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RESUMO

O crescente interesse cientifico relacionado ao estudo das propriedades dos grdos de arroz
vermelho (Oryza glaberrima) e preto (Oryza sativa) esta atrelado ao elevado teor nutricional
desses gréos. Quando submetidos ao processo de beneficiamento, eles geram subprodutos,
entre 0s quais a quirera e o farelo, ricos em amido e compostos fendlicos, respectivamente.
Uma vez consideradas as diferencas varietais dos grdos e o potencial uso dos seus
subprodutos, os objetivos deste trabalho foram, primeiramente, determinar a composicédo
quimica e o perfil de compostos bioativos desses grdos e, sequencialmente, avaliar sua
atividade antioxidante por meio da andlise do efeito protetor de células SH- SY5Y.
Posteriormente, esses grdos e seus subprodutos foram utilizados como material para o
desenvolvimento de filmes biodegradaveis. A identificacdo e quantificacdo de compostos
fendlicos foi avaliada em extratos da fragdo farelo de ambos os grédos, por ser essa a fragcdo
que contém sua maior concentracdo. Os resultados evidenciaram que o &cido feralico foi o
principal composto fenolico encontrado em ambas as amostras. Enquanto no farelo de arroz
preto a cianidina-3-glicosideo foi a antocianina majoritaria, no farelo de arroz vermelho foi
identificada a presenca de proantocianidinas. Com relacdo a atividade antioxidante, o ensaio
realizado em cultura de células SH-SY5Y, demonstrou que os extratos de ambos os farelos de
arroz, nas duas concentragdes testadas (10 and 50 pg/mL), apresentam um efeito protetor
contra as espécies reativas geradas pelo H,O, (ensaio DCFH-DA) e, esse resultado foi
relacionado a presenca de compostos bioativos, especialmente &cidos fendlicos e
antocianinas. Devido as propriedades fisico-quimicas e antioxidantes, amido e farinha de
arroz vermelho foram utilizados para o desenvolvimento de filmes biodegradaveis. Foram
desenvolvidas formulacdes contendo diferentes proporcées de farinha e amido (10:0, 9:1, 7:3,
5:5 e 0:10, p/p). A incorporacdo de amido nos filmes de farinha promoveu melhora das
propriedades mecanicas e estruturais e, reducdo da permeabilidade ao vapor de 4gua. Baseado
na excelente atividade de sequestro do radical DPPH. e no menor custo de producdo, a
formulacdo 9:1 foi escolhida para ser aplicada na forma de saché para analise da estabilidade
de Oleo de girassol armazenado sob condi¢cbes de oxidacdo acelerada. Os resultados
demonstraram que os filmes foram eficazes como embalagem protetora impedindo a
formacéo de produtos de degradacdo primarios (peroxidos e dienos conjugados) e secundarios
(trienos conjugados) durante o armazenamento. A partir dos resultados obtidos neste trabalho,

fica evidenciada a possibilidade de utilizagdo dos gréos de arroz vermelho e preto e seus



subprodutos como matérias-primas promissoras para 0 desenvolvimento de embalagens
biodegradaveis fonte de compostos antioxidantes.

Palavras-chave: amido de arroz; antioxidantes; células SH-SY5Y; compostos bioativos;
embalagem; farelo de arroz.



ABSTRACT

The increase scientific interest related to the study of the properties of red (Oryza glaberrima)
and black rice (Oryza sativa) grains is related to the high nutritional content of these grains.
When submitted to the polishing process, they generate by-products, among them broken
grains and bran, rich in starch and phenolic compounds, respectively. Once considered
varietal differences of the grains, and the potential use of their by-products, the goals of this
work were, firstly, to determine the chemical composition and the bioactive compounds
profile of these grains and, sequentially evaluate their antioxidant activity by analyzing the
protective effect of SH-SY5Y cells. Subsequently, these grains and their by-products were
used as material for the development of biodegradable films. The identification and
quantification of phenolic compounds was evaluated in extracts of the bran fraction of both
grains, since this is the fraction that contains the highest concentration of them. The results
showed that ferulic acid was the main phenolic compound found in both samples. While in
the black rice bran cyanidin-3-glycoside was the major anthocyanin, in the red rice bran the
presence of proanthocyanidins was identified. In relation to the antioxidant activity, the SH-
SY5Y cell culture assay showed that the extracts from both rice bran, at both concentrations
tested (10 and 50 pg/ mL), had a protective effect against the reactive species generated by
H.O, (DCFH-DA assay) and this result was related to the presence of bioactive compounds,
especially phenolic acids and anthocyanins. Due to the physicochemical and antioxidant
properties, starch and red rice flour were used for the development of biodegradable films.
Formulations containing different ratios of flour and starch (10:0, 9:1, 7:3, 5:5 and 0:10, w/w)
were developed. The incorporation of starch in the flour films promoted improved mechanical
and structural properties, and reduced permeability to water vapor. Based on excellent
scavenging activity of DPPH radical and lowest production cost, the 9: 1 formulation was
chosen to be applied in the form of sachets to analyze the stability of sunflower oil stored
under accelerated oxidation conditions. The results demonstrated that the films were effective
as protective packaging preventing the formation of primary degradation products (peroxides
and conjugated dienes) and secondary (conjugated trienes) during the storage. Based on the
results obtained in this work, it was confirmed the possibility of using red and black rice
grains and their by-products as promising raw materials for the development of biodegradable

packaging source of antioxidant compounds.



