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RESUMO

LAMMERS, Tamy Cristina Goncalves de Lintafeito do processamento quimico e térmico
do farelo de trigo na solubilizacdo de polissacarébs benéficos para a saude humana.
2018. 87 péaginas. Dissertacdo (Mestrado em Ci&eidlimentos) — Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, S&o,P24il8.

A ingestéo regular de fibras alimentares pode muxila reducédo do risco de certas doencas
crbnicas, como doencas cardiovasculares, sindroragbolicas, diabetes tipo 2 e alguns tipos
de cancer. Dentre as principais fontes de fibrasealtares, destaca-se o grao de trigo, que é
rico em fibras soltveis e insoltveis. O grao dgotpode ser identificado por trés macrorregioes
distintas, sendo elas o pericarpo, o gérmen e ospedma. O principal alimento oriundo do
trigo € a farinha produzida através da moagem dweritp endosperma dos graos, sendo o
principal subproduto a casca do grdo conhecido cfarelo de trigo, cujo pericarpo é o
principal constituinte. As fibras alimentares esténcentradas no pericarpo, ou seja, no farelo
do trigo, e estdo associadas atraves de uma eattmtimensional ndo uniforme e compactada,
0 que prejudica a solubilidade de polissacarideanptexos diminuindo suas
biodisponibilidades caso ingeridos na alimentagémdna. Apesar do farelo de trigo ser um
residuo com razodavel valor biol6gico e com alte teofibras, o principal destino do farelo é a
alimentac&o animal.

Devido ao fato do farelo de trigo possuir baixotauslevado teor de fibras e grande volume
disponivel no mercado, o objetivo desse trabalbetédar trés métodos fisico-quimicos que
modifiquem a estrutura do farelo de trigo e permitgue uma maior quantidade de
polissacarideos se tornem mais sollUveis em aguaa Uea diluidas, essas fracdes de
polissacarideos consideradas como fibras alimentokiveis (FAS) poderdo ser extraidas,
isoladas e aplicadas como ingredientes na prodig@timentos funcionais, como margarinas
e sucos. Assim, o projeto permitira que a induskeialimentos desenvolva uma fonte de fibras
sollveis a partir de uma matéria prima de baixdocesalta producdo. As modificacdes
quimicas foram feitas em meio alcalino (solucaddNd®H nas concentracbes 0,025, 0,05 e
0,1M), meio &cido (solu¢do de$y nas concentracdes 0,25, 0,5e 1,0M) e com agentes
oxidantes (solugéo de hipoclorito de sodio a 10@hCelagédo ao rendimento da extracao das
fracOes soluveis, as extracdes em meio acido fasamelhores. Todos os polissacarideos nao
amido extraidos do farelo de trigo apresentaramolj@@so molecular e composicao de acucares

diferentes. Os polissacarideos oriundos das exdsaein meio 4cido demonstraram mais
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glicose e um menor percentual de arabinose e xalmserem comparadas com a agua, enquanto
0s oriundos das extracdes alcalinas apresentarai@oumenor de glicose e maior de arabinose
e xilose (em comparacédo com as fracdes da agua).

A partir da analise de acucares (foi avaliado nemsioquantidades dos monossacarideos
arabinose, xilose e glicose) e do rendimento daagbes, foram escolhidas 5 amostras, sendo
elas a fragdo soluvel extraida em agu&® 0,25 e 0,5M e NaOHO0,25 e 0,1M para as anélises
do teor deB-glicanos, compostos fendlicos, propriedades furaig(propriedades espumantes,
absorcdo de agua, solubilidade e umidade) e epeabiotico. Como resultado, todas os
polissacarideos ndo amido apresentaram elevadailstdde e ndo possuiram propriedades
espumantes e de absor¢cdo de agua (WAC) relevadtésor de compostos fendlicos foi
reduzido em todas as fragcOes sollveis, quando gachpaom o teor de compostos fendlicos
do farelo de trigo e o pequeno percentual remanescke compostos fendlicos possui baixo
poder redutor.

Foi encontrad@-glicano em todas as fracdes dos polissacaridemamélo extraidas, sendo
0,82% nas fracdes extraidas em agua, 0,97 e 2,a9%atdes extraidas com3¥u e 5,42 e
4,62% nas fracdes extraidas com NaOH 0,025 e (Eibora tenha sido encontragiglicano

em todas as amostras extraidas, somente as esteag@gua e com NaOH 0,1 M apresentaram
possivel efeito prebidticim vitro.

Palavras-chave: Polissacarideos. Fibras. TriggaE&o. Alimentos funcionais.
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ABSTRACT

LAMMERS, Tamy Cristina Goncgalves de Linttfect of chemical and thermal processing
of wheat bran on the solubilization of polysacchades beneficial to human health2018.

87 paginas. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia dmeiliios) — Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, S&o,P24il8.

Regular intake of dietary fiber can help to redtieerisk of certain chronic diseases, such as
cardiovascular disease, metabolic syndromes, tyj@igtes and some types of cancer. Among
the main sources of dietary fiber is the wheatrgnahich is rich in soluble and insoluble fibers.
The wheat grain can be identified by three distinatroregions, they are the pericarp, the germ
and the endosperm. The main food made by whetd flour produced by serial grinding of
the grain endosperm, and the main by-product ihtisk of the grain known as wheat bran,
whose pericarp is the main constituent. Food filaeesconcentrated in the pericarp and are
associated through a non-uniform and compactee-hiraensional structure, which impairs
the solubility of complex polysaccharides, decneggheir bioavailability when ingested in
human food. Although wheat bran is a residue wattsonable biological value and high fiber
content, the main destination of the bran is aniiead.

Due to the fact that wheat bran has a low cost hlger content and a great volume available
in the market, the objective of this work was tadst three physic-chemical methods that
modify the structure of wheat bran and allow a gmeamount of polysaccharides to become
more soluble in water. Once diluted, these frastiohpolysaccharides considered as soluble
dietary fiber (FAS) can be extracted, isolated apdlied as ingredients in the production of
functional foods such as margarines and juicess;Ttie project will enable the food industry
to develop a source of soluble fiber from a lowtchsgh-yield raw material. The chemical
modifications were made in alkaline medium (NaOHigon at concentrations of 0.025, 0.05
and 0.1M), acid medium @3Qs solution at concentrations of 0.25, 0.5 and 1.@wil with
oxidizing agents (10% sodium hypochlorite solutidn)relation to the extraction yield of the
soluble fractions, acid extraction was the besk.nAh-starch polysaccharides extracted from
wheat bran had low molecular weight and differargas composition. The polysaccharides
from acid extraction showed more glucose and afdqveecentage of arabinose and xylose
when compared to water, while those from the atleadixtractions had a lower glucose content

and higher arabinose and xylose (compared to #utidns from water).
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From the analysis of sugars (higher amounts of reaccharides arabinose, xylose and glucose)
and extraction yields, 5 samples were chosen, libsgoluble fraction extracted in water, 0.25
and 0.5M HSQ; and NaOH 0.25 and 0.1M for analyzes Bflycan content, phenolic
compounds, functional properties (foaming propsrtizvater absorption, solubility and
moisture) and prebiotic effect. As a result, alinrstarch polysaccharides exhibited high
solubility and did not possess relevant foaming water absorption properties (WAC). The
content of phenolic compounds was reduced in dilbée fractions when compared to the
phenolic compounds content of wheat bran and thal semaining percentage of phenolic
compounds had low reducing power.

B-glucan was found in all fractions of the extractesh-starch polysaccharides, 0.82% in
fractions extracted in water, 0.97 and 2.79% ictfoms extracted with ¥ and 5.42 and
4.62% in fractions extracted with 0.025 and 0.1MORi Althoughp-glycan was found in all
the extracted samples, only extractions in watet aith 0.1M NaOH showed possible

prebiotic effecin vitro.

Keywords: Polysaccharides. Fibers. Wheat. Extractanctional food.
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INTRODUCAO

As fibras alimentares tém recebido uma especiaicate dos profissionais de saude,
pois desempenham importante papel na alimentagaarfaidevido as suas acdes benéficas no
organismo. Embora ndo se tenha total aceitacdomarddade cientifica, a ANVISA define
as fibras alimentares como “alimentos que auxil@mbom funcionamento do intestino”
(ANVISA RDC 360, 2003). As fibras alimentares sdonsideradas polissacarideos
estruturalmente diferentes do amido, que se caizate pela resisténcia a hidrélise por meio
de enzimas digestivas no trato gastrointestinatlepdo estar atreladas a alguns tipos de
proteinas e de compostos fendlicos.

As fibras dos alimentos vegetais sdo formadas plisgacarideos ndo metabolizados
pelas enzimas humanas, podendo apresentar alixoglesaos moleculares, sendo classificadas
em sollveis e insoluveis baseadas em seu grau ldeilisade na 4gua (Meyer, 2014;
Cummings & Stephen, 2017). A fracdo solluvel é fertmea no célon, gerando gases como
metano, hidrogénio e GQalém de &cidos graxos de cadeia curta (Toppir@jifon, 2001;
Gemen et al., 2011). Em termos de saude, foi evidda que o consumo de fibras sollveis
pode reduzir o risco de algumas doencas cronicapagticular as doencgas cardiovasculares,
diabetes tipo 2 e alguns tipos de canceres (Stemezisal., 2012) além de auxiliar na reducéo
do colesterol sérico (Bernaud & Rodrigues, 20138p &onsideradas fibras sollveis as gomas,
pectinas, mucilagens, beta-glicanos e hemicelulssis/eis (Gutkoski & Trombeta, 1999;
Buckeridge & Tiné, 2001). Em termos de tecnologgfibras alimentares soltveis (FAS) tém
maior capacidade de formar géis e atuar como eficalsies (Yan et al., 2015). Ja as fibras
insolaveis ndo sofrem fermentacdo no colon (Budkeri& Tiné, 2001) e, portanto, aumentam
o volume das fezes, diminuem o tempo do transiésimal e a glicemia pds-prandial (Menezes
et al., 2010). S&o consideradas fibras insolUveftheas estruturais como ligninas, celuloses e
algumas hemiceluloses e pectinas insoluveis (Bamet al., 2013).

O consumidor estid cada vez mais exigente em relaggoalidade nutricional dos
alimentos que compdem a sua dieta e essa demandanesimentando a inddstria de
alimentos na busca de novos ingredientes e inoggd8&enardino, 2011). Esses alimentos, que
podem ajudar na prevencao de algumas doencaspisiAecados como alimentos funcionais e
as fibras podem fazer parte de sua formulagéo. Elgjessivel encontrar nas géndolas de
mercado produtos como iogurtes, margarinas, l@tesentados, cereais e aguas minerais que
alegam serem alimentos funcionais (Raud, 2008nétitos prebidticos levam destaque na

procura pelo consumidor e sado definidos como sobsts alimentares que possuem
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oligos/polissacarideos n&ao-digeriveis (oligofrutose inulina, por exemplo), que sé&o
fermentadas pela microbiota intestinal (Ahamad.ef810).

As principais fontes de fibra alimentar sdo osasteregetais, frutas e oleaginosas, com
a quantidade e composicao diferindo entre os aliosate classes distintas ou até mesmo dentro
das préprias classes (Araujo, 2014). O gréao de &igm cereal que possui em média 17g de
fibra/100 g de grao e é considerado um dos prircglanentos fonte de fibras (Stevenson et
al., 2012). Estruturalmente o gréo de trigo é dtuidb basicamente por trés macrorregides,
sendo elas o pericarpo (13 a 17% do peso do gra)dosperma (80 a 85%) e o gérmen (2,0
a 3,0%). O pericarpo € rico em polissacarideosand@do (fibras) e minerais (cinzas), portanto
€ nessa regido que as fibras do trigo estao coadast(Boukid et al., 2018).

O principal produto oriundo do processamento dmwté a sua farinha que € produzida
pela moagem dos gréos. O principal subproduto doegsamento do trigo € o farelo de trigo,
gue apresenta em média 41,5 g de fibras por 100agrale grdo, remanescentes da estrutura
priméria do grao (Stevenson et al., 2012). A moadertnigo gera como produto 25% de farelo
e 75% de farinha. Segundo a ABITRIGO (Associac@siiira da Industria de Trigo) em 2017
o Brasil moeu 10.619 milhdes de toneladas de ggyando 2.655 milhdes de toneladas de
farelo e 7.964 milhdes de toneladas de farinha.

O farelo de trigo é constituido pelas camadas easatlo grao, o pericarpo e as camadas
superficiais da aleurona (localizada entre o englbsg e a casca). Seu conteldo proteico é
similar ao do trigo, embora suas proteinas naarsd@boa qualidade para panificacdo. Além
disso, as particulas remanescentes das partesextaimas do grédo no farelo alteram as
estruturas das bolhas formadas durante a fermentefiienciando na retencdo do gas pela
massa com caracteristica de formacdo de uma retiEicar viscoelastica (Sramkova et al.,
2009). O farelo possui um conteudo maior de cirlgaggos e pentosanas, sendo também uma
fonte de vitaminas do complexo B e de minerais Kbat al., 2018). As camadas externas do
gréo contém em torno de 36,5-52,4% de polissacaridéo amido (PNA) e os principais
componentes presentes nessa regido sao os ardédmiogxicelulose e beta-glicanos nas
quantidades de70, 24 e 6%, respectivamente (Smvensl. 2012). As concentracdes de fibra
soluvel e insolavel estdo descritas na tabelah, @@mo a comparacao dos valores de fibras

do gréo de trigo inteiro com o farelo:
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Tabela 1- Concentracdo de fibras no gréo e fadgdsgo

Fibras totais Fibras insolUveis Fibras solaveis
(9/1009) (9/1009) (9/1009)
Gréo de trigo 11,6-17,0 10,2-14,7 1,4-2,3
Farelo de trigo 36,5-52,4 35,0-48,4 1,5-4,0

Informacdes adaptadas de Stevenson et al. (2012).

O farelo de trigo € uma mistura complexa de patisddeos soluveis e insollveis em
agua. Esses componentes, como celulose, hemiasdulpsoteinas e compostos fendlicos
(ligninas) estao firmemente associados uns ao®La@iraves de ligacdes covalentes e néo
covalentes. Essas ligagdes formam uma estrutdien&msional, ndo uniforme e compactada,
responsavel por manter a estrutura do cereal (8aattal., 2011). E devido a essas interacbes
complexas que a parede celular do trigo possuil gapdamental na protecdo aos estresses
abidticos e bidticos, como protecdo ao sol, poeichuva além de protecédo contra insetos,
fungos e bactérias (Santala et al., 2011).

Sendo assim, apesar do trigo (especialmente oofaeltrigo) possuir quantidade
consideravel de fibras alimentares solUveis, esstd® pouco disponiveis para extracdo aquosa
e, consequentemente, aos seus possiveis efeitigibds quando ingeridas pelos seres
humanos. Isso ocorre devido a interacéo intermi@edas estruturas quimicas das moléculas
gue perfazem as fibras totais, prejudicando taimd@stria, que ndo consegue utilizar o farelo
como fonte de fibras solUveis, quanto os consuragjajue ndo conseguem disponibilizar as
fibras solUveis para a fermentacéo colénica. Ptwiaeria de grande interesse para a industria
de alimentos buscar solu¢cfes que agreguem vaksearesiduo altamente nutritivo (Lehtinen
2012), como por exemplo, a extragéo de fibras siuv

Ha pouco consenso sobre a metodologia mais vaatgasa a extracdo das fibras
soluveis do farelo de trigo. As abordagens variartratamentos quimicos, tais como hidrolise
acida, alcalina ou oxidacéo, tratamentos enzimatedratamentos mecanicos (Hell et al.,
2015). Hell et al. (2015) avaliaram diferentes ana¢ntos quimicos para a extracdo de
arabinoxilanos do farelo de trigo e encontrarantefanais efetivos na extragéo alcalina em
comparacao com o tratamento enzimatico. Poréntud@sncontrou diferencgas estruturais nos
compostos isolados.

B-glicanos e arabinoxilanos (AX) sé&o os dois pria@pcomponentes estruturais da
parede celular primaria em cereais, tais como ,tigeia, cevada e centeio. As quantidades

relativas dos dois polissacarideos variam com pécess e ambientes de crescimento. As
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paredes celulares de cevada e aveia sao geralnoasten-glicanos, enquanto as paredes de
centeio e de células de trigo contém niveis maigaelos de arabinoxilanos (Cui et al., 2000).
Durante o isolamento de AX, podem ser recuperadoscomponentes da parede celular de
plantas, tais comp-glicanos, proteinas ou compostos fenélicos (Zleray., 2011).

Os arabinoxilanos sdo os principais polissacaridéoseluldsicos na parede celular do
trigo e quando o farelo é utilizado como matériemprem panificacdo, parte da viscosidade da
massa € resultado do intumescimento dos arabinosi)dendo que essas moléculas podem ser
modificadas quimicamente (enzimas ou fermentacéappotencializando os seus efeitos
(Lehtinen, 2012). Além disso, os arabinoxilanos césiderados fibras alimentares solUveis
com reconhecida agdo benéfica no organismo humBroeKaert et al., 2013), como 0s
aumentos das atividades imunomodulatérias e argiainMendis & Simsek 2014).

A dificuldade na solubilizacdo dos arabinoxilanosspntes na parede celular do trigo
pode ser associada pelas ligagdes covalentesosrgrapos carboxilicos dos grupos dos &acidos
urénicos com os grupos hidroxilas do AX, assim canfmrmacao de pontes de &cido diferulico
entre cadeias adjacentes de arabinoxilanos (ZtdQ))2Estruturalmente, os AX dos cereais
sao heteropolissacarideos compostos unicamentegiduos de xilose (Xyl) e arabinose (Ara).
A sua cadeia principal € constituida por residue®-Kylp em ligagcdesp-(1—4), com
ramificacdes laterais deAra7’ em ligacdesi-(1—2) e/oua-(1—3) (Angélica& Rocha, 2010)

e sua estrutura esta descrita na figura 1.

