo de arroz e das técnicas de
moagem utilizadas. Além disso, o tempo de fermentacdo foi um fator necessario para a
producdo de aminoacidos e sintese de proteina. Segundo Silveira e Furlong (2007), o
aumento de producdo de aminoacidos ocorreu ao longo da fermentacao, alcancando seu
maximo em 72 horas.

Tabela 2: As fungdes de aminoacidos encontrados em farelos de arroz fermentados com S.
cerevisiae

Fonte: . Amino acids. Disponivel em: http://www.aminoacidsguide.com/

CONCLUSAO

A fermentacéo do farelo de arroz utilizando a levedura S. cereisiae produziu um
produto mais nutritivos que contém aminoacidos arginina, cisteina, fenilalanina, tirosina
e triptofano. Enquanto o farelo ndo fermentado contém apenas os tragcos de arginina e
cisteina. Os teores de aminoacidos foram aumentandos nos farelos fermentados em
relacdo ao farelo controle sem fermentacdo e com o aumento da levedura adicionada.
Maiores foram os teores de aminoacidos encontrados e o maior aumento foi no farelo
tratado com 6% de leveduras.

A tecnologia de fermentagdo € um processo de sustentabilidade que promove as
vantagens econOmicas e ecologicas com processo simples de uso de fontes de carbonos
barata como os produtos agroindustriais e seus residuos.
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