Keywords: rice starch; antioxidants; SH-SYS5Y cells; bioactive compounds; rice bran;
packing.
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CAPITULO 1
1 INTRODUCAO

O Brasil atualmente encontra-se entre os dez maiores produtores mundiais de
arroz (Oriza sativa L), com produgdo em 2016 de 11.2 toneladas. Nesse contexto, o Rio
Grande do Sul (RS) responde por mais de 60 % da produgdo e € o maior produtor
nacional desse cereal (FAO, 2016).

O arroz é considerado a principal fonte de energia para a maioria da
humanidade, e a preferéncia do consumidor por esse cereal estd atrelada a aspectos
econdmicos, tradicionais e culturais, variando entre os paises e, inclusive, entre regides
dentro de um mesmo pais.

Esse grao representa uma das principais culturas nos paises em desenvolvimento
e, embora amplamente consumido como arroz branco, hd muitas cultivares especiais
que contém pigmentos, tais como o arroz preto e o vermelho. Seus nomes se referem a
cor da semente, a qual é formada por depoésitos de antocianinas em diferentes camadas
do pericarpo, tegumento e aleurona (PAIVA et al., 2016). O tipo e a concentracdo de
polifendis no grdo variam entre os diferentes genétipos e estdo relacionados
principalmente & cor do pericarpo (SHAO et al., 2011). Normalmente, grdos com
pericarpo vermelho e preto apresentam maior concentra¢do de compostos fendlicos do
que aqueles com pericarpo marrom-claro (PENGKUMSRI et al., 2015; SHAO et al.,
2014a). Vérios compostos fendlicos como as antocianinas, as antocianidinas
(FINOCCHIARO; FERRARI; GIANINETTI, 2010), o éacido feldrico, caféico e os
acidos protocatecuicos ja foram identificados nos grdos com pericarpo vermelho e preto
(BORDIGA et al., 2014).

O arroz tem como constituinte principal o amido e apresenta quantidades
menores de proteinas, lipidios, fibras e minerais em sua estrutura. Entretanto, a
composicdo do grdo e de suas fracGes esta sujeita a diferencas varietais, variacoes
ambientais, de manejo, de processamento e de armazenamento, 0 que proporciona graos
com caracteristicas nutricionais diferenciadas.

Apesar das cultivares de arroz pigmentado possuirem maior teor de nutrientes
em relagdo ao arroz branco polido, seu consumo ainda é baixo (PAIVA et al., 2014). O
processo de polimento é realizado pelas industrias de arroz, a fim de melhorar as
caracteristicas fisicas e as propriedades sensoriais do grdo, bem como para aumentar a

sua estabilidade durante o armazenamento (MONKS et al., 2013). Para que o0 grédo
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polido seja obtido ele precisa ser beneficiado, processo que, além de reduzir o seu valor
nutricional, representa um problema econdmico para os engenhos de beneficiamento e
para a industria arrozeira, uma vez que gera, em média, 8% do volume do produto de
farelo e 14% de gréos quebrados, classificados como quirera, cujo valor de mercado
representa apenas a quinta parte daquele obtido na comercializagdo do gréo inteiro
(SILVA; ASCHERI, 2009).

Embora o farelo de arroz seja um subproduto do beneficiamento, ele representa
uma excelente fonte de carboidratos, fibras, vitaminas, minerais, proteinas, lipidios e
compostos fendlicos. As fibras do farelo de arroz possuem boa capacidade de absor¢do
de agua e 6leo e, por isso, podem contribuir para o desenvolvimento de uma enorme
variedade de produtos industrializados que requerem essas propriedades (JUNIOR et al.,
2009). Alem disso, ao contrario dos farelos de trigo, aveia, cevada e centeio, ndo
possuem gluten e assim podem ser utilizadas por pessoas alérgicas a esta proteina
(LACERDA et al., 2010).

Ja a quirera contém a mesma composicdo centesimal média do grdo inteiro
polido e constitui uma fonte rica em amido (SILVA; ASCHERI, 2009). Uma alternativa
para agregar valor a esses grédos quebrados consiste na moagem dos mesmos, para
obtencdo de farinha, a qual, além de apresentar sabor pouco pronunciado ndo é
alergénica e apresenta aplicacdo tecnoldgica (DORS et al., 2006). Uma segunda
alternativa é a extracdo do amido, processo no qual essa matéria-prima pode ser
transformada em um produto com maior interesse industrial e comercial.

Em geral, o amido apresenta importante papel tecnoldgico em alimentos
processados e pode atuar como agente de enchimento em embutidos carneos, agente
encapsulante, espessante na formacdo de géis, adjuvante na estabilizacdo de suspensdes
e emulsdes, na composicao de filmes biodegradaveis e coberturas, 0 que representa uma
variavel de grande interesse no processamento e tecnologia do arroz (XU et al., 2005).