HOH,C

(o] 0 DH
o 0
la o .
a
HOHC HOH,C
OH OH CH,0H

Figura 1- Representacdo da estrutura dos arabamasil Fonte: Angélica & Rocha (2010)

O arabinoxilano é um componente importante dasdpareelulares do endosperma na
maioria das espécies de cereais e esta presenggaedes quantidades nos grdos de trigo,

centeio e milho. Centeio e trigo tém as maioresiidades, seguido por cevada, milho, arroz
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e aveia. Os niveis mais baixos sdo encontradosrgo §Collins et al., 2010). A tabela 2 exibe

o teor de AX de diversos tipos de graos.

Tabela 2- Teor de arabinoxilanos por tipo de grao.

Total Arabinoxilanos FAS FAS
%
Cereal (9/100g farinha) (g/_lOOg Arabinoxilanos
farinha) .
totais
Trigo
(Triticumaestivum L.)
Gréao inteiro 40-9,0 0,3-0,9 7,5-10
Farinha 1,4-2,1 0,54-0,68 34,0
Farelo 19,4 0,88 4,6
Cevada
(Hordeumvulgare L.) 34-8,0 0.3-0,4 5,3-9,4
Cevada
(Hordeumvulgare D). - - -
hulles
Avgla inteira Avena 2241 0.2 4.9-9.1
sativa L.)
Arroz (Oryza sativa L)
Farinha 2,6 0,1 2,3
Farelo 4,8-5,1 0,3-0,7 7,3-15
Centeio Gecalecereale
L.)
Grao inteiro 7,1-12,2 0,6-2,4 8,5-19,7
Farinha 3,1-4,3 1,0-1,5 34
Farelo 12,1-14,7 1,0-1,5 8,6-10,0
Sorgo gréao inteiro
(Sorghum bicolor L.) 1.8 0.1 44
Milho gréo inteiro 5168 05 6-9

(Zeamays 1)

Informacdes adaptadas de Collins et. al. (2010).

B-glicanos soltveis em 4gua tém sido alvo de diweestudos, pois podem apresentar
efeitos benéficos para a saude humana quando dogempodem melhorar a regulacdo da
glicemia e reduzir niveis de colesterol em paciediabéticos. A reducao do colesterol no soro
sanguineo e a regulacéo dos niveis de glicosengois&stao correlacionadas com a quantidade
e peso molecular dgsglicanos solubilizados no trato gastrointesti@drfino et al., 2014).
Estruturalmente, sdo definidos como polissacaridensados por unidades de D-glicose
ligados em longas cadeias glicosidicas por ligafgé@ds~3) ep-(1—4). As ligacbe$-(1—3)
sao irregularmente espacadas e dobras molecuéarésrmnadas, evitando assim alinhamentos

ou cristalizagbes nas cadeias @leglicanos, e por essa questdo estruturgb-gécanos se
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tornam moléculas sollveis em agua. Um exemplo tetesa quimica d@-glicanos é exibida

na figura 2 (Collins et al., 2010).

_ CH,0H -
0 -0
oH
CH;OH CH;OH
o] 8]
0 0
OH
CH,0H GH
0 0 COH
OH OH
oH
CH; OH p{ 1 Ong ucosa p{1-330gl ucose
o0
.. OH
Ox OH
B4 1 Dgucnse
COH
— F 1 4y DHglucose B

Figura 2- Estrutura basica dpgylicanos em cereais com as ligacfigs3 ep1-4. Fonte: Havrlentova
et al. (2011)

Ha uma significante concentracao f#€1l—3) e p-(1—4) D-glicanos nas camadas da
aleurona no gréo de trigo (Collins et al., 2010)taBela 3 exibe o percentual glicanos
encontrados nos cereais € a figura 3 mostra cosgopedissacarideo esta distribuido na matriz

celular.

Tabela 3- Teor de beta-glicanos nos graos

To_tal B- EAS EAS Tamanho
Cereal Glicano molecular
(9/100g (9/100g % Total p- (kDa)
farinha) farinha) Glicano
Trigo (Triticumaestivum 350,00-
L) 0,50-2,30 0,02 1,00-4,00 800,00
Cevada [lordeum vulgare 800,00-
L) 2,00-20,00 1,70-2,60 36,00-54,00 2.000,00
: . 800,00-
Aveia (Avena sativa l). - 3,70-5,00 82,00-97,00 2.000,00
Arroz (Oryza sativa L). 0,10 0,03 23,00 -

Centeio Secalecereale L.) 1,00-2,00
Sorgo §orghum bicolor).  1,10-6,20
Milho (Zeamays L) 0,80-1,70

Fonte: Informacdes adaptadas de Collins et. alqRO0
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Pericarpo

Figura 3- A figura exibe a matriz da parede celoldarelo de trigo, onde d@sglicanos sao
representados pela cor azul, as proteinas pelaetorelha e as manchas em preto representam os
carboidratos do grdo, como o amido. As siglas ardias seguintes composi¢des da parede celular: EP
— Epiderme, HP — Hipoderme,CC: Células cruzadasCEBilas tubulares, SC: Casca da semente, NE:
Epiderme nuclear, AL: Camada aleurona, ES: Endosp@milaceo. Fonte: (Adaptado de Lehtinen,
2012).

Outro tipo de conjunto de compostos presentes medofae trigo sdo as ligninas. As
ligninas s@o polimeros fenodlicos e apesar de n@emsearboidratos se enquadram na
classificacdo de fibra alimentar. A lignina, devide caracteristicas fisico-quimicas, ndo é
digerivel nem pelo organismo dos ruminantes. Estuddicam que esses compostos poli-
fendlicos podem prevenira obesidade, diabetes, gasenardiovasculares, alguns tipos de
cancer e outras doencas gastrointestinais (Oliv20B5). Na parede celular do trigo, a lignina
atua no fortalecimento e na protecdo do grdo de &b ataque quimico, fisico e bioldgico
(Oliveira, 2015). Estruturalmente, a lignina € usodstancia hidrofébica que apresenta uma

estrutura tridimensional e amorfa (Ogata, 2013sa @strutura é representada na figura 4.
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Figura 4- Estrutura esquematica da lignina do dedel trigo. Fonte: Oliveira, 2015

O farelo de trigo é aplicado na industria de paaf&o como matéria prima em produtos
onde se deseja elevar o teor de fibras aliment&mbora o farelo de trigo possua grande
potencial como suplemento alimentar devido ao $&xado teor de fibras e baixo custo de
producdo, somente uma pequena porcao é utilizadaesea finalidade em humanos sendo a
maioria utilizada como suplemento de racdes pamaaas de criadouro e/ou de estimacao.

Devido ao fato dos polissacarideos, que compddinras alimentares soluveis do grao
de trigo, estarem interagindo fortemente as modécdé menor solubilidade, uma maneira de
aumentar o teor dessas fibras seria aplicar météidam®-quimicos para desfazer essas
interacbes. Sendo assim, seria possivel extraadibollveis a partir de uma fonte com baixo
custo e elevada disponibilidade de volume no mercBdrtanto, o objetivo desse trabalho é
desenvolver métodos fisico-quimicos que otimizepnazesso de extracao de fibras sollveis
do farelo de trigo com possiveis beneficios paaia@e humana, podendo esses polissacarideos

soluveis serem adicionados em alimentos possivééniencionais como margarinas e sucos.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Trigo

O trigo (Triticumsp) é o cereal com maior volume de producdo muneiais que o
principal produto oriundo da moagem dos seus geédadarinha de trigo que € amplamente
utilizada na fabricacdo de pées, massas alimesitiotdos e biscoitos (Zhao et al., 2017). A
importancia econémica do trigo é derivada da capae do gluten formar filmes elastico-
extensiveis, com elevado poder de absorcao de(dgtdo, 2010).

Historicamente, o trigo € o cereal mais importgatey o cotidiano humano. Sua historia
se inicia cerca de 10 ou 12 mil anos atras, caritréto para o crescimento populacional do
homem no mundo. A producdo mundial de graos dedimanédia,30% das terras cultivaveis
para o cultivo do grédo de trigo. Economicamente, groducao interfere diretamente nas
balancas comerciais dos paises importadores e tegpogs (Zardo, 2010). Segundo o
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (R)$SBstima-se que a Producdo Mundial
de Trigo entre 2016/2017 foi de 744,72 milhdesaeladas métricas, cerca de 0,28 milhdes
de toneladas a mais do que a projecédo do ano@ni&riigura 5 exibe o consumo de trigo em

2016 nos paises de maior habito de consumo de&se gr
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Figura 5- Produg&o mundial do trigo em 2016 pelpdd@amento de Agricultura dos Estados Unidos.
Fonte: Departamento de Agricultura dos Estados asnig017

1.1.1Estrutura do gréo de trigo

O grao de trigo € uma cariopse, ou seja, possuisameente Unica com 6 a 8 mm de
comprimento e 3 a 4 mm de largura. Apresenta uoo®rh sua extensao longitudinal da parte
ventral, o que dificulta a extracdo da farinha tiioge exige sucessivas trituracdées na moagem
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para producéo de farinha (Scheuer et al., 201t3vAs da figura 6 € possivel ver a estrutura

interna do grao de trigo.

Figura 6- Gréo de trigo seccionado ao meio. Fd™@prio autor

O pericarpo corresponde a casca, ou seja, a canmams@&xterna protetora do grao sendo
composto pela epiderme, hipoderme, camadas intériaey células tubulares, testa e camada
hialina. O pericarpo é rico em polissacarideosarémlo (fibras) e minerais (cinzas) e é nessa
regido que as fibras do trigo estdo concentradasnddsperma corresponde a uma matriz
proteica com elevado teor de amido (componentessgégva) e 0 gérmen € a parte embrionaria
da planta, onde consta a maior concentracdo akoipé compostos ligados a germinacao do
gréo de trigo (Scheuer et al., 2011). H& de sedastiue existem inimeras variedades de trigo
gue diferem entre si especialmente pela tenacidadgéo, potencial de extracao de farinhas,
pelo teor de proteinas, pelas caracteristicas wergl pela capacidade de absorcao de agua e
pela atividade enzimatica. Estas diferencas apomara a melhor utilizacdo do trigo em
diferentes tipos de farinhas, ja que massas, fddiespitos e bolos requerem distintas

especificacdes técnicas. As macrorregides do gi@o exibidas na figura 7.
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Figura 7- Representacado da estrutura de um gr&a@deFonte: Adaptado de Onipe et al. (2015).

O amido corresponde a 70% do endosperma do grimde tem como caracteristica
particular sua formacdo em granulos (Boukid eR8l18). E a principal reserva de carboidratos
nas plantas e fonte consideravel de energia palimmantacdo animal e humana com elevada
importancia comercial. O amido de trigo tem sidplesado na indUstria de alimentos, pois
confere propriedades caracteristicas aos alimeuiamsdo utilizado como matéria prima, como
a formacéao de filmes, gelatinizacéo, retencao deaohe e melhoria na textura (Collins et al.,
2010). A tabela 4 exibe os polissacarideos que dempas partes do trigo e suas respectivas

guantidades.

Tabela 4- Percentual de polissacarideos nas fralgbegjo.

Cereal Celulose  CMUCO- p-Glicano Hetero- b ctina Lignina  Proteina
manano xilano
Aleurona 2 2 29 65 - - 1
Endosperma 2 2 20 70 - - -
Farelo 29 - 6 64 - 8,3 9,2

Fonte: Informacdes adaptadas de Comino et al. §2013

1.2 Farinha de trigo
A farinha de trigo € a Unica com capacidade de dormassas coesas, consistentes,

elasticas e extensiveis, caracteristica dada petempca do gluten que, quando hidratado, forma
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uma rede viscoelastica através da interacao esitnenooécidos das fragcbes proteicas gliadina
e glutenina (Zardo, 2010).

A taxa de extracao da farinha varia de 73 a 77¢emidendo da disposicédo do diagrama
do moinho e do tipo de trigo. As macrorregides i gervem como parametro para delimitar
os produtos obtidos na moagem do cereal. A faripfemca consiste basicamente no
endosperma moido e os subprodutos da extracaog@mnen e o farelo de trigo. O farelo de
trigo € constituido pelas camadas externas do gie€giacado pelo pericarpo e as camadas
superficiais da aleurona (localizada entre o enelosa e a casca), e devido a sua composicao,
possui elevado valor biol6gico (Prickler, 2014). hi@inhos onde o gérmen é moido
juntamente a farinha, porém isso influencia negatiente nas caracteristicas do produto final,
como a diminuicdo dehelflifedevido ao elevado teor lipidico desse componenteigb. Os
processos industriais mais comuns de moagem sdwados como processos de reducao
sucessiva ou de reducéo gradual. Eles consistergraaativas fragmentacoes e separacoes
através de moinhos de rolos e peneiracdes, sendoncipal objetivo a separagdo das
macrorregioes do trigo (separacéo entre o farelendimsperma, que sera reduzido até atingir
as caracteristicas padrdoes da farinha branca). Quotuto esses processos de moagem de
trigo podem gerar a farinha branca tradicional ofaranha integral. A figura 8 exibe os
processos de moagem de farinha utilizados em mginho

Trigo Trigo Trigo Trigo
l[impo limpo limpo limpo
[t amming.
e o6 = o
qp = 00
L | ! ' gquebra ﬁ.
Maoinho % | z . e .
i Peneiras Peneiras Peneires
i L}
Rolos d=
S AR g ® 0 wise | @ @
Peneiras Peneiras Peneires
| |
Farinha Farinha Far=lo Farinha Germen Faraia Farinha Germen Farelo

Figura 8- Processo de moagem com os tipos de nwirtfizados na industria.
Fonte: Adaptado de Boukid et al. (2018).
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Antes da moagem, os graos de trigo sdo “temperadms/és da pulverizacdo da agua

até atingirem uma umidade de 15% e posteriormé@uatéransferidos para um silo de descanso.

O tempo de descanso varia de acordo com a durezgrao do trigo. Durante esse

condicionamento, o0 pericarpo e a camada germindtvgrdo absorvem agua e o endosperma

€ amaciado para facilitar o processo de extragdsteRormente, 0s gréos sao triturados em

banco de cilindros ondulados e o endosperma eregéremovidos do pericarpo sendo as

fracOes reduzidas separadas de acordo com a neggéaardo trigo (Onipe, 2015).

1.2.1Produtos provenientes da moagem do trigo

A extracdo do grédo de trigo permite a obtencdo aentHas com diferentes

especificacdes. A diferenca entre os tipos esiédrasnte no grau de extracao e teor de cinzas,

sendo as especificagbes dos produtos e subpratlutoeagem como se segue (Zardo, 2010):

Farinha integral: Proveniente da moagem do gratrige inteiro e por esse
motivo, possui alto teor de fibras. Utilizado nagucao de alimentos integrais;
Farinha Especial: Extraida da parte central do spetona e apresenta
tonalidade mais clara e quantidade elevada derglEtaplicado em massas;
Farinha Comum: Proveniente da parte externa dospedma que fica mais
proxima da casca. Apresenta tonalidade mais esmgapr teor de gluten.
Aplicado em bolos;

Farinha Inteira: Proveniente da moagem do graecigie inteiro, porém com a
exclusao do farelo de trigo. Aplicada na fabricagégéaes;

Farelo de trigo: Subproduto da producéo de faridlustuma ser aplicado em
alimentos que almejam o enriquecimento de fibraé destinado para racao de
animais, destino mais usual;

Gérmen de trigo: Subproduto da producédo de fariGlmstuma ser destinado

para a industria de cosméticos.

A figura 9 exibe o grao de trigo e indica as regifi#madoras de cada tipo de farinha.
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Figura 9- Regides de extracdo - 1: farinha confurfgrinha especial, 3: farelo de trigo.
Fonte: Préprio autor

1.3 Farelo

O farelo de trigo corresponde a parede celularvégetais e € constituido por uma
associacao entre carboidratos, proteinas, ligmimamerais, formando uma matriz de estrutura
complexa. A constituicdo da parede celular esténarhente relacionada com o potencial de
conservacgao pés-colheita dos vegetais, bem coma eesisténcia contra insetos, patdégenos e
condicOes adversas (Santala et al., 2013).

Tratando-se do mercado de alimentos, o fareloige & o principal subproduto dos
moinhos de farinha e tem aplicacbes para o merdadalimentos (nutricdo humana) e nao
alimentos (nutricdo animal). O numero de alimemfos incorporam o farelo de trigo como
fonte de fibras tem apresentado um elevado aunueside 2001, porém ainda assim, 90% do
farelo gerado como residuo na moagem do trigo ipelastria de farinha € destinado para
alimentac&o de animais de criadouro ou estimacapét al., 2015). A composi¢cado quimica
da fibra de farelo de trigo € complexa, mas contssencialmente, celulose e pentosanas,
polimeros & base de xilose e arabinose, que s&ofente ligados a proteinas (Sramkova et al.,
2009). O farelo de trigo é constituido pelas carsadais externas do grdo, como o pericarpo,
as camadas superficiais da aleurona e a testaricnpe é dividido em camadas que contém
fibras insoluUveis, sollveis e acidos fenélicosdigg A camada hialina, conhecida como tecido
celular, pertence a camada intermediaria do grammada aleurona é a camada mais interna
do gréo e é parcialmente compartilhada com o erdosp Essa camada contém ligninas,
proteinas, antioxidantes, vitaminas e sais mineeaifevido a essas caracteristicas funcionais,

tém ocorrido uma crescente utilizacdo em estudiaEiomados a ingredientes funcionais
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(Onipe et al., 2015). A testa é reconhecida conpelicula que recobre a semente de trigo
(Araujo et al., 2014).