No entanto, em funcdo da diversidade biologica e ambiental, os granulos do
amido podem apresentar as mais diversas formas, tamanhos e propriedades. Assim, a
caracterizacdo do amido, a fim de se obter o dominio e o conhecimento das suas
caracteristicas, torna-se fundamental para a valorizacdo do seu potencial e adequada
aplicacdo.

Uma alternativa de aplicagdo ndo somente do amido, como também da farinha
de quirera e de farelo de arroz, constitui o desenvolvimento de filmes biodegradaveis a

partir dessas materias-primas. O aumento da utilizacdo de embalagens e recipientes
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descartaveis, produzidos com polimeros convencionais de fonte petroquimica, tem
gerado problemas ambientais devido ao acimulo destes materiais ndo biodegradaveis,
visto que sua decomposicdo leva centenas de anos. Nos ultimos anos, tem-se
reconhecido a necessidade de reduzir o desperdicio e o descarte de materiais plasticos.
Assim, tem-se evidenciado crescente interesse pela utilizacdo de polimeros
biodegradaveis em substituicdo aos plasticos sintéticos com o intuito de minimizar o
impacto ambiental gerado pelo acimulo de plasticos ao meio ambiente (AHMAD et al.,
2015). Neste contexto, a utilizagdo dos subprodutos do arroz torna-se uma alternativa
para a producdo de um novo tipo de embalagem, mais sustentdvel e com
funcionalidades especificas, tais como controle de umidade, gases e migracdo de
aditivos e/ou nutrientes (DIAS et al., 2010).

Dessa forma, com base no elevado teor de compostos fendlicos contidos nos
grdos de arroz de pericarpo vermelho e preto j& evidenciado previamente na literatura e,
na estrutura do gréo de arroz, torna-se interessante avaliar o emprego do amido, extraido
da quirera, na formulacdo de novos produtos e ingredientes alimentares. Além disso, o
uso do farelo e da farinha, também pode representar uma alternativa de inovacao
tecnoldgica aos rizicultores, agregando valor a esses subprodutos do arroz. Assim, este
trabalho tem como objetivo a avaliacdo dos compostos bioativos do arroz vermelho e
preto na forma integral e o aproveitamento dos subprodutos (amido, farinha de quirera e

farelo) para a producdo de filmes biodegradaveis.
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CAPITULO 2
2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho foi determinar as propriedades fisicas e bioativas
dos grdos de arroz vermelho e preto e dos seus subprodutos para o desenvolvimento e

caracterizagdo de filmes biodegradaveis.

2.2 Objetivos Especificos

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

o Avaliar as caracteristicas quimicas da farinha de quirera de arroz vermelho e preto
e do farelo;

o Extrair, identificar e quantificar os compostos fenolicos presentes nos farelos de
arroz vermelho e preto;

o Avaliar a capacidade neuroprotetora de extratos de farelos de arroz vermelho e
preto em células SH-SY5Y insultadas com peroxido de hidrogénio (H20,);

o Avaliar a toxicidade dos extratos de farelos de arroz vermelho e preto em células
SH-SY5Y.

o Extrair amido de arroz vermelho por método alcalino;

o Caracterizar o amido obtido;

o Desenvolver filmes biodegradaveis a partir de farinha e amido de arroz vermelho
pela técnica de casting;

o Caracterizar as propriedades fisicas e mecanicas dos filmes biodegradaveis;

o Determinar a atividade antioxidante dos filmes biodegradaveis pelo método

DPPH e do método acelerado de oxidagdo de 6leo de girassol,
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CAPITULO 3
3 REVISAO BIBLIOGRAFICA E FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Arroz

O arroz € um fruto-semente conhecido como grdo ou cariopse, constituido pela
casca, pelicula, germe e endosperma amilaceo (VIEIRA; RABELO, 2006), classificado
quanto ao beneficiamento em arroz integral, arroz parboilizado integral, arroz polido e
arroz parboilizado polido (BRASIL, 2009).

O grdo de arroz é composto por aproximadamente 20% de casca, 70% de
endosperma e 10% de farelo e germe. O endosperma é formado majoritariamente por
granulos de amido e proteinas, com subdivisdo em aleurona, subaleurona e amido
(STORCK; SILVA; COMARELLA, 2005; SCUSSEL et al., 2008).

A composicdo nutricional do arroz esta sujeita a diversos fatores, tais como,
influéncias varietais, variacbes ambientais, de manejo, de processamento e de
armazenamento, originando grdos com caracteristicas nutricionais diferenciadas. Ele é
considerado uma excelente fonte de energia, devido a alta concentracdo de carboidratos
(amido) e apresenta quantidades menores de proteinas, lipidios, fibras e minerais
(ZHOU et al., 2002).

3.1.1 Carboidratos

Praticamente a totalidade de carboidratos do arroz é representada pelo amido,
contido no endosperma do grdo, e dividido em amilose e amilopectina. A propor¢édo
entre amilose e amilopectina constitui uma varidvel de grande interesse no
processamento e tecnologia do arroz e determina a capacidade de aglutinacdo dos graos
(KENNEDY; BURLINGAME, 2003; NAVES, 2007).

O arroz apresenta pequena quantidade de acucares livres, localizados
principalmente nas camadas externas do grdo e sua concentracdo e afetada pela
variedade, grau de polimento e processamento. Os principais aglcares no arroz séo
sacarose (aproximadamente 90%), glicose e frutose (MATSUO et al., 1995).

Diversos estudos tém revelado diferenca estatistica no teor de carboidratos de
gréos que apresentam diferencas varietais, de processamento ou de cultivo. Na pesquisa
de Walter (2009) foi encontrado 6,2% de varia¢do no contetdo de carboidratos de graos

de pericarpo marrom-claro, vermelho e preto, havendo inclusive diferenca significativa
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entre grdos de mesma coloragdo. Como relatado por Patindol et al (2006), o teor de
carboidratos do arroz vermelho polido foi inferior ao do arroz ndo pigmentado, o que
indica que fatores genéticos, além dos ambientais, influenciam a concentracdo de
carboidratos no grdo. Sompong et al (2011) ao avaliarem varias amostras de arroz
vermelho e preto encontraram o menor teor de carboidrato em uma amostra de arroz
preto (71,99 g/100 g) e 0 maior em amostra de arroz vermelho (79,27 g/100 g). Paiva et
al (2016) investigaram o efeito dos processos de polimento e parboilizacdo sobre as
propriedades nutricionais de arrozes com pericarpo pigmentado. Nesse estudo foi
evidenciado que gréos de arroz preto, polidos parboilizados e polidos ndo-parboilizados,
apresentavam maior teor de carboidratos em comparacdo a grdos de arroz vermelho
submetidos aos mesmos processos. Tal resultado foi atribuido ao fato dos teores de
proteinas e cinzas terem sido mais afetados nas amostras de arroz preto do que nas

amostras de arroz vermelho.

3.1.2 Proteinas

O conteldo proteico do arroz € em média de 7,5% (base seca) e pode sofrer
variacdo entre 5% e 13%, o que depende, principalmente, das diferencas varietais
(KENNEDY; BURLINGAME, 2003). A composi¢do de proteinas do endosperma
difere do farelo, uma vez que héa reducdo neste teor a medida que sdo retiradas as
camadas superficiais do gréo, pois o teor de proteinas diminui progressivamente da
periferia para o interior da cariopse (GOMES; MAGALHAES, 2004).

A proteina do arroz é constituida por diferentes fracGes protéicas, classificadas
em relacgdo a sua solubilidade em albuminas (soltiveis em agua), globulinas (solUveis em
solucdes salinas), prolaminas (soltveis em alcool) e glutelinas (soltveis em alcalis). A
maior parte das proteinas do arroz € compreendida pela fracdo das glutelinas, o que
representa cerca de 80% (VIEIRA et al., 2008).

A composicdo de proteinas também é afetada pela caracteristica genotipica. No
estudo de Liu et al (2005), seis cultivares de arroz japénico cultivado em diferentes
partes da China foram analisados, e os resultados revelaram diferenca tanto na
concentracdo total de proteinas (7,35-11,47%) entre 0s genotipos, quanto variagdo nos
tipos de proteinas. A pesquisa realizada por Paiva et al (2016) nao evidenciou diferenca
no teor de proteinas entre a cultivar de arroz preto IAC 600 (8%) e uma linhagem de

arroz vermelho (8,1%). Walter (2009) encontrou teores de 7,50 a 9,36% com variagédo
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de 19,9% ao comparar grdos com pericarpo marrom-claro, vermelho e preto. Enquanto
Kang et al (2011) observaram significante variacdo na composicdo e nos teores de
aminoéacidos entre grdos de arroz com periparco verde, marrom-escuro, preto e branco
cultivados na Coréia. Por outro lado, na pesquisa de Boéno (2008) ndo houve diferenca
significativa para o teor de proteina (6,21% e 7,02%) entre as quatro amostras de arroz
vermelho (uma tradicional e trés geneticamente modificadas adquiridas do Programa de
Melhoramento Genético de Arroz-Vermelho da Embrapa Meio-Norte). Alves et al
(2016) encontraram teores de proteina entre 13,8% e 8,7% para duas amostras de arroz
preto e 8,2% para a amostra de arroz vermelho.

3.1.3 Lipidios

O arroz polido possui baixo teor de lipidios (menor que 1%). No entanto, o grdo
integral pode conter até 3%, pois cerca de 80% dos lipidios do gréo estdo localizados
em suas camadas periféricas. Apesar dos baixos teores de lipidios no arroz, sua
composicdo majoritaria é dos 4acidos graxos insaturados - oléico (C18:1) e linoléico
(C18:2) (ZHOU et al., 2002). Os acidos graxos insaturados possuem um papel
importante em varios processos fisiologicos e que, por ndo serem sintetizados pelo
organismo humano, devem ser supridos pela alimentagdo (WALTER et al., 2008).