Dentre as utilizagbes mais comuns do farelo de tdgstacam-se a utilizacdo em
silagens para alimentacdo animal e compostagenset&mo, devido a sua complexa
composicao quimica, o uso deste residuo para ond@senento de produtos com alto valor
agregado se faz promissor, visto que o fareloige tronstitui uma boa fonte de proteinas e

minerais, além de ser uma rica fonte de fibra altiare

1.4 Fibras alimentares

O consumo das fibras alimentares pelos seres hums@ndeu ao longo da evolugéo e
0s beneficios para a saude humana desse consumpeesimam conhecidos (Fuller et al.,
2016). Embora ndo haja uma definicdo universalmeanéita de fibra, todas as definicdes
existentes reconhecem que as fibras alimentaregrsgoms de polimeros e oligdbmeros de
carboidratos (e lignina) que resistem a digestamtestino delgado e passam para o intestino
grosso, onde sdo parcialmente ou completamentesiféaichos. A caracterizacdo das fibras
depende do grau de polimerizacao dos oligossacarigl@olissacarideos, do comportamento
das fibras na industrializacdo de alimentos e das sfeitos fisiolégicos. Porém, a abordagem
mais aceita de classificacdo é diferenciar a slidialie das diferentes estruturas em uma
solugéo tampao com pH definido e/ou avaliar o gladermentacdo em um sistemavitro
(Fuller et al.,, 2016)Grande parte das fibras € parcialmente fermentselajo, portanto,
atualmente aceito a classificacdo das fibras coancigimente fermentadas, mal fermentadas
ou bem fermentadas. Geralmente, as fibras bem ftag&s sdo sollveis na agua, enquanto as
fibras parcialmente ou mal fermentadas sao pareiinou totalmente insollveis em agua
(Fuller et al., 2016).

S&o consideradas fibras sollveis em agua as g@rgéisanos, pectinas, mucilagens,
polissacarideos de reserva e algumas hemicelulasggsanto que as fibras insollveis estdo a
celulose, ligninas, pectinas insoluveis e fracoesolilveis de hemiceluloses. O efeito
fisioldgico da fibra solluvel esta associado a r@duge colesterol e atenuacao da resposta da
glicose no sangue, enquanto as fibras insoliuveaseqmdo sofrem fermentacdo no colon e
contribuem apenas para a mobilizacéo do bolo {&ayer, 2014).

No trigo, o seu farelo é a macrorregido do gracasifibras estdo concentradas, sendo
0s principais polissacarideos ndo amido soluvessaisnoxilanos (AX) e og-glicanos. O teor

desses compostos encontrados no farelo de trigaestrito na tabela 5.
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Tabela 5- Composicao de polissacarideos ndo amido
no farelo de trigo

Arabinoxilanos 70%
Celulose 20%
B-(1,3)p-(1,4)-glicano 6%
Outros polissacarideos 5%

Fonte: Adaptado de Merali et al. (2016) e Stevemrstah. (2012).

1.5 Alimentos probidticos e prebiéticos

Os microorganismos que residem no trato gastraingésdie humanos mantém uma
relacdo simbidtica com sua espécie hospedeira emgpesmham um papel importante nos
processos bioldgicos do hospedeiro, pois auxilimmmetabolismo e na metabolizagdo de
nutrientes, na resisténcia as infec¢des e na ngamdo sistema imunologico. Além de auxiliar
em atributos benéficos para a satde humana, umaliata intestinal desbalanceada também
pode contribuir para o desenvolvimento de patokygtemo as infecgdes p@iostridium
difficile e Campylobacter jejunicancer de célon, obesidade e diabetes (Tomadikr8asik,
2003). A ideia de alterara microbiota intestinaigpanelhorar a saude foi proposta ha mais de
um século e hoje abrange todo um espectro de fematerapéuticas, desde o transplante de
toda a microbiota fecal até a introducdo de mi@woigmos isolados (probidticos). Outra
ferramenta importante € o fornecimento de substi@ddocrescimento, que induzam alteracdes
metabolicas, para os microrganismos residentebi@piens) (Bindels et al., 2015). Sendo
assim, probioticos sdo microrganismos Vvivos cujetolm € melhorar a satde humana quando
ingeridos, enquanto prebidticos sdo substratos garaicrorganismos dos hospedeiros e/ou
para os probidticos (Gibson et al., 2017).

Os probidticos englobam bactérias dos gén@ifidobacteriume Lactobacillus e
também alguns tipos de leveduras. Os probidticosaéa patdgenos e sobrevivem as condicdes
do trato gastrointestinal humano, podendo se figantestino humano onde irdo se multiplicar
e auxiliar na estabilizacao da microbiota inte${iiamasik & Tomasik, 2003). A tabela abaixo
mostra o0s probidticos que sédo adicionados em aloednncionais com o objetivo de tornar

um alimento benéfico para a saude humana.



36

Tabela 6- Probidticos e os respectivos alimentessqo adicionados.
Probidticos (bactéria

Alimentos Registo

oulevedura)

Lactobacillusacidobhilus Soro de leite, iogurte, L, acidophilus Lacidofil, Lakcid,
P manteiga, queijo fermentadd.akcid forte, Trilac, Yogurt

L. casei Shirotastrain Queijo, Yakult -
L. delbrueckiissp

. logurte -
Bulgaricus
L. plantarum Pao fermentado -
L. rhamnosus Pao fermentado L, acidophilus Lacidofilo
L. reuteri Pao fermentado -
BifidobacteriumadolescentiPao fermentado -
B. bifidum Laticinios selecionados Trilac, Lactobif
B.bree, B.mfantls_, Leites infantis e queijo Junior Bifidus Nestle
B.longum, B. lactis
Saccharomycesboulardii,

- - Enterol -

Streptococcusthermaphilu -
Fonte: Adaptado de Tomasik e Tomasik, 2003.

Definem-se prebidticos como ingredientes alimestago digeriveis que estimulam o
crescimento e/ou as atividades das bactérias lbaréfisalde que sdo hospedeiras no intestino
grosso (Bindels et al., 2015). Os oligossacaridatianos (FOS) e galactanos (GOS) néo
digeriveis séo prebidticos que possuem seus efatoprovados na salde humana através de
estudos cientificos muito bem detalhados. Esstogiede ser atribuido a quebra das ligacdes
glicosidicas dos FOS e GOS pelas enzifnisctanosidase g-galactosidase, prevalentes nas
bifidobactérias (Gibson et al., 2017). Os agucéilesados sdo utilizados como substratos
fermentativos pelas mesmas, podendo os produtesidenéficos a satde humana (como os
acidos graxos de cadeia curta, por exemplo). Ariawd usada como um ingrediente alimentar
funcional que oferece uma combinacdo Unica de agues nutricionais interessantes e
importantes beneficios tecnoldgicos, pois € umia fdom capacidade prebidtica. Devido as
suas propriedades sensoriais, a inulina é usathaastria alimenticia como estabilizadora de
espuma e emulsdes e pode ser um ingrediente qoerpld, ou seja, substitui a gordura e o

acucar (Rubel et al., 2014). Sua estrutura estéseptada na figura 10.
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Figura 10- Estrutura do prebidtico inulina. Fomtdaptado de Barclay et al. (2010).

1.6 Reac¢des Quimicas das fibras alimentares

As moléculas de arabinoxilanos3egglucanos sdo encontradas no farelo de trigo nas
formas soluveis e insoluveis. Do ponto de vistaduleionalidade, diferentes solubilidades
oferecem diferentes beneficios para a saude humpartanto, ao controlar a solubilidade de
um componente, é possivel ter diferentes benefjggma a saude. Por exemplo, as fibras
soluveis tipicamente podem auxiliar na reducéo lad@mia e colesterol, beneficios que néo
sao provenientes das fibras insoltveis (Comind. €2@14).

A reducéo do tamanho de particula do farelo de &ig modificacdo da sua solubilidade
permitem tornar o farelo nutricionalmente maisexita, uma vez a proporcao de fibra dietética
pode ser enriquecida. Logo o farelo podera saratib como um ingrediente de maior valor
agregado nos alimentos (Lehtinen, 2011). Como gmediente, o farelo tem aplicacdes na sua
forma quimicamente modificada ou como algum comptmextraido e purificado (Sibakov et
al., 2013). Baseado nisso, é sabido que muito£psos de tratamento quimicos e enzimaticos,
com o objetivo de produzir novos ingredientes vénds estudados (Onipe, 2015).

O farelo de trigo deve ser modificado em variapasapois a matriz ndo € facil de
degradar. Maneiras de modificar seus componentesiteen agregar valor em suas fragbes
(Lehtinen, 2011). Métodos biocataliticos, termonmémds e diferentes condigbes de
processamento sdo possiveis opc¢des para modificqrapriedades de solubilidade dos
polissacarideos presentes no farelo de trigo e semponentes. Os meétodos de extracdo

costumam modificar a funcionalidade dos carboidratpodem quebrar as ligagdes covalentes
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e ndo covalentes que formam a matriz estruturgladece celular do farelo de trigo (Valdez-
Luna et al., 2017).

A hidrolise dos oligossacarideos e polissacarigeasluenciada por varios fatores
como o pH, temperatura e configuracdo anomérica rdosossacarideos. As ligacbes
glicosidicas sdo mais facilmente degradadas emsmaialinos (beta-eliminacdo) e séo
catalisadas por aquecimento, mas a hidrolise &@Ed&ém representa uma boa opcao
industrial. A hidrélise das ligacdes glicosidicanbém pode ocorrer por enzimas. O tratamento
com acido € um pré-tratamento comum em biorretisade produtos lignocelulésicos e €
seguido de hidrdlise enzimatica para produzir meacerideos em etapa prévia a fermentagéo
(Hell et al., 2015).

O tratamento com base € considerado um métodivegbetra a extracao de AX partir
de biomassa, O peroxido de hidrogénio é frequenter@mmbinado com condicfes alcalinas
para alcancar a deslignificacdo simultanea e aghtrseletiva do AX (Hell et al., 2015). O uso
de solucgéo alcalina € eficiente para extrair Apdeede celular do farelo de trigo e as solug¢des
NaOH, KOH e Ca(OH)séo frequentemente utilizadas. No entanto, ess®gso de extragdo
é considerado muito drastico podendo alterar neggaegnte alguns grupos funcionais de AX
podendo influenciar as propriedades funcionaisalfisg soluvel (Zielke et al., 2017).

Para complementar a eficiéncia das modificacOgsadade celular do trigo, a incluséo
da precipitagdo dos polissacarideos € um métodeomitilizado. Essa precipitacdo € um
meétodo geralmente aceito para a separacdo da Aptraleinas contaminantes e mono- e
oligossacarideos para a analise de AX, deviddadal um método de deteccao especifico para
AX (Sibakov et al., 2013).
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2 OBJETIVOS
O objetivo desse trabalho foi avaliar os métodomddificagBes quimicas associadas
ao aquecimento do farelo de trigo para aumentolldbiizacdo de possiveis complexos de

oligo/polissacarideos ndo amido com possiveis b@osfpara a saide humana.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Composicao centesimal
3.2 Amostras

Para o projeto foram utilizadas amostras de fateltrigo fornecidas pelo moinho de
Santos da empresa Bunge Alimentos. A amostra folagela Bunge tem o destino para a
industria deNon Foodsou seja, o farelo serd matéria-prima para pradtamo a racao animal.

3.2.1Analise do teor de umidade
A umidade das amostras foi determinada pelo me@idlV de determinacédo de
umidade a 105°C conforme metodologia descrita &TITUTO ADOLFO LUTZ (2005).

3.2.2Analise do teor de Proteinas

O teor de proteina do farelo de trigo foi deterrdmpelo método de Kjeldahl, conforme
a metodologia descrita pela AOAC (2011), método,8B00f utilizado para célculo do teor
de proteinas da amostra de farelo de trigo foi,de 5

3.2.3Analise do teor de Gorduras

O teor de gordura foi mensurado através de extragéo hexano pelo método de
Soxhlet de acordo com INSTITUTO ADOLFO LUTZ (2008 extratos contendo 6leo foram
quantificados gravimetricamente ap0s a evaporag&oldente.

3.2.4Analise do teor de cinzas
O teor de cinzas foi determinado por incinerac&®@ C, em forno mufla, conforme
descrito pelo método 950.49 da AOAC (2011).

3.2.5Analise do teor de fibras

O teor de fibra alimentar total foi determinadcaaés de quadruplicata de amostras
desengorduradas que foram submetidas a digesté@natita com enzimas amiloliticas. Uma
duplicata foi utilizada para a determinacdo deginats e a outra para determinacdo de cinzas.
As fibras soluveis foram precipitadas com etan®b &80 residuo total foi filtrado e lavado com
etanol 78%, etanol 85% e acetona, de acordo coescritb pelo método 985.29 da AOAC
(2011).

3.2.6Analise do teor de carboidratos
O teor de carboidratos foi encontrado através f@aetica da massa total da amostra de
farelo de trigo com os valores em massa de gorguséeina, fibras, cinzas e umidade, obtido

através das analises de composi¢ao centesimal.
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3.3 Tratamento quimico das amostras

Foram realizados trés tipos de tratamento quinsiendo tratamento térmico em meio
acido, alcalino e oxidante. As amostras foram agas@ 60°C durante 4 horas em determinada
solucéo e as concentracdes foram de 0,25, 0,5 @elétido sulfarico, 0,025, 0,05 e 0,1M de
hidréxido de sddio e solugdo 10% de hipocloritga@ldio, respectivamente. Esses valores foram
obtidos depois de diversos testes-piloto teremgdtlizados baseado em dados ja publicados,
mas com restricdo da utilizacdo de diferentes aurexgdes (Hell et al., 2015). Uma amostra
foi aquecida em meio aquoso para controle, e todogrocedimentos foram realizados em
quadruplicata biolégica (4 lotes diferentes deléade trigo). Apds o tratamento térmico, a
fracdo solluvel da amostra de farelo de trigo fgiaseda através de filtracdo com papel
miracloth e o pH do meio foi ajustado para 6,0 ¢6@L 0,4M ou NaOH 0,4M conforme as
caracteristicas das amostras. Posteriormentepadicise etanol absoluto para concentracéo
final de 80% (v/v) e posterior acondicionamento-@8F Covernight Apds esse periodo, as
amostras foram centrifugadas a 5.000 rpm por 5 tméne ospelletsgerados foram lavados
com etanol 80% e centrifugados a 3.000 rpm porrutos repetido por trés vezes, sendo o

pelletfinal ressuspendido em 5mL de solugédo tampéo datéode sédio 0,05M pH 6,0.
3.4 Separacado dos polissacarideos solluveis em meio agao

3.4.1Degradacdo do amido e proteinas remanescente da e¢ao

Nas amostras das fragdes sollveis ressuspendidasrnte solugéo fosfato de sodio
0,05 M pH 6,0, foi adicionado 60 unidades @amilase deB. licheniformis(Megazyme
International Ireland; EC 3,2,1; 3000 U #le a mistura foi incubada a 90°C por 1 hora.
Posteriormente o pH foi ajustado para 4,5 com H@LN) e se adicionou 132 unidades de
amiloglicosidase dé. niger(Megazyme International Ireland; EC 3,2,1,3; 330n}) e a
mistura foi incubada a 60°C por 30 minutos. Apdegradacao do amido, o pH da solucéo foi
alterado para 7,0 com NaOH 2M e se adicionou 60adds de Proteinase K e a solucéo
incubada a 60°C por 1 hora. Apds a degradacéo teipap adicionou-se uma solucdo de
cloroformio/metanol (v/v) e aqueceu a mistura &708r 30 minutos. Para finalizar a extragéao,
foram adicionadas fracGes de etanol absoluto mareenitracao final de 80% (v/v) nas amostras
hidrolisadas (para precipitacdo dos polissacaridedsveis) e as mesmas foram deixadas
overnighta -20°C.Ap0s o periodo as amostras de fracdoaladém amido foram centrifugadas
a 5.000 rpm por 5 minutos e pslletsgerados foram lavados e centrifugados a 3.0000grm
3 minutos trés vezes com etanol 80% sengeltet final ressuspendido em 5 mL de agua,

congelado e liofilizado (Shiga et al., 2015).
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3.4.2Analise da distribuicdo do peso molecular dos polsacarideos solluveis
do farelo de trigo

Os polissacarideos soluveis do farelo de trigo & pi@dutos resultantes do seu
processamento foram analisados quanto a distribuiggpeso molecular. Cerca de 3 mg das
fracdes soluveis foram pesadas, diluidas em 1 mdgda deionizada, filtradas em membrana
de 0,45um e analisadas pelo sistema HPSEC-RHIgli Performance Size Exclusion
Chromatography with Refractive Index DetecterAgilent, USA), equipado com quatro
colunas PL aquagel-OH MIXED-M @m (60, 50, 40 e 30; 300x7,5 mm em sequéncia) e pré-
coluna PL aquagel-OH guard 25x25 mm (Agilent, USA$. curvas de calibracdo foram
preparadas utilizando padrdes externos de poligesslacarideos (série de dextranos - 750,
410, 150,80,50,25 e 12,5 KDa e glicose) (Shiga e2@15).

3.4.3Analise da composicdo de acucares dos polissacarédesoltveis do
farelo de trigo

Cerca de 1 mg das fracdes solUveis em agua do f@eetrigo e dos seus produtos foi
hidrolisada utilizando 1 mL de acido trifluoroaceéti(TFA) 2M a 120°C por 1 hora. Apos
secagem as amostras foram ressuspendidas em éguaatis, filtradas em membrana de 0,45
um e analisadas pelo sistema HPAEC-PABigh Performance Anion Exchange
Chromatography with Pulsed Amperometric Detectiddionex, EUA) equipado com coluna
de troca ibnica CarboPac PA10 de 250 mm X4 mm @idDorp. Sunny vale, EUA) segundo
Shiga et al. (2009). As curvas de calibracao fopaeparadas utilizando padrdes externos de

acucares.