Tanto no estudo realizado por Lee et al (2006) quanto no estudo de Kang et al
(2011), os principais acidos graxos encontrados em amostras de arroz pigmentados e
ndo pigmentados foram oléico, linoléico e palmitico. Esses trés acidos graxos foram
responsaveis por mais de 94% do teor de acidos graxos totais nas amostras.

Boéno et al (2011) encontraram valores entre 1,44 % e 2,09 % para amostras de
arroz vermelho polido e atribuiram esses valores, superiores aos encontrados na
literatura, a suposicdo de que polimento tenha sido mal realizado. Paiva et al (2016)
confirmaram essa hipdtese, uma vez que evidenciaram que o processo de polimento
causou reducdo no teor de lipideos de 86,2 % e 77,4 % no arroz preto e vermelho,
respectivamente. O estudo realizado por Alves et al (2016) evidenciou valores elevados
para o conteudo de lipideos de uma amostra de arroz vermelho (4,7 %) e grande

variagao para duas amostras de arroz preto (1,8 % e 5,1 %).
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3.1.4 Minerais

A concentracdo de minerais difere nas fragcGes do grdo. As condicdes de cultivo
em relagdo a fertilizacdo e as condigdes do solo e o processamento exercem forte
influéncia sobre o conteddo mineral. De forma geral, os minerais apresentam-se em
maior concentracdo nas camadas externas do grdo (PAIVA et al., 2016), do total do seu
contetdo, aproximadamente 72 % encontra-se no farelo e 28 % no gréo polido (ITANI
etal., 2002).

Além disso, 0 gendtipo também afeta de forma expressiva o conteudo de
minerais, e estudos tém demonstrado maior concentracdo de alguns minerais em graos
de arroz com pericarpo vermelho e preto (ITANI et al., 2002; MENG, WEY; YANG,
2005).

Na analise realizada por Kang et al (2011), calcio e magnésio apresentaram
niveis significativamente maiores nas amostras pigmentadas (verde, marrom-escuro e
preta) em relacdo a ndo pigmentada. As analises de Boéno (2008) revelaram valores
significativamente maiores para potassio e magnésio para as quatro amostras de arroz
vermelho estudadas em relacdo aos outros micronutrientes. JA o estudo que avaliou o
conteddo de minerais de diferentes grdos de arroz (preto, vermelho, glutinoso e
milheto), evidenciou o célcio como micronutriente predominante em todas as amostras,
seguido pelo ferro e zinco. Os teores de célcio e ferro foram praticamente o dobro no
arroz preto em relacdo ao vermelho (MENG; WEY; YANG, 2005).

Walter (2009) observou para todos os minerais avaliados (fosforo, célcio,
magnésio, potassio, ferro, manganés e zinco) que alguns genétipos de arroz integral
com pericarpo vermelho e preto apresentaram concentragéo significativamente maior do
que o genotipo com pericarpo marrom-claro. Outros pesquisadores também relataram
maior concentracdo de alguns minerais em graos com pericarpo vermelho e preto, como
ferro (ZHANG et al., 2004; MENG; WEY; YANG, 2005), zinco (YANG et al., 1998;
ZHANG et al., 2004), manganés e fosforo (ZHANG et al., 2004).

3.1.5 Fibras

Os polissacarideos ndo digeridos pelas enzimas no trato gastrintestinal, como
celulose, hemiceluloses, amido resistente e pectinas, fazem parte da fracdo fibra
alimentar, que pode ser dividida em soltvel e insoluvel. Sua concentracdo é maior nas

camadas externas do grdo (farelo e o germe) e diminui em direcdo ao centro, 0 que
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resulta em baixa concentracdo desses componentes nos graos submetidos ao polimento.
Além disso, as caracteristicas genotipicas também interferem nos teores de fibra total
(WALTER et al., 2008).

As tabelas brasileiras de composicdo de alimentos descrevem valores de fibras
entre 1,3% e 1,7% para arroz polido e entre 3,5 % e 4,8 % para integral (PHILIPPI,
2002; USP, 2004; NEPA, 2006).

Os valores encontrados para fibra bruta de diferentes genotipos de arroz
vermelho polido (um tradicional e trés geneticamente modificados) no estudo de Boéno
(2008) variaram de 2,2 % a 2,9 % e ndo houve diferenca estatistica entre as amostras. Ja
na investigacgdo feita por Walter (2009), foi observada diferenca significativa nos teores
de fibra total para os grdos avaliados (dezesseis variedades de arroz vermelho, uma de
arroz preto e uma de arroz marrom-claro), com valores entre 6,8 % e 10,7 % (variagéo
de 36,5%). Desta forma o arroz marrom-claro apresentou teor inferior quando
comparado a algumas amostras de pericarpo vermelho e preto. Sompong et al. (2011)
encontraram para 0s geno6tipos de arroz vermelho valores para fibra total entre 2,5 % a

4,5% e 3,4 % a4,1% paraarroz de pericarpo preto.