3.4.4Analise dos compostos fendlicos nas fracdes dos igghcarideos soluveis
O teor de polifendis foi determinado pelo métodoFaéin-Ciocalteau onde o acido

galico foi utilizado como padréo para a curva dibcdo. Uma solucéo de Folin-Ciocalteau
diluida 10 vezes foi preparada e 0,2 mg do extoatadicionado a 0,8 mL da solucdo de Folin-
Ciocalteau. Depois de esperar 3 minutos para airaise equilibrar, 2 mL de uma solucéo de
carbonato de sddio (150 g/ L) e 2 mL de 4gua fadimionados. Os tubos foram mantidos no
escuro a temperatura ambiente por 60 minutos pera geacao ocorresse. Posteriormente, as
amostras foram lidas em um espectrémetro (UV-VigiaecoV730, Jasco Corporation, Japao)
a 730 nm. O padréo de acido gélico foi utilizade seguintes concentragdes: 1; 0,75; 0,5; 0,25;
0,125 e 0,0625 mg/ml. Os resultados foram expremsosg de acido galico equivalente por

grama de amostra da fracao soluvel do farelo de,tem base seca (Prior et al., 2005).
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3.4.5Poder redutor dos compostos fendlicos presentes npslissacarideos
soluveis
O poder redutor das fracbes sollveis extraidasadaof de trigo foi avaliado pelo

método FRAP (Benzie & Strain, 1996), que avali@ucdo do ion férrico em ion ferroso
através da doacdo de elétrons dos compostos a#iggs por meio de uma reacdo
calorimétrica. A forca dessa reacdo € medida poa weacdo provocada pela adigdo do
composto TPTZ (-s-triazina 2,4,6-tripyridyl) que emeio acido se une ao ion ferroso e forma
um composto azulado com absorcédo de 593 nm. Qtadeubi comparado com a capacidade

antioxidante do Trolox.

3.4.6Capacidade de captura de radicais livres

O poder oxidativo dos compostos fendlicos presemdefacao soluvel do farelo foi
determinada pelo método ABTS. A solucdo ABTS faiidia com agua na proporcéo 1:2 até
atingir uma absorc¢éo de 0,7 a 734 nm. Cem microgsata amostra foram adicionadas a 3 mL
de solugdo ABTS e a absorbéancia foi medida a 743lumante 4 minutos com o auxilio do
espectrofotdmetro (UV-visible JascoV730, Jasco @aron, Japao). O padrao usado foi uma
solucéo de Trolox com as concentracdes de 0,58; 0,27 e 0,06 mg/ml. Sobre a curva obtida
um ajuste bi-exponencial foi feito para mensuraalor da absorbancia em tempo infinito. Os

resultados foram expressos em pmol de trolox mongrde amostra (Reet et al., 1999).

3.4.7Analise dos teores de proteinas nas fracdes de mdacarideos soluveis

O teor de proteina da solucdo foi determinado pettodo de Bradford utilizando
curvas padrées com albumina sérica bovina (BSAJua foi feita com a concentracdes de
5;2,5; 1,250; 0,650; 0,313 e 0,157 ug/uL e o caldd teor de proteina nas amostras foi
efetuado pela interpolacdo dos dados com a equiEcéeta obtida dos padrbes (Magalhaes,
2008).

3.4.8Analise do teor dep-glicano
A quantidade dos polissacaridgglicanos foi determinado através do kit de enzimas

da Megazyme e a quantificacao foi efetuada de acmyth as instru¢des do fabricante.
3.5 Propriedades funcionais

3.5.1Umidade
A umidade foi determinada pela balanca gravimétf@@haus MB45) e 500 mg de

amostra foram utilizadas nessa determinacao seguoipdotocolo de Sciarini et al. (2009).
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3.5.2Capacidade de absor¢cdo de agua (WAC)

A capacidade de absor¢édo de agua (WAC) foi detadaipelo método AACC 88-04
(1995). Em um eppendorf, uma massa de 0,05 g daSefs soluveis do farelo de trigo (FAS)
foi adicionada com 1,5 mL de agua destilada. Oegdudbram centrifugados a 2000 g por 10
minutos e o pellet pesado. WAC foi calculada cantocélculo que segue, onde ssw é a massa
da amostra Umida e sw a massa pesada da amostra.

WAC=(SSwW-sw) *sw

3.5.3Solubilidade

A solubilidade das FAS do farelo foi determinadaagerdo com Betancur-Ancona,
Lopez-Luna & Chel-Guerrero (2002). Suspensfes c&nmlL na concentracdo de 1%
amostra/solugdo foram agitadas por 30 min e posteente centrifugadas a 800 g por 15
minutos. Aliquotas de 5 mL do sobrenadante forartassem uma estufa a 125 6@ernight
até que a massa constante fosse atingida. A ddadie! foi calculada conforme calculo abaixo,
onde wi corresponde a massa pesada de amostra magsa seca da amostra:

% Solubilidade=((wi-wf) *30) *100

3.5.4Propriedades espumantes

As propriedades espumantes das FAS foram deterasnechforme Sciarini et al.
(2008). As amostras foram suspensas em 30 mL deédgamogeneizadas em um misturador
(Philips HR ESENCIA 1357-1305) e o volume da esp@mnanensurado no exato momento.
A capacidade de formacao de espuma (FC) e a edsamlalda espuma (FS) foram calculadas
conforme segue, onde Ifv corresponde ao voluméalnie espuma e Fsv é o volume total da

suspensao, onde Tsv é o volume final da espun@eatsEamente.

FC Ifv 100
= *
Tsv
Ffv
FS= —%100
Tsv

3.6 Efeito prebidtico in vitro

3.6.1Cepas e meios de cultura

Lactobacillus reuterATCC23272 Bifidobacterium breveBacteroides fragili$292 e
Clostridium perfringeng168 foram cultivados em M.R.JecoliATCC25922 em caldo Brain
Heart Infusion (BHI). Os controles de crescimenboai realizados em anaerobiose ou

aerobiose para cada uma das cepas conforme neckssdsua morfologia foi observada com
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coloracéo de gram sob um microscoépio para confimpureza de cada uma das cepas a serem
trabalhadas. Para os ensaios de efeitos prebidticasalizado um meio semidefinido baseado
em Vernazza, Gibson & Rastall, (2005) e Zhang €2@l3) com a seguinte férmula: Peptona
1,5 g/L, extrato de levedura 2 g/L;HPOQ: 0,04 g/L, KHPQs 0,04 g/L, MgSQ.7H20 0,04 g/L,
NaHCQG 2 g/L, Tween 80 2 mL/L, sais biliares 0,5 g/L, TACD1 g/L.

3.6.2Efeito prebidtico in vitro

O teste foi realizado seguindo o método de Huebiehling &Hutkins (2007) com
modificacdes. Foi adicionado um caldo semidefinidon 1% de glicose (v/v) ou 1% dos
polissacarideos ndo amido soluveis do farelo de tki/v) (Riviere et al., 2014). Foi inoculado
1% (v/v) de uma cultura incubada a 37°C por 18 idecada uma das cepas estudadas. As
culturas foram incubadas a 37°C sob condi¢cfes @niaas em caso dBifidobacterium
Bacteroidese Clostridium e em condi¢cbes aerdbias phaextobacilluse E. coli. Nos tempos
t= Oh e t=24 h de incubacéo foi realizado o in6@OMRS para todas as cepas, com excecao
daE. colique foi plaqueada em agar BHI. As placas foramhbadas por 24 horas a 37°C e 0
namero de colbnias cultivadas por placa foi cont&ala teste foi realizado em triplicata e a
inulina comercial foi usada como um controle pwsitiUm tubo com meio semidefinido sem

a adicdo de qualquer carboidrato foi incluido camatrole negativo.

3.6.3Crescimento relativo (CR)

O CR foi encontrado pela relagéo de crescimentamie mesma cepa incubada em um
meio de glicose com um outro onde foi adicionadd-AS do farelo de trigo e calculado
conforme equacao, onde (FASFAS) é a diferenca em UFC/mL da cepa em analise nos
tempos t= 0 e 24 h em um meio com as FAS@ (Go) é diferenca em UFC/mL da cepa em
andlise nos tempos t= 0 e 24 h em um meio incubawhoglicose. Valores acima de 1 indicam
possivel atividade prebidtica.

_ FAS24 — FAS O
T G24 - GO

3.6.4Atividade Prebidtica (PA)
A Atividade Prebiotica foi calculada com a equagaixo, que é baseada na relagédo
do crescimento relativo da cepa probidtica comesa@mento relativo da cepa de referéncia,

neste caso B. coli, onde:
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- (FASs- FAS) € a diferenca em UFC/mL da cepa em andlise maygag t=0 e 24 h
em um meio com as FAS eA5Go) é diferenca em UFC/mL da cepa em analise nosaemp
t= 0 e 24 h em um meio incubado com glicose;

- (E. colks E. colp) é a diferenca em UFC/mL da cepakdeolinos tempos t= 0 e 24
h em um meio com as FASE. (coliGs E. coli&) é diferenca em UFC/mL da cepaklecol
nos tempos t= 0 e 24 h em um meio incubado corosgic

FAS24 — FASO  E.coli FAS24 — E.coli FASO
G24 — GO )/( E.coli G24 — E.coli GO

PA = (

Para um composto apresentar atividade prebibtieajatores finais dessa equacgéo

devem ser positivos.

3.6.5Indice prebidtico (IP)
O indice prebidtico foi calculado conforme a equagibaixo.

P—(Lb) <Bac>+(Bif> Cl
~ \total total total (total)
Onde:

-Lb é a diferenca da quantidade em UFC/mL em t=24caeQlactobacillus;

- Bacé a diferenca da quantidade em UFC/mL em t=24de®@acteroide;

- Bifé a diferenca da quantidade em UFC/mL em t=24de@ifidobacterig

-Cl é a diferenca da quantidade em UFC/mL em t=24de@ostridium;

-Totalé diferenca do numero total em UFC/mL em t=24 dd®todas as cepas.

Se oslLactobacilluse Bifidobacteria mostrarem um aumento relativo maior que a
populacdo de bactérias total, o valor de IP ser& ®lpolissacarideo estudado podera ser

considerado como tendo um efeito prebidtico pasitiv
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4 RESULTADOS

4.1 Analise centesimal do farelo de trigo

As amostras de farelo de trigo utilizadas no poojeram fornecidas pela Empresa
Bunge Alimentos e fazem parte do portfélio do segpmedeNon Foodsou seja, alimentos que
serdo destinados para a alimentacdo animal. Aatabedxibe o0s resultados obtidos pelas

andlises de composicdo centesimal.

Tabela 7- Resultado de andlise centesimal realidadanostra fornecida pela industria.
Amostra Bunge

Comp. Centesimal (9/100 g amostra) Desv. Pad.
Umidade 11,28 0,005
Proteinas 13,73 0,112
Gordura 4,45 0,069

Cinzas 5,00 0,017

Carboidratos Totais 65,53 -

4.2 Determinacao do fluxograma de extracao da fracdo $ovel do farelo de
trigo

Os procedimentos para solubilizacdo e isolamento pidissacarideos ndo sollveis
presentes na parede celular de graos envolvem rmapla a degradacédo e remoc¢ao de amido
com as enzimas amiloliticas (amiloglicosidaseamilase), a recuperacao do material (fracoes
solaveis e insoluveis) da parede celular com pit@gi@o com etanol e centrifugacao e remocao
das proteinas soluveis através do uso de proteaisksequentemente, a precipitacdo seletiva
com diferentes solu¢cdes aquosas de alcool poddikzada para recuperar os polissacarideos
nao amido que se tornaram soluveis (Comino e2@L4). Conforme procedimento listado, a
metodologia para extrair os polissacarideos naal@rdo farelo de trigo foi baseada no
tratamento das amostras realizados em Hell et28l15) com a utilizacdo de outras
concentragcdes dos componentes extratores e tanwéadagtacdes conforme a necessidade de
otimizacao do fluxograma de extracao do projeto.

As etapas do procedimento estao descritas na figur@ uso do papel Miracloth como
filtro permite que haja uma efetiva separacéo dgéfv solivel com os residuos insollveis do
farelo de trigo. As lavagens com etanol 80% garardee 0os monossacarideos sejam quase
que eliminados por completo e com isso a fracdadsoseja composta majoritariamente por
oligossacarideos e polissacarideos soluveis em &psduos das lavagens de etanol 80%

foram guardados para andlise futura para detecgianaono/oligossacarideos. Apds o
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procedimento da extragcéo da fracao sollvel dodateltrigo, foi detectada a presenca de amido
através do teste qualitativo de lugol. Como padpaca comparacao da presenca ou auséncia
do amido, utilizou-se solucédo de amido a 3,0% ecsm a 3% de pectina de maca.

Uma vez que houve a deteccdo qualitativa do anpidiedeu-se com a degradacéo
total desse polissacarideo nas amostras extragasdo a metodologia descrita por Shiga et
al. (2015). Quando a degradacdo do amido foi #adh, realizou-se o teste com lugol
novamente para verificar a presenca ou auséncamido e se de fato o amido havia sido
eliminado. Posteriormente foi realizada a degramladd@s proteinas remanescentes com a

enzima proteinase K.
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Tratamento quimico das|
amostras

Extracéo da FAS do
farelo de trigo

Isolamento de
polissacarideos sollvei
nao amido

Foram pesados 2g de amostra §m

um eppendorf com 20 mL de

solugéo de 550, Agua, NAOH e
HCLO 10%

As amostras foram filtradas en
papel Miracloth

Amostras aquecidas por T=4 H},
t=60°C e agitardas com um vortgx
por 30 s a cada 30 min

Foi adicionado 60 uni, de-amilase
e as amostras foram aquecidas |
t=1h e T=90°C

Foi aidcionado etanol 70% (v/v)
as amostras foam deixadas
overnigth a T=20°C

O pH foi ajustado para 4,5 com
HCL 0,4 e adicionou-se 132 uni.
amiloglicosidase t=60 min e T=602C

As amostras foram centrifugadd
por t=5 min e R=5.000 rpm

o pH foi ajustado 7,5 com NAOH
2M e adicionaou-se 60 uni.
protease por t=1h e T=60°C

O pellet foi lavado com etanol
80% e as amostras foram
centrifugadas por t=3 min e
R=3.000 rpm por trés vezes

Foi adicionado solugdo de
Cloroférmio/Metanol (v/v) potr
t=30 min e T=70°C

As amostras foram ressuspendid
com 5mL de solucéo
tamp&o NgHPQ, e neutralizadag
para pH=6,0 com HCL 0,4 M o\
NAOH 0,4M

Foi adicionado etanol 70% (v/v)
as amostras deixadas overnight
T=20°C

As amostras foram centrifugad
por t=5 min e R=5.000 rpm

O pellet foi lavado com etanol 80po

e as amostra centrifugadas por
min e R=3.000 rpm por trés vez

O conjunto (eppendorf + fragaqg
solavel) foi pesado

As amostras foram ressuspendid
em 5 mL de agua e posteriormer
congeladas

3

as
te

Figura 11- Fluxograma de extracdo da fracdo soliéelamido do farelo de trigo.
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4.3 Calculo do rendimento da extracdo da fracdo soluvaido amido do
farelo de trigo

O rendimento do processo de extracdo da fracdoedaddo amido do farelo de trigo
em agua, nas solucdes acidas d8® nas concentragdes de 0,25, 0,5 e 1,0M, em solugdes
alcalinas de 0,025, 0,05 e 0,1M e em solucéo declupto 10% estéo descritas na tabela 8.

As extracdes realizadas em meio &cido, alcalino xelante (hipoclorito10%)
apresentaram diferenca significativa (p<0,05) qoaosl seus valores das quadruplicatas de
rendimento foram comparados com o rendimento dagid em meio aquoso. As extracdes
com solugBes acidas pareceram ter sido mais eSatevaxtracdo de polissacarideos do que o
controle (extracdo em agua). A extracdo em aguzugen rendimento de 8,80+0,01g fracdo
soluvel/grama de amostra, enquanto os rendimerdsdrdtamentos com solucédo de acido
sulfurico nas diferentes concentracdes de 0,2% 0,6M foram 11,22+0,01,9,22 0,01 e 10,24
+0,013g fracdo soluvel/grama de amostra, respestnge. A extracdo em hipoclorito, quando
comparado com a agua, obteve o menor rendimemtdo sk 60,0089 fragdo solluvel/grama
de amostra. Extracdes em meio alcalino foram nfaisvas que as extracdes em hipoclorito
pois os rendimentos para as molaridades de 0,02 ¢®,1M foram de 9,85+0,01, 7,96 +0,05

e 8,00+0,02g fracdo soluvel/grama de amostra.

Tabela 8- Resultado do rendimento das FAS do faelkniga

Concentracdo Rend. fracdo soluvel

Solucéo molar da nao amido (g/100 g
solucéo de amostra)
Agua - 8,80+0,0%
HCLO 1,00 5,80+0,02
H2S0O4 0,25 11,22+0,05
H2S04 0,50 9,22+0,0%
H2S04 1,00 10,24+0,01
NAOH 0,025 9,85+0,01
NAOH 0,05 7,96+0,0%
NAOH 0,10 8,00+0,02

Letras diferentes representam a diferenca sigtiificaentre os
valores de acordo com o teste de Scott-Knott (50,0

4.4 Cromatogramas de distribuicdo do peso molecular dpolissacarideos
extraidos do farelo de trigo
Os cromatogramas obtidos pela cromatografia deis&clde tamanho (HPSEC) estédo

representados nas figuras 12, 13 e 14. As extragtaseio acido, alcalino e meio oxidante
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(hipoclorito) sdo comparadas com a extracdo em @gueelacdo ao peso molecular aparente
(representado pelo tempo de retencao dos picos).