3.1.6 Compostos fendlicos e antocianinas

Varios autores ja identificaram compostos fendlicos no grdo de arroz,
principalmente acidos fendlicos e antocianinas (HUDSON et al., 2000; HU et al., 2003;
GOFFMAN; BERGMAN, 2004; TIAN et al., 2004; ZHOU et al., 2004; YAWADIO,
TANIMORI; MORITA, 2007; PAIVA et al.,, 2014; PEDRO; GRANATO; ROSSO,
2016; PENGKUMSRI et al.,, 2015; TIAN et al., 2004; ZAUPA et al.,, 2015). Os
compostos fendlicos do arroz existem nas formas soltvel e insoltvel (conjugados), e
aproximadamente 81 % do conteudo esta representado na forma solGvel nos graos com
pericarpo vermelho e preto (MIRA et al., 2009).

A cor do pericarpo esta relacionada ao tipo e a concentracdo de polifendis no
gréo, 0s quais apresentam variacdo entre os diferentes gendtipos. Normalmente, graos
com pericarpo vermelho e preto apresentam maior concentracdo de compostos fenélicos
do que aqueles com pericarpo marrom-claro (TIAN et al., 2004; ZHOU et al., 2004).
Dez genotipos de arroz, 5 ndo pigmentados, 4 com pericarpo vermelho e 1 com
periparco preto foram avaliados por Mira et al (2008). Os autores observaram que 0s

acidos p-cumarico e ferdlico foram os majoritarios nas amostras de arroz vermelho,
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enguanto na amostra de arroz preto o acido protecateuico foi o predominante, seguido
pelos acidos feralico, vanilico e p-cumarico.

Além dos é&cidos ferulico e protocatecuico, o &cido caféico tambem foi
identificado em gréos com periparcos vermelho e preto no estudo de Morimitsu et al
(2002), o qual objetivou quantificar as antocianinas e avaliar o efeito inibitorio desses
dois tipos de arroz na formacdo de catarata em ratos.

Acido sinapico, p-cumarico e o ferlico foram encontrados entre os &cidos
hidroxicinamicos e os &cidos protocatecuico e vanilico entre os éacidos bezédicos no
estudo de Min, McClung e Chen (2014), no qual objetivaram avaliar os efeitos de
diferentes processos hidrotérmicos nos compostos antioxidantes de grdos de arroz
marrom, preto e vermelho.

Chung e Shin (2007), Yawadio, Tanimori e Morita (2007), Sompong et al
(2011), Shao et al (2014a) e também identificaram os &cidos protocatecoico, vanilico e
fertlico como os acidos fenolicos predominantes em amostras de arroz preto analisadas
por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplado a espectrometria de massas
(HPLC-MS). Shao et al (2014b), ao investigar o teor de acidos fendlicos de gréos de
arroz branco integral, vermelho e preto em diferentes estagios de maturacdo também
encontraram esses acidos como majoritarios nas amostras analisadas.

Na pesquisa de Qiu, Liu e Beta (2010) os acidos feralico, sinapico e p-cumarico
foram os predominantes na fracdo insollvel para as duas cultivares de arroz preto
analisadas, ja na fracdo soltvel o acido vanilico predominou. Nenhum acido fendlico foi
encontrado na fracdo sollvel das cultivares de arroz preto analisadas no estudo de
Zhang et al (2015), enquanto na fracdo conjugada insolivel foram encontrados os
acidos p-cumarico, feralico, isoferalico e vanilico.

Zaupa et al (2015) identificaram os acidos protocatecuico, m-cumarico, p-
cumarico, feralico, sinapico e alguns conjugados hexosideos e hidroxicinamicos por
HPLC-MS" em amostras de arroz vermelho e preto cultivados na Italia e investigaram a
influéncia de dois métodos de coc¢do na reducéo desses compostos.

Em estudo que investigou a eficiéncia do método de extracdo de compostos
fenolicos de arroz pigmentado, o acido protocatecuico foi 0 composto majoritario em
amostra de arroz preto, seguido pelos acidos ferulico, vanilico, 4-hidréxibenzéico e p-
cumarico (ALVES et al., 2016).

No arroz vermelho o acido ferulico foi 0 majoritario, seguido pelos acidos trans-

sinapico e siringico no estudo de Shao et al (2014a). Em investigacdo realizada por
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Sompong et al (2011), o &cido fertlico também foi o predominante, no entanto os
acidos protocatecuico e vanilico foram os outros acidos predominantes encontrados.

O conteudo total de acidos fendlicos e antocianidinas foi determinado em 8
variedades de arroz vermelho por HPLC-MS no estudo de Gunaratne et al (2013), no
entanto a identificacdo desses compostos ndo foi investigada. No estudo de Chen et al
(2012) foi identificada a presenca da antocianina malvidina-3-glicosideo em cultivares
de arroz vermelho, enquanto Frank et al (2012) encontraram cianidina-3-glicosideo e
peonidina-3-glicosideo em trés subespécies de arroz vermelho cultivados na China. Em
outro estudo foi analisada a composicdo de antocianinas de diversos grdos de cores
preta, azul, rosa, roxa e vermelha. A cianidina-3-glicosideo foi a mais abundante
antocianina identificada, seguida pela peonidina-3-glicosideo nas amostras de arroz
preto e vermelho (ABDEL, YOUNG & RABALSKI, 2006). Pengkumsri et al (2015)
afirmam que o arroz preto consiste em uma fonte mais rica de compostos fendlicos em
relacdo a graos de coloracdo vermelha e marrom. Em seu estudo foram identificados em
analise por HPLC no arroz preto os &cidos protocatecuico, cafeico, siringico e p-
cumarico, enquanto no arroz vermelho apenas o &cido p-hidroxibenzoico.

No arroz preto ainda foram identificadas as antocianinas cianidina-3-glicosideo e
peonidina-3-glicosideo (BORDIGA et al., 2014; HU et al., 2003; CHEN et al.,
2006;YAWADIO; TANIMORI; MORITA, 2007; CHEN et al., 2012; FRANK et al.,
2012; HU et al., 2003; HOU et al., 2013; PEREIRA-CARO et al., 2013; BORDIGA et
al., 2014; MIN; MCCLUNG; CHEN, 2014; YAWADIO; TANIMORI; MORITA, 2007,
PENGKUMSRI et al., 2015; SHAO et al, 2014a; SOMPONG et al., 2011; ZHANG et
al., 2010; PENGKUMSRI et al., 2015; ZHANG et al., 2015), cianidian-3-arabidosideo
(PEREIRA-CARO et al., 2013), -3-glicosideo (BORDIGA et al., 2014; CHEN et al.,
2012; ZHANG et al., 2006), pelargonidina-3,5-diglicosideo (ZHANG et al., 2006) e
petunidina-3-glicosideo (MORIMITSU et al., 2002). Assim como na maioria dos
estudos, a cianidina-3-glicosideo foi a antocianina predominante nas cultivares de arroz
preto analisadas por Min et al (2012), seguida por peonidina-3-glicosideo, cianidina-3-
galactosideo e cianidina-3-rutinosideo. Enquanto na cultivar de arroz vermelho foi
evidenciada a presenca de proantocianidinas. Zaupa et al (2015) identificaram sete
diferentes antocianinas em amostra de arroz preto, enquanto no arroz vermelho nédo foi
evidenciada nenhuma. A auséncia de niveis significativos de antocianinas em arroz

vermelho ja foi descrita por diferentes pesquisadores (BORDIGA et al., 2014;
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FINOCCHIARO; FERRARI; GIANINETTI, 2010; GUNARATNE et al., 2013; PAIVA
etal., 2014; PENGKUMSRI et al., 2015; SHAO et al., 2014a).

Estudos in vitro e in vivo ja evidenciaram efeito inibitorio no crescimento de
células cancerigenas promovido pela acdo de antocianinas extraidas de arroz preto
(CHEN et al., 2006; HYUN; CHING, 2004), o que sugere que a ingestdo desses

compostos pode ser benéfica a saude.

3.2 Atividade antioxidante

Gréos de arroz com pericarpo pigmentado tém sido referidos como potenciais
fontes de antioxidantes (SHAO et al., 2014a; SHAO et al., 2014b; CHEN et al., 2016;).
Em vista disso, grande interesse tem surgido para que essas matérias primas sejam
utilizadas como fontes viaveis de antioxidantes para alimentos funcionais (YAWADIO,
TANIMORI; MORITA, 2007). Além disso, pesquisas tém correlacionado
positivamente o potencial antioxidante desses grdos com a presenca de fenolicos
(ITANI et al., 2002; GOFFMAN; BERGMAN, 2004; ZHANG et al., 2006).

Estudos para avaliar a atividade antioxidante de gréos integrais e farelos de arroz
branco, vermelho e preto encontraram a maior atividade antioxidante exercida pelos
grdos de coloracdo vermelha e preta em relacdo aos brancos. Além disso,, uma alta
correlacdo foi observada entre essa atividade e o contetido de proantocianidinas no arroz
vermelho e, com o teor de antocianinas, no caso de grdos com pericarpo preto (OKI et
al., 2002; JUN et al., 2012; MIN et al., 2012). As proantocianidinas também foram as
principais responsaveis, juntamente com os &cidos fenolicos, pela atividade antioxidante
de oito variedades de arroz vermelho cultivado no Sri Lanka, com destaque para as
variedades tradicionais que apresentaram teores superiores aos das variedades que
sofreram melhoramento (GUNARATNE et al., 2013).