Por meio de padrdes de dextranos (750, 410, 15G®@5 e 12,5 KDa) e a glicose,
foi possivel presumir o volume de exclusdo totalltne morto — Vo) e o volume de
PermeacédoTotal (volume de eluicdo — Ve). Utilizasdada equacdo da reta da analise de
regressao linear dos padrbes de dextvatempo de retencdo (demonstrada nos gréaficos), foi
possivel estimar o tamanho (KDa) dos picos dosgatiarideos solUveis em agua atraves da
equacao de retg=-2,10 In(x) + 49,08com R=0,998.

4.4.1Analise dos compostos soluveis extraidos com acidolfarico em

diferentes concentracdes

Peso molecular—FAS H,50, e agua
750 150 50 12 Glicase
waaj Juslulzle |

2000, -

Vo

Pico2 Ve

Pico 1

—— FAS agua

— FASH,50,0,25M
—— FASH,50, 0,5 M
— FASH,50,1,0M

1500
nRU

pLLLE

200

Tempo de retencao (min)

Figura 12- Gréafico do peso molecular dos polisddeas extraidos com solucdo acida de acido
sulfurico em comparag¢éo com a agua.
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Tabela 9- Peso molecular dos polissacarideos (Kktgdidos em
solucdo acida ded30, em diferentes molaridades.

Amostra TR KDa
H,SQ: 0,25 M 44,43 13,05
H2S0; 0,5 M 45,39 8,71
H2SQu 1,0 M 43,89 16,32
Agua - Pico 1 42,85 25,19
Agua - Pico 2 45,95 6,90

Os pesos moleculares das fragdes solUveis em aguangeio acido estédo exibidos na
tabela 9. As diferentes extrac6es com solucdesacd concentragdes de 0,25, 0,5 e 1,0M de
acido sulfurico resultaram na identificacdo de gsalcarideos de baixo peso molecular com
tempos de retencéo diferentes dos picos majostélis polissacarideos extraidos em agua.
Verifica-se que o pico majoritario da fracado de dd&cido apresenta um peso molecular maior

do que o pico majoritario da agua e com maior tesm (mais estreito).

4.4.2Analise dos compostos solluveis extraidos com hidri@o de sédio em

diferentes concentracdes

Peso molecular—FAS NAOH e agua
750 150 50 12 Glicose
waa) Jgolulz s ]

Pico 2 picoz |
) 1 Ve
Picol

Vo

n —— FAS 2gua

—— FASMAOH 0,5 M
—— FASMAOH 1,0M
. FAS MAOH 0,25M

15004
nRU

30 40 50 &0

Tempo de retencao (min)

Figura 13- Grafico do peso molecular dos polisddeas extraidos com solucdo alcalina de hidréxido
de sbdio em comparacdo com a agua.



Tabela 10- Tamanho dos polissacarideos (KDa) exisa¢m
solucdo alcalina de NaOH em diferentes molaridades.

Amostra TR KDA
NAOH 0,1 M 33,791 1,119,35
NAOH 0,1 M 44,222 14,24
NAOH 0,05 M 44,307 13,74

NAOH 0,025 M 44,31 13,73
Agua - Pico 1 42,859 25,19
Agua - Pico 2 45,954 6,90

A tabela 10 exibe o peso molecular das fracfes/s@extraidas em adgua e em meio

alcalino. As diferentes extracfes com solucdediafsade concentracdes de 0,025, 0,05 e 0,1M

de NaOH também resultaram na visualizacdo de pohbs&leos de baixo peso molecular com

tempos de retencao diferentes dos picos majost@ios polissacarideos extraidos em agua.

Verifica-se que os dois picos majoritarios da foadg 0,1M de &lcali apresentaram pesos

moleculares maiores do que o pico majoritario demagendo mais estreitos (maior resolucao)

com maiores intensidades.

4.4.3Analise dos compostos soluveis extraidos com hipocito de sodio
diluido em 10%

Peso molecular —FAS hipoclorito e dgua
750 150 50 12 Glicose
i) Lo lulzls |

4000 .
Vo

30004

nRU — FASagua

= FASHCLO 10%

2000

T
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
1000 !
I
I
I

L] 1
30 40 30 o0

Tempo de reteng3o (min)

Figura 14- Grafico do peso molecular dos polisddeas extraidos com solucdo de hipoclorito de

sédio 10%.
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Tabela 11- Tamanho dos polissacarideos (KDa) exisa¢m
solucdo de hipoclorito 10%.

Amostra TR KDA
Hipoclorito - 10% 44,33 13,59
Agua - Pico 1 42,85 25,19
Agua - Pico 2 45,95 6,90

A tabela 11 exibe os pesos moleculares das fresgégeis em meio de hipoclorito e
agua. A extracao de polissacarideos soluveis cpoclurito também apresentou baixo peso
molecular, sendo os cromatogramas 0s mais parecmho®s da extracdo aquosa. Entretanto,
0 pico majoritario encontrado nas amostras extsatdan hipoclorito se assemelha em tempo
de retencdo e peso molecular aos picos majoritétiss fragcbes extraidas com solugcdes
alcalinas sendo que a identificacdo e caractemzal@ polissacarideos dessas fracdes
mostraram, uma possivel semelhanca entre os coospestraidos, em resultados descri¢cdes

em secdes posteriores.

4.5 Teor de proteina nos polissacarideos ndo amido doigo remanescente
apos tratamento quimico e enzimatico com protease.

Foi quantificado o conteudo de proteinas nos pademsdeos ndo amido extraido em
agua, acido, meio alcalino e oxidante apos trat&onmguimico e nas mesmas fracées sollveis
apos o tratamento enzimatico com a enzima proifasomparacéo dos teores de proteina
consta na tabela 12 e é possivel observar a redogdercentual de proteinas apds o tratamento

enzimatico em todas as fracdes soluveis.

Tabela 12- Comparacéo do teor de proteinas naofregiivel nos polissacarideos com tratamento
quimico e tratamento quimico com a adicdo da enPiroteinase K.

Proteinas (g/g amostra) af Proteinas (g/g amostra)

Extracéo o apos tratamento
tratamento enzimatico quimico
Agua 0,03+0,03 0,09+0,10
Hipoclorito 10% 0,05+0,03 0,06+0,02
H2S04 0,25M 0,04+0,01 0,09+0,02
H2S04 0,5M 0,04+0,01 0,08+0,05
H2S04 1,0M 0,04+0,01 0,09+0,05
NAOH 0,025M 0,04+0,03 0,07+0,03
NAOH 0,05M 0,04+0,02 0,10+0,12
NAOH 0,1M 0,05+0,01 0,09+0,03
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4.6 Analise da quantidade e dos tipos de acUcares dam§des soluveis
obtidas pelos diferentes tipos de extragcéo

Os B-glicanos de cereais sdo polissacaridos composiosumidades de D-glucose
ligadas com ligacoes (1 — 3) ep- (1 — 4) (Letinehn, 2012) e os arabinoxilanos consistem
em cadeias d@-(1-4)-xilopiranose ligados com cadeiras @é-arabinofuranose (Zhou et
al.,2010).Uma vez que o objetivo do trabalho éaisekses polissacarideos benéficos para a
saude humana, é desejavel que as FAS tenham erosysosicdo de monossacarideos
moléculas de arabinose, xilose e glicose, poiesgmca desses monossacarideos pode ser um
indicio da presenca de arabinoxilanos e beta gikcaas amostras.

Os acucares foram determinados através da croraéitogor troca ibnica (HPAEC) e
os resultados estdo na tabela 13. Foram encontgaefosntuais de arabinose, galactose,
glicose, xilose, manose, acido galacturdnico eaaglaturénico em todas as fracdes sollveis,
independentemente do tipo de extragao.

A fragcdo soluvel de polissacarideos ndo amido eldr@m agua demonstrou um
percentual molar del4,4+0,9 de arabinose, 16,94@,Xilose e 55,6+0,4 de glicose. As
extracbes em meio acido apresentaram valores podxilm percentual molar de arabinose em
sua composicédo, sendo 3,4+0,3,3,31£0,6 e 3,3 08 gmsolucdes de-8O: 0,25, 0,5 elM,
respectivamente. O percentual molar de xilose fenon na extracdo acida de menor
molaridade, 20,7+1,2, porém as FAS extraidas naesréidos 0,5M e 0,1M apresentaram
quantidades molares proximas, sendo 23,4+0,8 e@3,3Para a glicose cada extracdo possuiu
um percentual molar diferente, sendo 62,6+3,4,#) /e 56,4+3,3 para as solucoes 0,25, 0,5
e 1M, respectivamente.

Extracdes em meio basico também apresentaram doeqg@es molares parecidas de
arabinose nas diferentes concentragcfes, sendo127,4%7,3+0,9 e 27,7+0,2 nos meios de
NaOH 0,025M, 0,05M e 0,1M, respectivamente. Poremescentuais molares de xilose foram
diferentes para cada molaridade, sendo 28,0+2,5+2D e 25,5 +2,1 nos meios contendo
NaOH 0,025M, 0,05M e 0,1M, respectivamente. O maiercentual molar de glicose é
39,6£1,5 e foi encontrado na extracdo de menor ndalde de alcali. As extracdes em meio
alcalino 0,05M e 0,1M apresentaram 30,8+0,8 e I{PO+te percentual molar de xilose,

respectivamente.
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Tabela 13- Percentual molar de aglcar por FAS idetrzos diferentes meios.

Fragao Ara Gal Glc Xil Man Agal Aglic
soluvel

Agua 14,4+0,95 6,37+0,53 55,62+0,41 16,9340,14 806D 0,30+0,01 2,12+0,29
HSQx 0,25  3,41+0,28  6,51+0,55 62,63+3,39 20,71+1,19  3,84+0,57 1,15+0,23 1,30+0,34
H2S0:0,5 3,30+0,55 6,64+0,8 61,48+0,73 23,40+0,78 3,955:0 1,17+0,58 1,43+0,39
H2SQw 1M 3,2840,32  5,69+0,59 56,39+3,27  23,2840,5 2,62+1,01 3,68+1,4 5,46+2,08
NACH 0,025 27,36+1,67 5,80+1,23 39,64+1,45 28,00+2,11 4,02+0,13 0,37+0,75 0,51+0,39
NAOH 0,05 27,35+0,93 4,83+0,56 30,85+0,77 21,49+1,03  4,30+1,77 2,00£1,23 0,83+0,46
NACH 0,1 27,75+0,22 4,68+0,64 36,88+0,12 25,62+211 2,39+0,11 1,94+0,2 2,29+0,23
HCLO 10% 25,56+1,57 13,47+1,43 28,68+3,64 20,89+1,58 5,09+0,87 1,39+0,52 1,43+0,41

4.7 Analise do teor de beta-glicanos nas fracdes sollgedo farelo de trigo

ApOs avaliar os resultados dos agucares, foranihedas 5 amostras que pareciam ter
maior rendimento na extragdo dos polissacaridesdsrenxilanos e3-glicanos, sendo elas a
extracao padrao em agua (controle), duas extragigass e duas extracdes alcalinas. A escolha
foi baseada nos percentuais molares extraidos glcar@s arabinose, xilose e glicose. Os
percentuais dp-glicanos encontrados nas fracdes extraidas do f@eerigo e o percentual de
B-glicanos por glicose (encontrada na analise deagied por cromatografia de troca idnica)
estdo representados na tabela 13. As fracOes soléx&aidas apresentaram diferentes
percentuais d@-glicanos, sendo um teor de 0,8% na extracéo em dglie 2,8% nas extracoes
acidas 0,5M e 1,0M e 5,4 e 4,6% nas extracOesds8i025M e 0,1M.

Utilizando-se os dados absolutos de glicose adbpsrpela cromatografia de troca
iOnica, avaliou-se o quanto @leglicano estaria representado na quantidade desglitotal
encontrada. Os resultados mostram que 16,30%erafirglleanos na FAS extraida em
agua,12,20% e 3,41 % de beta-glicano nas extragidas 0,5M e 1,0M e 100,00% e 84,70%
dep-glicanos nas extracdes basicas 0,025M e 0,1M aldses estdo reportados na tabela 14.

O teor deB-glicano nas fracdes sollveis extraidas em metoaeialcalino estd maior
que o valor encontrado na extracdo em agua. ldsmigue os tratamentos quimicos alteraram
a estrutura da parede celular do farelo de trigmp@do a solubilizacdo dp-glicanos que
estavam previamente ligados a outros polissacarigigtouturais. A maior solubilizacéo gle
glicano foi encontrada nas extragdes em meio atzatio qual o seu percentual (5,42% e 4,62%
para NaOH 0,25M e 0,1M) aumentou quase 5 vezesoamparacao com o percentual ftle
glicano obtido a partir das fragcdes soluveis emaa@u82%). Solucbes acidas também
influenciaram na solubilidade d@sglicano. A extragdo com acido sulfurico 0,25 Meexm

aumento no percentual @eglicano (0,97%) em relacdo a extracdo em agua&npa@r maior
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solubilizag&o ocorreu na solugdo com maior molaed®,5M), em que foi encontrado quase
2 vezes maif-glicano (2,79%) que as quantidades encontradagtrecdo com agua.

A glicose presente nas fracOes solUveis ndo amoiokijas pela extracéo alcalina, é
originada basicamente dpgylicanos (100,00% para NaOH 0,025 M e 84,7% NaCtH ).
Essa questédo, junto ao aumento da solubilizacdopegicanos nas solugbes alcalinas,
poderiam ser indicios iniciais de que tratamentos) @lcalis poderiam extrair maiores
quantidades dp-glicanos do farelo de trigo.

O percentual d@-glicanos na glicose total € menor para os tratémseicidos quando
os valores sdo comparados com a agua. A hidrotiska gode ter desfeito as ligacdes
glicosidicas do$3-glicanos e as convertido em glicose que foi eladan no processo de

precipitacdo com a solucéo de etanol 80% e postesitte descartado com o sobrenadante.

Tabela 14- Quantidade @eglicanos das fracdes sollveis estudadas.
% beta glicano/Fragao

Tipo de extracao % beta glicano/Glicose )
soluvel
Agua 16,30% 0,82%
H.SO4 0,5 M 12,20% 0,97%
H.SO4 1,0 M 3,41% 2,79%
NAOH 0,025 M 100,00% 5,42%
NAOH 0,1 M 84,7% 4,62%

4.8 Compostos fendlicos presentes nas fracdes soluveidraidas no farelo

de trigo

O trigo ndo é apenas uma fonte de nutrientes Bstoono carboidratos, proteinas e
vitaminas, mas também uma fonte de antioxidantespdlavonoides e acidos fenolicos. Esses
compostos estdo localizados principalmente no ggricdo grdo, portanto o farelo de trigo
possui maior concentracdo de acidos fendlicos gdé&imha branca (Li et al.,2015). Os
compostos fendlicos sdo considerados sequestrdateadicais livres, e suas propriedades
antioxidantes dependem de sua estrutura quimicpeclHisamente, essas propriedades
dependem de sua capacidade de doar hidrogénicétroreke sua capacidade de deslocar o
elétron desemparelhado dentro da estrutura arcan(@ilic et al., 2012).

A atividade antioxidante dos polissacarideos naal@rfoi mensurada através das
andlises de compostos fendlicos, da determinacgmoder redutor com FRAP e através da
capacidade de sequestrar os radicais livres porSABJomo mostrado na tabela 15, as
propriedades antioxidantes diferem significativateeantre as variedades de extracdes e

quando comparadas com as extracfes em agua. @sdrdbs quimicos aumentaram a
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quantidade de compostos fendlicos nas fragfes eisléwn relacdo a 4gua e o maior teor de
compostos fendlicos foi encontrado na extragédo dg®0; 0,5M e NaOH 0,025M, enquanto
0 menor teor é proveniente da extracdo em agua.

Os maiores valores de FRAP também foram observaosxtracbes em,5Q: 0,5M
e NAOH 0,025M e embora os tratamentos quimicosatenadumentado o teor de compostos
fendlicos nas fracdes solluveis, o poder redutorF% em agua é maior que o dos
polissacarideos n&do amido obtidos enB® 0,25M. Todas as extracdes apresentaram

diferenca significativa no valor de ABTS em relaggamostra extraida em agua.

Tabela 15- Atividades antioxidantes dos polissdeas ndo amidos extraidos do farelo de trigo.

Compostos fendlicos Frap ABTS
Amostra (FAS (1g acido galico/ mg (ug &cido galico/ mg
farelo de trigo) amostra) produto) (Lmol trolox/mg amostra)
Agua 2,0255+0,0738* 0,2441+0,0544* 0,0132+0,0014*
H,SQ; 0,25 M 4,5486+0,5836 0,0594+0,023 0,0098+0,0034
H,S0, 0,5 M 8,8143+0,2221 0,2039+0,0258 0,0067+0,0016
NAOH 0,025 M 7,1771+0,0611 0,1604+0,0107 0,0148+0,0003
NAOH 0,01 M 4,2311+0,1276 0,1051+0,0243 0,0167+0,0004

O asterisco representa a diferenca significativeeenextracdo em 4gua e todas as outras extratgasprdo
com o teste de Scott-Knott (p<0,05).

4.9 Propriedades funcionais das fracdes soluveis do falo de trigo —
Umidades e absorcdo de agua (WAC)

Hidrocolbides s&o ingredientes muito utilizados indUstria de alimentos como
coadjuvantes de tecnologia, pois podem auxiliamiteracdo da textura dos produtos, na
modificacdo das propriedades reoldgicas, na aparénconservacdo de alimentos, uma vez
que tém capacidade de estabilizar emulsbes e dimgseralém de reter agua aumentando a
viscosidade de suas suspensdes. Do ponto de uistécq, eles sdo polissacarideos, como as
gomas, amidos modificados e pectinas, ou podemrstinas (Sciarini et al., 2009).

A capacidade de absorcao de dgua (WAC) definess® @quantidade de agua que
permanece ligada ao polissacarideo hidratado appBcacdo de uma forca externa (pressao
ou centrifugacao) e a solubilidade séo definidasaa propriedade de uma substancia quimica
(soluto) para se dissolver em um solvente (Zhab.€2017).

Os resultados de umidade, solubilidade e absorg&yua estdo descritos na tabela 16
e todas as fracOes soluveis extraidas nos diferemégos estudados, sendo agua, meio acido
0,25 e 0,5M e alcalino 0,025 e 0,01M apresentaradade baixa entre 5 e 3%. A solubilidade
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foi positiva em todas as amostras, sendo 100%ldbiktdade nas fragdes extraidas em agua,
95 e 91% nas fragOes obtidas nos meios kD, 25 e 0,5M e 92 e 93% nas fracdes obtidas
nos meios alcalinos. Sendo assim, todas as ameéta®lUveis, independente do processo de
extracao utilizado. Prospecta-se que as fracdaseaislestudadas poderiam ser utilizadas como
ingredientes de facil solubilizagédo na fracdo agudiss alimentos na inddstria.
As extracfes em agua e em meio alcalino ndo apeeaena propriedade de absorcao

de agua (WAC g/g), tendo como resultado o valoro.nildso representa que se esses
polissacarideos de baixo peso molecular forem @thdos em alimentos, oS mesmos nao

teriam influencia na viscosidade final do produtbas extragcdes com 0,25M e 0,5M qsq

apresentaram uma absor¢ao de agua de 1,01 e §,86spectivamente. Esses valores de WAC
para 0os compostos analisado representaria umarmedufeiencia na textura de alimentos e

utilizados como aditivo.

Tabela 16- Valores de umidade, solubilidade e WAE @amostras.
Amostra Umidade (%) % Solubilidade D.P. WAC (g/q)

Agua 5,14 100,00% 0,02 0,00
H,SO, 0,25M 5,31 95,00% 0,01 1,01
H,SO, 0,5M 3,76 91,00% 0,00 0,86
NAOH 0,025M 5,98 92,00% 0,01 0,00
NAOH 0,01M 5,19 93,00% 0,00 0,00

Valores de umidade determinados pela balanca teavioggtrica (balance Ohaus
MB45), de solubilidade conforme Betancur-AnconapézLuna, and Chel-Guerrero
(2002) e absorgdo de agua (WAC (g/g)) pelo métadG®@ 88-04 (1995).

4.10 Propriedades espumantes das fragcfes sollveis do &wo de trigo

As propriedades espumantes sao determinadas peleid¢ade espumante (FC), ou seja,
o percentual de espuma formado apés trabalho noec@&om um determinado misturador
mecanico (Philips HR ESENCIA 1357-1305) e pelalsbtiade da espuma (FS), que consiste
no tempo em que a solucdo é capaz de manter a asfiocrarini et al.,, 2009). Essas
propriedades foram determinadas nas solucdes erasgulS extraidas nessa pesquisa foram
diluidas e testadas em diferentes pH, os quaisteeme pH dos alimentos (pH 3, 5 e 6). Os
resultados das propriedades espumantes das fregidegis extraidas do farelo de trigo sao
exibidos na figura 15.

A solucdo com pH 3 teve melhor resultado para taebidislade das espumas, quando

comparado com as solucdes de pH 5 e 6. As amestirasdas em meio alcalino apresentaram
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maior capacidade espumante (B25 = 51,61%+0,02 & B5,43%+ 0,01) e estabilidade
(B25=15,91+ 0,03 e B1=20,06%= 0,03) por 3 h. As FRSgrupo agua apresentaram FC de
26,09% = 0,01e FS de 9,64%=z 0,06 em 25 min, enqueEAS de solucao acida apresentaram
FC de 41,51%+ 0,01 e 38,46% + 0,02 e FS de 3,758269,64%= 0,06 para,85% 0,25 M

e 0,5 M, respectivamente, por 20 min.

Nos pH 5 e 6 as fra¢des sollveis extraidas eméduamo apresentaram a formacgéo de
espumas em t=0, porém nenhuma estabilidade. A$esagle meio alcalino em pH5
apresentaram FC de 56,25% + 0,01 e 46,67+ 0,01%de~,50% + 0,03 e 9,64% + 0,06 por
75 min para NaOH 0,025 e 0,1M. Em pH 6apresent&@rde 6,16%z= 0,01 e 14,29%= 0,05 e
FS de 0 e 3,75% + 0,01por 25 min para NaOH 0,023 M.

As FAS extraidas nos diferentes meios ndo apraseptapriedades espumantes
significantes, pois mesmo na melhor condicdo olskr{pH3 — Extracdo alcalina) o percentual
de espuma retido foi baixo (20% por 3 h), sendouugercentual padrédo de boa propriedade
espumante é 80% para proteina de albumina (Scerati, 2009).

roaes Propriedades espumantes das fracdes soltveis do trigo
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Figura 15- O gréfico apresenta a FC (capacidadenespte) e FS (estabilidade da espuma) pelas
colunas azul e vermelho, onde AC corresponde agidrem meio 4cido de 25 e 5 as molaridades de
0,5 e 0,25 M. AG corresponde a extracdo em aguaas Bxtracdes alcalinas, onde 1 e 25 séo as
molaridades de 0,1 e 0,025 M.
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4.11 Efeito prebiotico das fragdes sollveis ndo amido dfarelo de trigo

Foi calculado o efeito prebiétida vitro das FAS do farelo de trigo e para isso foram
incubadas cepas das bactérlasctobacillus reuteri Bifidobacterium breve Bacteroides
fragilis e Clostridium perfringengpara o calculo do crescimento relativo (CR), deiddide
prebidtica (AP) e do indice prebidtico (IE).colifoi usado como cepa de referéncia e a inulina
como controle positivo de efeito prebiotico. Emdsas casos as bactérias foram inoculadas

em um meio semidefinido sem carboidrato, como otetregativo.

4.11.1Crescimento relativo

O crescimento relativo (CR) é a capacidade deioglaco crescimento de uma bactéria
em um meio enriquecido com determinado substratoedagdo a outro meio com adicao de
glicose (substrato ndo prebidtico). Portanto obaidratos terdo atividade prebiotica se foram
metabolizados assim como a glicose pelas bac@ndasoticas e seletivamente metabolizados
pelos probidticos e ndo por outras bactérias retededo intestino. Para ter CR positivo 0s
resultados precisam ser maiores que 1 ou maiorgsaes que os valores de CR da inulina
(quando CR<1). Portanto é esperado que a inulmedjdiico de referéncia, tenha valores de
PA maiores ou iguais a 1 (Huebner et al., 2006).

Ao avaliar o resultado de CR das cepas analisad@bela 17 é possivel dizer que todas
as FAS extraidas do farelo apresentam valor degQ& bu significativamente maior que a
inulina (controle positivo). As FAS extraidas emianaquoso, acido e alcalino tiveram uma
performance igual a inulina nas cepasaetobacillus, BifidumBacteroidee Clostridium com
excecéo das FAS defO; 0,5M e NAOH 0,025M, que nas cepasQlestridiumtiveram um

CR significativamente maior que a inulina.

Tabela 17- Crescimento relativo das FAS do fareltrido em diferentes cepas

Cepa Inulina Agua H2S0:1 0,25 M H2SO4 0,5 M NAOCH 0,025 M NAOH 0,1 M
Lactobacillus 1,25 + 0,07 085 + 0,18 099 + 0,17 153 + 0,07 1,73 + 0,21 2,15 + 0,52*
Bifidum 1,75 + 0,05 091 + 0,12 1,04 + 0,27 104 + 0,27 122 + 0,16 1,41 + 0,29
Bacteroide 0,72 + 0,45 0,87 + 0,23 0,83 + 0,09 1,13 + 023 131 + 0,15 124 + 0,30

Clostridum 0,72 + 0,04 069 * 0,01 080 * 0,13 098 + 0,11* 1,10 + 0,17* 1,30 + 0,47
O asterisco representa a diferenca significativa adnulina, de acordo com o teste de Scott-Kmst0(05).
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4.11.2Atividade prebidtica

A atividade prebiética (AP) indica o crescimentaudea bactéria probidtica em relacdo
a uma bactéria entérick.(coli nesse estudo) e os substratos metabolizadosqeglas, que
apresentam valores positivos de AP (AP>0), indiegam bom crescimento das bactérias
probidticas em relac@oEa colie que os substratos possuem efeito prebidtico. tQuaaior o
valor de AP, melhor sera o efeito probiético dagsacarideo (Huebner et al., 2006).

Todas as FAS de trigo deram resultados de AP> Sejaitodos os polissacarideos néao
amido extraido do farelo apresentam Atividade Biteta. Os valores obtidos séo iguais ou
significativamente inferiores ao de AP da inuliAs.FAS extraidas em meio aquoso, acido e
alcalino tiveram um desempenho igual a inulina napas delLactobacillus, Bifidum
Bacteroidee Clostridium com excecéo das FAS de agua nas cepBgfidame Clostridiume
das FAS extraidas emp8iOs 0,25M nas cepas dectobacilluse Bacteroideque possuem AP
positiva, porém significativamente menor que a APinllina. Os resultados de AP estdo
exibidos na tabela 18.

Tabela 18- Atividade prebidtica das FAS do fareddrijo em diferentes cepas.
Inulina Agua HSO,0,25M HSQ, 0,5 M NAOH 0,025
0,25 0,70

NAOH 0,1 M

0,21 1,31
0,16 0,57

<

Lactobacillus 1,16
Bifidum 0,79 0,05 0,62

0,03 0,22 0,17 0,81
0,01* 0,26 0,05 0,47 0,10 0,51
Bacteroide 0,77 0,05 0,58 0,15 0,06 0,09* 0,41 0,23 0,61 0,15 041
Clostridium -0,32 + 0,24 0,40 0,01* 0,11 + 0,01 0,26 + 0,11 0,40 0,17 0,46

O asterisco representa a diferenca significativa adnulina, de acordo com o teste de Scott-Kmst0(05).

0,07 1,03 0,10
0,15
0,10

0,12

+ O+ O+ O+
+ O+ O+
+ + O+ O+
+ O+ O+ O+
H O+ O+
+ O+ O+ O+

4.11.3Indice prebiotico

O indice prebidtico (IP) relaciona o crescimente depas probidticaggctobacilluse
Bifidum) juntamente com o dgacteroidese Clostridium fazendo uma analise mais completa
do efeito probidtico dos extratos. Esse calculagebdo no crescimento de grupos bacterianos-
chaves durante a fermentacdo (Huebner et al., 2Q@ndo o aumento das populacdes de
Bifidobacteriae Lactobacillusé maior que o aumento Bacteroides Clostridium o valor de
IP € positivo e isso indica que as bactérias ptimai® se desenvolveram melhor que as bactérias
entéricas no mesmo ambiente. Ou seja, se IP>0,lisspcarideo avaliado possui efeito
prebidtico.

Os resultados de IP das fracdes do farelo de$égaeexibidos na figura 16. Somente as
fracOes solluveis de farelo de trigo extraidas ema &NaOH 0,1M apresentaram valores de IP

positivo, ou seja, esses polissacarideos possuesideoavel indice Prebidtico. Embora IP seja
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positivo, é significativamente inferior ao IP dailina. FragBes sollveis extraidas nas duas
molaridades do meio acido (0,25M e 0,5M) e na memalaridade do meio alcalino (0,25M)
possuem IP negativo, ou seja, esses polissacarideqmssuem indice Prebidtico. Entretanto,
esses resultados néo significam atividade bioldggrefica nula, sendo que as caracteristicas

inerentes as amostras as cepas utilizadas nosragpéus serdo explicadas a seguir.

Indice prebiético das FAS do farelo de trigo

2,500

2,000

1,500

indice 1,000

prebidtico 0,500

0,000 —J . .

i T T - T T T
Agua 4 H2504 NAOH NAOHO,1 Inulina
-0,500 025M O05M 0,025M M

-1,000

Fracdo soltvel

Figura 16- indice prebidtico das FAS extraidasateld de trigo.



64

5 DISCUSSAO

5.1 Composigao centesimal do farelo de trigo

O trigo € um ingrediente fundamental para a indhiste alimentos pois seu gréo
apresenta um contetdo nutricional benéfico paraddeshumana e suas proteinas possuem
beneficios tecnoldgicos para o mercado de pandicad importancia do trigo é dada
principalmente pelo fato de que o gréo pode sedmmdsultando em farinhas com diferentes
especificacdes e aplicacbes tecnologicas (por ewerspmolinas e farelo) os quais sao
ingredientes basicos em massas, pées e alimerigaemidos com fibras (Sramkova et al.,
2009).

O farelo de trigo é rico em polissacarideos naalarffibras), minerais além de conter
quantidades significativas de proteinas (Onipe5204o0 comparar os resultados da analise
centesimal do farelo de trigo utilizado no trabatloon os valores da literatura exibidos na
tabela 3, observa-se que os teores de umidadejmast lipideos e carboidratos totais estéao
muitos proximos entre as amostras e a literaturieo®de gordura esta superior no farelo de
trigo cedido pela industria e isso pode ter ocorpélo percentual de gérmen existente na fracéo
do farelo de trigo separado na moagem. O gérmem subproduto da producao de farinha de
trigo e é nessa fracdo onde estdo concentradosacidos essenciais e acidos graxos. Embora
a adicdo do gérmen na farinha possa agregar vaiocional ao produto, a vida de prateleira
pode ser reduzida devido a rancificagdo das gosderultantes da oxidacao lipidica. Portanto,
a qualidade do produto final depende da quantidadgérmen remanescente ou adicionado
(Boukid et al.,2018).

O farelo de trigo possui um conteudo proteico simab grao de trigo (entre 11 e 18%),
porém essas proteinas ndo apresentam beneficimddgicos para a panificacdo. O gréo de
trigo contém albuminas, globulinas, além dos cagiproteicos formadores do complexo do
gluten, a gliadina e a glutenina. Entretanto, easenoacidos formadores da rede viscoelastica
estdo concentradas no endosperma, enquanto asnasote@lbuminas e globulinas estéo
concentradas na camada da aleurona e do pericamrpmKova et al., 2009). Por esse motivo,
o farelo de trigo € utilizado pela industria conm ingrediente que agrega fibras ao alimento
(Stevenson et al., 2012).

A tabela 19 faz uma comparacao entre os valoresmg@osicao centesimal do farelo
encontrado por diferentes autores.
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Tabelal9- Comparacgéo da andlise centesimal dafaleida a partir de diferentes

literaturas
Andlises Contelido (%)* Conteldo (%) Contetdo (%)°

Umidade 9,0 8,1 14,0

Cinzas 6,8 8,1 0,4
Proteinas 14,5 8,1 15,0

Lipideos 0,0 0,0 0,8

Fibra Alimentar 45,2 63,0 -

Carboidratos Totai - 60,0 78

Fonte: A) Pierarski, 2009; B) Onipe et al., 201%Z@rdo, 2010.

5.2 Caracteristicas de peso molecular das FAS

Diferentes métodos de processo para modificacdopdgsiedades nutricionais e
estruturais do farelo de trigo vém sendo estudadas modificacdes podem ser observadas
através das diferencas dos tamanhos moleculares potissacarideos obtidos nos
processamentos (Santala et al., 2014). Todas ascées realizadas no presente trabalho
resultaram na visualizacdo de polissacarideosige paso molecular e com picos majoritarios
diferentes dos extraidos em agua.

As extracOes em agua geraram dois picos majosté2i® 19 e 6,90 KDa) e as diferentes
extracbes com solugbes acidas de concentracfes28e M5 e 1,0M de acido sulfarico
resultaram na identificacéo de polissacarideosit® peso molecular com tempos de retencao
diferentes dos picos majoritarios dos polissacas@traidos em agua (13,05 KDa; 8,71 KDa;
16,32 KDa, respectivamente para meio acido). \Garifie que o pico majoritario da fracédo de
1M de acido apresenta um peso molecular maior dmgpico majoritario da agua e com maior
resolucdo (mais estreito). Isso significa que nea@uantidades de polissacarideos com pesos
moleculares parecidos entre eles foram geraddasine diminuindo a intensidade de fracdes
de alto peso molecular verificadas na fracdo eddrabm agua, podendo ter ocorrido através
de duas principais causas. A primeira pode serugoogtratamento com acido degradou os
polissacarideos solUveis em agua, sendo que dsodeeao molecular ficaram menores (e se
concentraram na faixa de 16 KDa) e os de baixo pesiecular foram hidrolisados em
monossacarideos. A segunda pode ser resultadoddaide e rompimento das estruturas
ligadas fortemente a outros polissacarideos ins@ytornando-os sollveis na solucao acida e
com peso molecular aparente de 16 KDa. No cast@ralg@es derivadas dos tratamentos com
solucbes acidas menos concentradas, pode terdogimesmos eventos explicados acima,

entretanto em intensidades menores.
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As diferentes extracdes com solucdes alcalinaséanriesultaram na identificacdo de
polissacarideos de baixo peso molecular com tentgosetencdo diferentes dos picos
majoritarios dos polissacarideos extraidos em @iya®H 0,1M — 1.119,35 e 14,24 KDa;
0,05M - 13,74 KDa; 0,025M — 13,73 KDa). Verificaepee os dois picos majoritarios da fracédo
de 0,1M de extracdo com alcali apresentam pesogcmiates maiores do que 0 pico
majoritario da agua, sendo o segundo deles magitest(maior resolucéo). Esses resultados
indicam que a hidrdlise alcalina favoreceu a libgcade polissacarideos de maiores pesos
moleculares provenientes das fracdes menos sokwedgua, pelo menos para o pico de maior
peso molecular (1.119 KDa). Entretanto, ndo se pledeartar que o tratamento com alcali
degradou os polissacarideos solluveis em aguaalpeddb molecular ficando estes menores e
se concentrando na faixa de 14 KDa, sendo, pdsswee, os oligos/polissacarideos de baixo
peso molecular hidrolisados em monossacarideos.cddm das fracbes derivadas dos
tratamentos com solugdes alcalinas menos concastradde ter ocorrido 0S mesmos eventos
explicados acima em menores intensidades.

A extracdo com hipoclorito também apresentou pat@gdeos sollveis de baixo peso
molecular, sendo os cromatogramas mais parecido®sala extracdo aquosa (NaClO 10% -
13,59 KDA). Entretanto, o pico majoritario encodtvanas amostras extraidas com hipoclorito
se assemelha em tempo de retencdo e peso molaoslgpicos majoritarios das fracdes
extraidas com solu¢Bes alcalinas. A identificac@aracterizacdo dos polissacarideos dessas
fracbes mostraram uma possivel semelhanca ente@ngsostos extraidos e essa semelhanca €
confirmada com a analise de acucares (resultadasibs em 6.3: Composicdo da parede
celular — Andlise de agucares). Nas frac6es cowrclifto, a oxidacdo extensa de compostos
fendlicos (lignina) pode ser o principal respons@eta visualizagdo de um novo pico de 13,59
KDa, pois contrariamente as reacdes de hidréliedw;ao, que rompem a estrutura e removem
as funcionalidades quimicas de lignina produzirelwois simples, as reacdes de oxidacao
tendem a formar compostos aromaticos mais compi@iogeira, 2015).

Conforme citado acima, através da analise da caggmslos monossacarideos das
fracOes soluveis ndo amido provenientes das exdsagl@alinas e oxidantes, verifica-se que as
identidades desses polissacarideos podem ser seteslhUma provavel explicacao para isso
seria que a hidrdlise alcalina liberou fragmenigados a lignina tornando-os mais soluveis,
enquanto que a oxidacao da lignina pelo hipoclgrade ter resultado na mesma liberacéo
observada pelo tratamento com alcali.

Santala et al. (2013) estudaram o efeito da enxilaaase no farelo de trigo com os

formatos granular e moido e avaliaram a quantidiedarabinoxilanos soltveis. Ao avaliar o
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peso molecular dos arabinoxilanos extraidos, foearoontrados polissacarideos com o0s
tamanhos moleculares entre 158 e 53 KDA e todasases estudadas apresentaram somente
um pico majoritario de mesmo comportamento. Oustad® que avaliou a solubilidade dos
arabinoxilanos do farelo de trigo através da agierntimasi-amilases com diferentes graus
de pureza foi de Mathew et al. (2017), onde osrastmentificaram polissacarideos de baixo
peso molecular de 38 até 22 KDa provenientes dagdd. No caso, os autores afirmaram que
a acao das xilanases foi capaz de hidrolisar o dlvel de origem dos xilo-oligassacarideos

e como consequéncia transformar longas cadeiaXdamsubstratos mais curtos, que podem
ser utilizados de maneira mais eficiente pelaséiast prebidticas.

Collins et al. (2010) demonstraram queleaglicanos de trigo possuem peso molecular
variando entre 350-800 KDa. Maheshwari et al. (20dvaliaram através de uma revisao
bibliografica a extracdo d@-glicanos em diferentes meios reacionais e coratuigue
extracdes em agua @eglicanos de aveia resultaram em polissacaridemspeso molecular
de 180, 70 e 30 KDa. Os polissacarideos de baizo pwlecular encontrados no presente
trabalho nas extrac6es em agua, acido e hipoclmdem indicar a presenca de arabinoxilanos
e B-glicanos, uma vez que majoritariamente os acuaamesntrados na andlise de acucares
foram arabinose, xilose e glicose (esses results@mexibidos em 6.3: Composicdo da parede
celular). Embora haja essa tendéncia na identdwalps monossacarideos, ndo € possivel
afirmar a real natureza dos polissacarideos qu@@em os picos exibidos pelo HPSEC, pois
nessa metodologia ndo é descartado a possibildiaden pico ser composto por diferentes
polissacarideos, mas com pesos moleculares apasaEmelhantes.

Os procedimentos de extracdo das fracOes solisgEidos no presente trabalho
aparentam ser mais vigorosos que a metodologixtiac&o enzimatica de polissacarideos
utilizada por Santala et al. (2013), visto que sopeolecular dos polissacarideos extraidos é
menor que os resultados apresentados por essessa@dratamento enzimatico com xilanase
extraiu polissacarideos de baixo peso moleculaB8daté 22 KDa (Mathew et al., 2017), ou
seja, fracbes com peso molecular e natureza préxams extraidos em meio aquoso, acido e
alcalino no atual trabalho. Essa semelhanca norpetecular pode indicar que a metodologia
de extracdo desses autores teve efeito tdo vigom@spebra dos polissacarideos da parede
celular do trigo quanto aos estudados nessa pasquis

Ao comparar 0 peso molecular das fracoes solUwtiaidas em agua com 0s pesos
moleculares das extracdes dos polissacarideoseta(@®aheshwari et al., 2017), as extracdes
em agua do nosso trabalho resultaram em polisdacarde menor peso molecular (25,19 e

6,90 KDa). Essa diferenca pode ter ocorrido pdkretica na composi¢do dos polissacarideos
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do trigo e da aveia, além do processo extrativdbé@mapresentar variagdo, uma vez que a
aveia apresenta maior quantidadégdgicanos em sua parede celular do que o trigo.

5.3 Teor de proteina nos polissacarideos ndo amido doigo remanescente
apoés tratamento quimico e enzimatico com protease.

O farelo de trigo possui um conteudo proteico simab grao de trigo (entre 11 e 18%),
destacando-se as albuminas, globulinas, além aipgntos proteicos formadores do complexo
do gluten, a gliadina e a glutenina (Sramkovéa €t28l09), e os resultados apresentados no
presente trabalho corroboram tal fato. Ao se coarparteor de proteinas das FAS apos o
tratamento térmico e ap0Os tratamento térmico caadigdo da enzima proteinase K com o
percentual no farelo (encontrado na analise cenédstodas as fracbes apresentaram reducao
na quantidade de proteina. Primeiramente, somdrdeamento das extracdes em meio aquoso,
acido, alcalino e oxidante ndo foram suficientas gxtracdo das proteinas em sua totalidade
visto o carater predominantemente hidrofébico daipais proteinas do trigo. Além disso, o
tratamento com reagentes quimicos pode ter coldbopara a degradacdo das ligacbes
peptidicas, diminuindo a quantidade de proteinasipelmente sollveis em solucdo aquosa.
Por fim, o tratamento com protease foi 0 suficigpéea se ter a reducdo em niveis quase
indetectaveis de proteinas nas fracdes sollveis.

5.4 Composicao da parede celular — Analise de acucares

A parede celular € a regido do grdo com maior curagio de fibras, logo é
considerada a principal fonte de fibra alimentar estrutura vegetal. E composta por
componentes estruturais, destacando os polissaoaridomo celulose, heteroxilanos,
glicomananos, xiloglicanos, polissacarideos pésticproteinas estruturais, ligninas,
arabinogalactanos (1-3, 1-B)glicanos e arabinoxilanos (Cui e Wang, 2009; @Gsllet al.,
2010). O endosperma de cereais € composto porPoal8@mido, 5a 15% de proteinas e 0,5
a4% de polissacaridos ndo amido, como os arabamws|p-glicanos e arabinogalactanos
(Comino et al., 2014). No endosperma geralmentenadmnina, porém encontram-se acidos
fendlicos (Comino et al., 2013). Como o farelonigoté composto principalmente pela parede
celular do vegetal, era de se esperar que fosseoamteados os acUcares arabinose, galactose,
glicose e xilose na composicao do farelo. Aindayeco farelo pode conter residuos da farinha
branca (principal componente € o endosperma), tanelé esperado que se encontrasse amido

no farelo.
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Um indicio da presenca dos arabinoxilan@isgticanos na fracao soltvel do farelo de
trigo, obtida pelas diferentes formas de extra¢d@ioatravés da identificacdo dos acgucares
(monossacarideos) das FAS. Foram encontrados peacede arabinose, galactose, glicose,
xilose, manose, acidos galacturénico e glicuréeitotodas as fracdes solUveis extraidas com
as diferentes solugdes. Entretanto, o percentuehdia acicar variou conforme o tipo do meio
de extracao e a molaridade da solugé&o utilizada.

As fracdes sollveis ndo amido extraidas em agua itelicios da presenca de
arabiloxinalos, B-glicanos e arabinogalactanos. Segundo Comino at (2013), os
arabinoxilanos e arabinogalactanos altamente reawifis da parede celular do trigo séo
tipicamente extraidos em solugdo aquosa junto asiduos dei-glicanos. Comino et al.
(2013; 2014) estudaram os acgucares presentesgda fsaluvel e insoluvel da farinha branca e
do farelo de trigo, respectivamente, e utilizarama metodologia de separacao das fracdes o
aguecimento em agua na temperatura de 90°C pori®@tas. Posteriormente, os autores
separaram as fracfes sollveis das insoluveis pwrifagacdo (3200 g — 10 min) e o pellet
(frac@o insoluvel) foi solubilizado em agua e tdat@om enzimas para degradacao do amido e
das proteinas, assim como realizado nesse prdgsga metodologia foi escolhida com o
objetivo de néo alterar a estrutura quimica dasgibos graos estudados. A tabela 20 exibe os
percentuais molares dos aguUcares encontrados ggim®s na farinha e no farelo de trigo e
também os aclcares encontrados no farelo de trg@ @xtragdo em &gua, para fins

comparativos com o presente trabalho.

Tabela 20- Acucares encontrados na farinha e etofde trigo

Ara Gal Glc Xil Man
FIS — Farinha branca em
agua (Comino et al., 2013) 28,3 0.7 19,5 4r,7 3.9
FIS — Farelo de trigo em agua
(Comino et al., 2014) 23,1 0.8 19,5 42,9 3,6

FAS - Fﬁérge:]%fe 190 €M 14 4+0,95 6,37+0,53 55,62+0,41 16,93+0,14 3,69+0,30

* Valores encontrados no presente trabalho.

Ao avaliar a tabela 20, sdo encontradas diferesgtie 0os percentuais de acucares das
FIS da farinha e as FAS do farelo extraidas em @wmsse projeto), destacando um teor maior
de glicose. Esse maior conteludo de glicose noofgretle ser explicado pela diferenca na
composicao do pericarpo e do endosperma, uma @2 quericarpo possui mais celulose,

hemicelulose e pentosanas. A diferenca na quartidadicucares também pode ser atribuida
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pelos diferentes métodos de extracao utilizados, vea que Comino et al. (2013; 2014) néo
utilizaram etanol para precipitar e purificar osiggacarideos.

Ao comparar os acucares encontrados no farelagtegor Comino et al. (2014) com
o presente trabalho, também foram encontradas edifas nas quantidades dos
monossacarideos. O autor encontrou maiores peeigmtolares de arabinose e xilose e um
valor inferior para a glicose quando ha a comparagén os percentuais molares do presente
trabalho. Essa variacdo também pode ter ocorridmaeo fato dos diferentes métodos de
extracao utilizados, os quais podem ter extraidisgararideos de diferentes naturezas.

Os polissacarideos resultantes do tratamento ca aglfarico no presente trabalho
tém indicios da presenca de arabinoxilafiggicanos e arabinogalactanos. O tratamento &cido
aumentou o percentual de glicose e xilose e dimiagsiquantidades de arabinose, quando as
quantidades sdo comparadas com a agua, demonstgaada hidrélise acida modificou a
estrutura dos polissacarideos soluveis. Hell €2all5) estudaram o aumento da solubilidade
da FAS do farelo de trigo com solugcédo deS&: 1,0M e também verificaram o mesmo
comportamento na identificacdo dos monossacarigig®® nosso trabalho, ou seja, reducao
de arabinose e 0 aumento de xilose e glicose. A&lbamca nos resultados pode ser dada pela
conservacdo parcial das metodologias de extragiimadas, confirmando uma possivel
metodologia de extracdo de FAS do farelo de trigtependentemente do tipo de amostra
utilizada.

As fracdes solliveis em meio alcalino também podgma@npostas por arabinoxilanos,
B-glicanos e arabinogalactanos. As trés molarida#sdadas apresentaram aumento no
percentual de arabinose e xilose e da glicose. édedl. (2015) estudaram a extracdo com
solugcéo de NaOH 1,0% e encontraram o aumento @asidades de glicose, xilose e arabinose.
A semelhanca dos resultados com o0 nosso trabalih® sy explicada pelos mesmo motivos
acima, mesmo que a molaridade da solucédo de Naili+hda tenha sido dez vezes menor no
nosso trabalho. Em experimentos prévios, tanto laridade utilizada por Hell et al. (2015)
quanto as concentracdes de 0,5M e 0,25M degrada@mo farelo de trigo, simplesmente
carbonizando o material. Devido a outros testdzesbs em laboratorio, decidiu-se prosseguir
com as concentracdes dez vezes menores que astaopucialmente. Comino et al. (2013)
concluiram que os arabinoxilanos insollveis em ago@erem condi¢cdes quimicas mais
severas e tipicamente alcalinas para sua soluflizgortanto o aumento dos monossacarideos
arabinose e xilose nos polissacarideos ndo amide alicar o aumento da solubilidade de

arabinoxilanos.
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Além de métodos biocataliticos, térmicos e quimars aumentar a solubilidade das
FAS no farelo de trigo, métodos mecanicos tambémpsasiveis op¢bes para modificar as
propriedades do farelo de trigo e seus compondieskov et al., 2013). Baseado nessa
informacéo, foi encontrado na literatura o trabalbdrcila et al. (2015), cujos autores visaram
aumentar a solubilidade dos polissacarideos nadoapor meio da extrusdo. O processo
consistiu em extruséo, seguida por solubilizacaagua e precipitagdo com etanol 80%. Como
resultado, os autores encontraram grandes quaesidhut aclUcares arabinose, xilose, glicose
e pequenas quantidades de galactose e concluiram extrusao teve influéncia no aumento

da quantidade de acUcares nas fracfes soluveis.

5.5 Teor de p-Glicano nas fracdes soluveis do farelo de trigo

Embora osp-glicanos encontrados em cereais como aveia, teigoevada séo
parcialmente sollveis em agua, problemas com agédrdesses componentes sdo desafios
comuns devido ao baixo rendimento, baixa purezdjmpdzacdo e hidrélise dos
polissacarideos. Sendo assim, diferentes tempasatliferentes pH e a escolha dos solventes
podem aumentar o rendimento da extraca@-giécanos (Zielke et al., 2017). Ao avaliar a
concentracdo d@glicanos nas diferentes extracdes estudadashseireado que o tratamento
alcalino foi mais eficiente na extracdo dessesgpatiarideos, seguida pelas extragbes em meio
acido e por fim em meio aquoso. Esse resultadmfiremdo pela literatura, onde Comino et
al. (2013) e Zielke et al. (2017) demonstraram ouaores rendimentos de extracaofde
glicanos séo alcancados com aumento de tempeeatutdilizacao de solucdes alcalinas.

Ahmad et al. (2010) avaliaram a solubilidadepeglicanos em solucdo de pGOre
encontraram o percentual de 5,14%, valor proxinsopgrcentuais encontrados nas extracées
alcalinas nesse trabalho (5,42 % em NaOH 0,25M224 em NaOH 0,1M). O conteudo fle
glicanos no gréo de trigo depende do gendtipo (Kvaénet al., 2009) sendo que o farelo de
trigo possui cerca de 6% (eglicanos em sua composicdo (Comino et al., 20B&83)eado
nesse valor, pode-se dizer que as extracdes asadixtrairam quase que toda a quantidade
desse polissacarideo presente no farelo de trigo.

Os polissacarideos extraidos em agua apresentaremax concentracao @eglicanos
(0,82%) do nosso estudo. Comino et al. (2013) dstmaram que 0 aumento da temperatura
de extracdes em agua de 40°C para 65°C ou 80°Capotentar a solubilizacdo dpgylicano
de cevada em 75%. Entretanto, essas condicoedamser replicadas no grao de trigo, pois
os B-glicanos desse gréo possuem baixa extracdo emaagbeC devido ao emaranhamento

fisico desses polissacarideos com os arabinoxilarmscompostos fendlicos (Comino et al.,
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2014). A temperatura de extragdo de 40°C utilir@daresente pesquisa é inferior a temperatura
de 65°C, citada pelos autores, portanto essedatta ser o responsavel pela baixa extracdo de
B-glicanos em agua.

As extracdes em solucdo de3x 0,25 e 0,5M aumentaram o percentuapdgicanos
(0,97 e 2,79%, respectivamente) em relacdo aosspokrideos ndo amido extraidos em agua
e esse aumento pode ter ocorrido pelos efeitogldalibe acida na solubilizacdo e degradacao
de componentes da parede celular. Ahmad et al0j2@dtudaram a solubilizacdo dps
glicanos em acido citrico (pH = 3,5) encontrand%@de quantidade (m/m) apds a extracao.
O atual projeto de pesquisa encontrou menores gesis de-glicanos e essa reducéo pode
ter ocorrido pela severidade do tratamento comag®&es de 4cido sulfarico. Talvez a solucéo
de BSQypossa ter extraido maiores quantidades de polisdaoa que a solugéo de acido
citrico, porém devido as condicbes mais drasticdeper ocorrido hidrélise acida das ligacdes

glicosidicas do$-glicanos até a degradagdo completa em monossecsude glicose.

5.6 Compostos fendlicos presentes nas fracdes solUveidraidas no farelo
de trigo

B-glicanos e arabinoxilanos séo de dificil extragéweido as ligacdes na parede celular
com outros polissacarideos e com os compostosidesdiComino et al., 2014). As formas
insollveis de arabinoxilanos sdo ricas em acidoslifsos ligados (predominando o acido
ferdlico) que podem formar ligacées cruzadas esitiee com outros componentes. Para que
ocorra a extracdo desses polissacarideos, € negagiizar métodos quimicos severos que
possam degradar os compostos fendlicos e solubdzaolissacarideos associados a esses
compostos (Comino et al., 2013; Sramkovéa et ab9p0

O écido fendlico e os flavonoides estao presentasipalmente nas formas insoluveis
no farelo de trigo, pois estao ligados a comporsetiéeparede celular, como arabinoxilanos e
ligninas. Uma pequena porcentagem de antioxidaaiéseis de baixo peso molecular (cerca
de 6%) esté livre de interacdes quimicas ou fistoms outros polissacarideos (Zilic et al.,
2012). No atual trabalho, os tratamentos com aadosses aumentaram o teor de compostos
fendlicos nos polissacarideos solUveis ndo amidmotistrando possiveis rompimentos das
interacdes dos compostos fendlicos com outras ml@g@umentando assim a concentracao
nas FAS extraidas em solugéo &cida e alcalina.

Embora tenha havido um aumento na quantidade dopaxios fendlicos, esse valor

ainda é muito baixo, visto que estudos anterioe@sathstraram que os compostos fendlicos na



73

farinha de trigo estavam em torno de7,44 ug acidioaug amostra (Li et al. 2015). O poder
redutor encontrado pelos autores foi de 44,4 pmtdx/g amostra e esse numero também é
superior aos valores encontrados no presente li@bal

Zilic et al. (2012) estudaram os compostos fenélico farelo de trigo de diferentes
cultivares e a capacidade redutora variou de 21®1x37,57x18umol Trolox/kg de farelo.
Os teores fendlicos totais do farelo de trigo werum valor médio de 9,208 ug acido galico/pg
de amostra, demonstrando que a capacidade reéwsreoncentracdes de compostos fendlicos
encontrado pelos autores no farelo de trigo sé@ersups aos resultados do presente trabalho.

Apés avaliar as propriedades antioxidantes dodagedo trigo na literatura, € notado
gue o conteudo de compostos fendlicos e os vatlgeSRAP e ABTS dos polissacarideos
soluveis ndo amido obtidos nessa pesquisa estamaladliteratura. Essa reducao pode indicar
que o tratamento térmico e os tratamentos quinticesam influéncia na reducao do teor dos

compostos fendlicos que compdem as FAZ resultandbaixa capacidade redutora.

5.7 Propriedades funcionais das fracdes soluveis do falo de trigo —
Umidades e absorcdo de agua (WAC)

O farelo de trigo € um ingrediente que quando pm@do em pdes pode permitir o
aumento da absorcdo de agua, pois é um materraishigpico que compete ativamente pela
agua com outros componentes essenciais da forrnoylegéo a farinha, o amido e o gluten
(Jacobs et al., 2015). Por consequéncia, fracoe®mponentes extraidos do farelo de trigo
também poderiam apresentar semelhante propriedadieacdes sollveis do farelo de trigo
extraidas em agua, acido e base no presente wadgakasentaram um teor de umidade entre 3
e 5%. Esse baixo teor é resultado do processoadgem por liofilizacdo e pelo posterior
armazenamento das amostras em dessecador, ewvdissidba absor¢cdo de umidade durante o
armazenamento das FAS. A solubilidade foi muita aih todas as fracdes sollveis e isso pode
ocorreu devido ao fato dos polissacarideos apsEntbaixo peso molecular, além dos
métodos de extracdo terem utilizados etapas dagi@in, centrifugacdo e precipitagdo em
etanol para isolamento das fracoes mais solUveineim aquoso com posterior liofilizacao.

Zhao et al. (2017) estudaram a absorcdo de aguarefn de trigoin naturae apos
modificacdo quimica mediada por fermentag@witro. Os autores demonstraram que uma
fracdo de polissacarideo do farelo de trigo de4b%othl da massa exibiu de 10.000 a 15.000
KDa de variacao de peso molecular, enquanto ordgéd de 14,03% (m/m) exibiu de 500 a

180 KDa, com o conjunto total de WAC a 4,16g/g. &ptodificacdo estrutural pelas enzimas
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fermentativas, as moléculas de 10.000-15.0000 Kdaziram para 20%, as moléculas com
500 e 180 KDA aumentaram para 49% e os valores A€ Aumentaram para 4,353 g/g. A
fermentacdo permitiu uma maior solubilizacdo despatarideos e por esse motivo houve o
aumento da absorcéo de agua.

As fracdes sollveis extraidas nesse projeto deusssgpresentaram uma variacao no
resultado de WAC, onde somente as extracdes er ggifiirico nas concentragcbes 0,25M e
0,5M absorveram 1,10 e 0,86 g de agua por graramadstra, respectivamente. Sabe-se que as
fibras dietéticas sollUveis podem absorver mais ggaas fibras insoluveis (Zhao et al., 2017),
portanto era esperado que todas as fracdes sobbtaias tivessem alta absor¢ao de adgua, uma
vez que suas caracteristicas estruturais indicgiresenca de polissacarideos solaveis. O
resultado de baixo WAC nas extracdes em meio atcaioxidante pode ser explicado pelo
baixo peso molecular das FAS obtidas através datmntentos quimicos resultado da
modificacdo estrutural promovida pelas reactes eta-&liminacdo e oxidacdo. Embora as
fracOes sollveis extraidas em meio &cido tambémmseje baixo peso molecular, elas
apresentaram uma pequena absorcao de agua e @zsadade funcional pode ser devido a
diferenca estrutural desses polissacarideos okdidasés da hidrodlise acida.

Jacobs et al. (2013) estudaram a absorcéo de dgamestras de farelo de trigo com
diferentes granulometrias (de 4500 até 38 punmmeésh), sendo que a Unica modificacdo
realizada foram as modificacbes mecénicas paraz@ieddas particulas. Descobriram que a
amostra mais grossa teve WAC de 7,3 g/ g, 0 quwvae a 1,8 vezes a quantidade de agua
absorvida pela amostra mais fina. Santala et @ll3Rtambém estudaram a influéncia da
absorcao de agua na granulometria do farelo de gigcontrando o valor de 3,7 g/g de WAC
no farelo sem modificagbes mecanicas e 3,3 g/germgranulometria estudada de 84 pum.
Ambos os estudos encontraram que embora o fareesse uma modificagdo mecanica, ainda
assim tem capacidade de retencdo de agua. Umaigdarga mecanica no farelo ndo altera o
WAC, a perda dessa propriedade apresentada pealg@e$ sollveis do farelo no presente
trabalho pode ser atribuida pela modificacdo astlijprovocada pelos tratamentos fisico-

quimicos.

5.8 Propriedades espumantes das fracdes solluveis do &wo de trigo

FracOes solUveis extraidas em &agua, meio &cidocairal apresentaram maior
capacidade de retencdo de espuma em solu¢des o pierSegundo Sciarini et al. (2009), a
medida que o pH aumenta, a concentracao de grigroxita aumenta, aumentando a repulséao

entre moléculas e o volume ocupado pelas mesmagnAas moléculas de polissacarideos
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tenderiam a se mover para a interface, contribujppatta a estabilizacdo da espuma. Nesse
trabalho o resultado encontrado foi o contrarics&ja, quanto maior o pH, menor a estabilidade
das espumas. Entretanto, embora em pH 3 foi apestsen melhor estabilidade de espumas,
ainda assim esse valor € muito baixo. A baixa pedpde espumante dos polissacarideos nao
amido extraidos no trabalho pode ser explicada mewte pelo baixo peso molecular
demonstrado pelas fracdes solUveis e pelo baixaeperal de proteinas em sua composicao.

Todas as FAS extraidas do farelo de trigo ndo eptasam propriedades espumantes,
ou seja, a capacidade de reter 80% da formacaialid& espuma por um certo periodo de
tempo. Porém foi observado uma maior estabilidaake FPAS extraidas em meio alcalino
quando a porcentagem de espuma retida € comparadascextracdes em agua e meio acido,
ainda que ndo sejam satisfatorias para considgrésla boas propriedades espumantes. Os
polissacarideos ndo amido provenientes das exwaafmlinas foram o0s Unicos que
apresentaram uma estrutura de maior peso moleoulaeja, 1 pico de aproximadamente 1.000
KDa. Essa questdo estrutural pode ter ajudadoteagd@ do gas na solucdo e a manter a
espuma estavel por um pouco mais de tempo.

Ahmad et al. (2010), avaliaram as propriedadesmaptes dg-glicanos extraidos da
aveia por métodos quimicos em meio acido (acidaajte em meio alcalino (carbonato de
sédio). Osp-glicanos extraidos foram misturados vigorosamentedgua (pH) e a espuma
formada observada. Frag6es extraidas em acidoceateaiino tiveram a estabilidade de 60,2
e 58,5 % por 2 horas. Ao comparar esses resulthmoautores com a presente pesquisa, o pH
estudado mais proximo ao da agua é o pH 6 e nessiicéo nenhuma das FAS extraidas do
farelo de trigo apresentaram estabilidade de espHssa diferenca de estabilidade pode ser
atribuida pelas diferencas estruturais da parddé&cea aveia e do trigo, além das diferentes

condicOes de extracdo empregadas.

5.9 Efeito prebidtico das fragdes soluveis do farelo deigo

Um polissacarideo possui efeito prebidtico quansivalores de CR sdo maiores ou
iguais a um (ou maiores e iguais ao CR da inulimagndo a AP é positiva e por fim, quando
IP também é positivo (ou seja, 0 polissacaridemjpeique os probidticos se desenvolvam mais
gue as bactérias entéricas do meio). Ao avalieesagtados de CR, AP e IP dos polissacarideos
ndo amido do farelo de trigo, as fracGes extradgdasigua e NaOH 0,1 M tém potencial efeito
prebioticoin vitro (CR>1, AP>0, IP>0), que sugere que seu uso coetmdiico pode modelar

positivamente o crescimento dos organismos praotiJa as fracbes extraidas copb Gl
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0,25M e 0,5M e NaOH 0,25 M néo tém potencial efpibibticoin vitro quando comparados
com a inulina (embora CR>1 e AP>0, os valores derfm negativos).

As extracbes que 33O 0,25M e 0,5M e NaOH 0,25M, embora tenham CR e AP
positivos, o valor de IP foi negativo e isso indigee esses polissacarideos nédo so estimulam o
crescimento das cepas dectobacillus e Bifidum, como também dodBacteroidese
Clostridium Os valores d®acteroidese Clostridium foram significativamente altos, sendo
maiores que o crescimento dos probidticos, o gligeimcia negativamente no valor de IP.

Todas as FAS apresentaram Crescimento Relativprdbgticos igual ou maior que a
Inulina. OsLactobacillus Bacteroidese Clostridium ndo patdégenos sdo especializados na
degradacéo de carboidratos complexos (como arat@anog e-glicanos) e desempenham um
papel importante no metabolismo dos mesmos devadia &apacidade de produzir uma ampla
gama de enzimas despolimerizantes (Grootaert ,e2@0.7). Os polissacarideos ndo amido
extraidos através de solugdo aquosa, acida e nalcpbhissuem baixo peso molecular e
consideravel percentual dkglicanos. Além disso, ha indicios que essas fragmiveis
também sdo compostas por arabinoxilanos (atravéandhse de acucares), portanto, os
polissacarideos ndo amido do farelo de trigo podem formados por polissacarideos
complexos de baixo peso molecular e de diferertirewa. Como as bactérinactobacillus
Bacteroidese Clostridium ndo patdégenos tém facilidade em metabolizar palssdeos
complexos, o aumento dessas cepas nos meios doiado farelo pode ter gerado facilidade
de degradacéao dos polissacarideos.

Também foi observado o aumento do CR difidobacteria Enquanto as
bifidobactérias ndo produzem xilanases (estudosgag@ncontraram somente bifidobactérias
que produzanu-L-arabinofuranosidases [exilosidases) oBacteroidepossuem atividades
endo-xilanasesg-L-arabinofuranosidases e arabinanases, que pemmatedegradacdo de
carboidratos complexos, como por exemplo, os apabanos (Grootaert et al., 2007).A
atividade das endo-xilanases ddacteroidesproduz oligossacarideos que serdo utilizados
pelosBifidobacterium.Sabe-se que em um ambiente intestinal hd uma ag@meentre as
bactérias, ou seja, aquelas produtoras de xilanasdem favorecer o metabolismo das
bifidobactérias (Grootaert et al., 2007). AssimCR positivo dosBacteroidespode ter
contribuidos para o aumento do CR das bifidobagéRortanto, 0 aumento Bacterioides
pode ndo ser um resultado interpretado como naatimeguma vez que a atividade hidrolitica
pode gerar acucares para as bifidobactérias. Bntogtcomo o oligossacarideo padréao

utilizado nos experimentos € a inulina, pode-serdijpe, comparativamente a inulina, as FAS
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extraidas no atual trabalho geraram um comportadifdrente ao esperado para um padrao
de frutooligossacarideo.

A Atividade Prebiotica foi baseada no crescimerdlativo de uma cepa, quando
comparado com o crescimentoklacolinas mesmas condi¢cdesEAcolié utilizada para essa
andlise, pois ndo possui atividade probittica. Ealiculado a AP pard.actobacillus,
Bifidobacterium, Clostridiune Bacteroides foi encontrado AP positiva para todas as FAS
extraidas do farelo de trigo do presente trabalhoseja, o prebiotico foi utilizado de forma
mais seletiva que a glicose pelosctobacillus, Bifidobacterium, ClostridiumBacteroides
(permitindo o aumento dessas col6nias no meiojezredo a disponibilidade de carboidratos
para &E. coli(bactéria que teve restricdo de substrato, e comgeguéncia, menor crescimento
de suas colbnias). A AP positiva das bactériaslastpode ser explicada pelos mesmos motivos
citados acima em CR.

O Indice Prebiético foi positivo somente para obsgacarideos extraidos em agua e
NaOH 0,1M. Ao avaliar a composicédo centesimal dbamras fragoes foi observado que as
duas moléculas possuem as maiores quantidades owsssacarideos arabinose e xilose
quando comparado com os teores das outras extrd€f@®s prebioticos associados aos
arabinoxilanos tém sido relatados na literatura comita frequéncia (Pruckler et al., 2014).
Portanto, o Indice Prebidtico positivo das fracéesaidas em agua e NaOH 0,1M pode ser
explicado devido ao fato de ambos os polissacasigessuirem maior teor de AX em sua
composicao.

Os p-glicanos também possuem efeito prebidtico ja desera literatura. Esses
polissacarideos podem impedir a adesdo de patéogemmscosa intestinal e/ou agir como
antioxidantes para proteger os probioticos do amimtestinal (Tomasik, 2013). Russo et al.
(2012) encontraram que 0s P-glicanos conferiram as cepas de
Pediococcug Lactobacillusaumento no crescimento relativo e melhor adesaganade
intestinal. Embora se saiba quepeglicanos possuem efeito prebidtico e esse pobs&ian
foi encontrado em todas as fragfes sollveis estisdaa presente trabalho, sua presenca nas
FAS extraidas por acido (0,25M e 0,5M) e por alggR5M) ndo aumentou o crescimento das
cepas probiodticas satisfatoriameride alguma forma, a presenca geglicanos pode nao so

pode aumentar o crescimento das cepas probidtasstambém das cepas@lestridium.
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6 CONCLUSAO

No atual trabalho foram isoladas fragBes sollveisagelo de trigo com o auxilio de
métodos fisico-quimicos, desenvolvendo-se as a&salia composicao e do tamanho molecular
das fracBes soluveis, do rendimento das extracdeséeito prebiodtico.

O tratamento com acido foi mais vigoroso devidolta enolaridade utilizada nos
experimentos de extracdo, podendo ter gerado potissleos de diferentes identidades quando
comparado com as extracbes em agua, em alcali bimmolorito. Esses fatos poderiam
demonstrar que a extracdo com acido pode ser vaatap geracao de novos polissacarideos
soluveis do farelo de trigo e nos seus maioresim@mos de extracdo. Por outro lado, as
extracdes das fracoes em alcali e hipoclorito podprasentar polissacarideos de identidades
semelhantes entre si e entre a agua, o que taBezeja algo tdo vantajoso. Devido a
observacdo dos semelhantes tempos de retencédo os pasleculares similares dos
oligo/polissacarideos, a aplicacdo das extracbewm @tcali e hipoclorito podem ser
consideradas quando apenas melhores rendimentasiéeyr atingidos. Todos os tratamentos
apresentaram aumento no teorpdglicanos em suas fragdes soluveis, quando compasd
fracOes extraidas em agua, mostrando um real benefos tipos de extracdo quando o
resultado deva ser o isolamentopdglicanos de baixo peso molecular. Entretanto,meaio
da presenca desses componentes ndo foi o sufigardaeum aumento dos possiveis efeitos
prebidticosin vitro.

Assim sendo, o melhor polissacarideo ndo amidoadeld de trigo estudado e com
caracteristicas ainda nao descritas na literatui@proveniente da extracdo com NaOH 0,1M,
uma vez que possui 0s maiores teoref-gkcanos, dos monossacarideos xilose e arabinose
(podendo indicar a presenca dos arabinoxilanosuent@mposi¢do) e tem um possivel efeito
prebiotico, além do fato de quase forem adicionawoso fibras sollveis em alimentos, nao
influenciardo na reologia do meio.

Ao comparar a eficiéncia das extracdes em aguaasamtracdes meio alcalino (NaOH
0,1M), percebe-se que o tratamento alcalino trauméoeneficio para as fragbes sollveis, pois
ambas possuem efeito prebidtico, porém os perdentigg-glucano sdo bem maiores nos
polissacarideos ndo amido extraidos em meio alchogo, € possivel considerar essa fracéo
solavel como um ingrediente para a industria dmetlitos que possa trazer ndo somente

beneficios prebidticos, mas também o enriquecimento a fibra soltve-glucano.
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