Na investigagdo realizada por Chen et al (2012), o teor de antocianinas de trés
cultivares de arroz preto foi muito superior ao das quatro cultivares de arroz vermelho
analisadas, no entanto, grande variacdo foi observada na quantidade desses compostos
entre as cultivares de mesma cor. A atividade antioxidante avaliada por ORAC
(capacidade de absorcdo do radical oxigénio) foi superior para os grdos de pericarpo
vermelho em relacdo aos pretos, o que indica que as antocianinas contribuiram muito
pouco para a atividade antioxidante encontrada, a qual pode ser derivada de outros

compostos fendlicos. Sompong et al (2011), ao avaliar nove variedades de arroz
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vermelho e trés de preto, encontraram diferenca significativa no contetdo de fendlicos
totais e na capacidade antioxidante entre as variedades, mas nao entre as cores.
Resultado similar ao encontrado por Walter et al (2013) que avaliaram 16 cultivares
vermelhas de diferentes regides do Brasil, uma preta e uma marrom claro.

Outro trabalho encontrou maior atividade antioxidante exercida pelo arroz preto,
seguida do vermelho, e novamente, alta correlacdo foi encontrada entre o conteido de
fenolicos e a capacidade antioxidante (r=0,96) (SHEN et al., 2009). Da mesma forma
Choli, Jeong e Lee (2007) encontraram coeficiente de correlagédo superior a 0,99 entre o
contelido de polifendis totais e a atividade antioxidante avaliada por ABTS para a
amostra de arroz preto analisada, na qual a maior fragdo de polifendis do extrato é
representada pelas antocianinas, assim como Laokuldilok et al (2011); Zhang et al
(2006) e Kaneda, Kubo e Sakurai (2006) que atribuiram a atividade antioxidante de
arroz e farelo de arroz preto ao conteldo de antocianinas do gréo.

A analise de duas cultivares de arroz preto e cinco de arroz vermelho cultivadas
no norte da Italia evidenciou variacdo na capacidade antioxidante entre todas as
amostras com destaque para um dos gendtipos de arroz preto (Artemide), o qual
apresentou elevado contetido de proantocianidinas, antocianinas e polifendis e atividade
antioxidante em torno de duas vezes superior ao de outros graos de arroz pigmentados
(FINOCCHIARO; FERRARI; GIANINETTI, 2010), mesmo resultado relatado por
Bordiga et al (2014). Significante diferenca foi encontrada no contetdo fitoquimico e na
atividade antioxidante de farelos de doze variedades de arroz preto. A atividade
antioxidante foi determinada pelo método ORAC e mostrou correlacdo com o contetdo
de fendlicos totais, flavonoides totais e antocianinas (ZHANG et al., 2010). Esses
resultados sugerem que os fendlicos sdo 0s principais compostos responsaveis pela
atividade antioxidante no grao de arroz (GOFFMAN; BERGAMAN 2004; QIU; LIU;
BETA, 2010).

A atividade antioxidante de extratos de arroz vermelho, preto e marrom foi
avaliada a partir de diferentes métodos in vitro (FRAP, inativacdo dos radicais ABTS,
DPPH, anion superoxido e 6xido nitrico e inibicdo da peroxidacdo lipidica), com
excecao do ensaio DPPH, cuja inibicdo evidenciada pelos extratos de arroz vermelho e
preto foi similar, para todos 0s outros ensaios o extrato de arroz preto mostrou a maior
capacidade antioxidante (PENGKUMSRI et al., 2015). Da mesma forma, Zaupa et al
(2015) também encontraram a maior capacidade antioxidante, realizada a partir do
ensaio FRAP, exercida pelo arroz preto, seguida das variedades vermelha e branca.
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Além disso, esses mesmos autores revelaram que o processo de coccao do tipo risotto
causou reducdo da capacidade antioxidante nas amostras de arroz vermelho e branco e
aumento no arroz preto. Outro estudo demonstrou que uma variedade de arroz preto
glutinoso apresentou a maior capacidade de inativacdo do radical DPPH e valor FRAP,
seguida por uma amostra de arroz preto, obtida a partir do cruzamento de duas
cultivares, e uma amostra de arroz vermelho, e atribuiu essa caracteristica ao maior
conteddo de antocianinas presente nessa amostra em relacdo as outras duas. No mesmo
estudo, foi realizado o teste de estabilidade oxidativa de dleo de girassol. O resultado
final demonstrou que apo6s 30 dias submetidos ao processo de oxidacdo acelerada, o
valor de peréxidos da amostra de 6leo controle foi igual a 98,6 meqO, kg™, enquanto da
amostra adicionada de extrato de arroz preto foi de 67,8 meqO, kg™, o que ndo diferiu
do valor obtido da amostra adicionada de antioxidante sintético BHT, cujo valor de
peroxidos foi igual a 62,9 meqO; kg™. Esse resultado reflete que o antioxidante natural
proveniente do arroz preto é tdo eficaz quanto o antioxidante sintético na prevencéo da
peroxidacdo lipidica de Oleo de girassol (CHINPRAHAST; TUNGSOMBOON;
NAGAO, 2016). Maior capacidade antioxidante também foi evidenciada para o arroz
preto em relacdo ao vermelho e o branco, em estudo que avaliou dois diferentes
métodos de extracdo de fenodlicos totais e antocianinas totais, 0s autores também
encontraram 0 teor mais elevado desses compostos no grdo de arroz preto em
comparacao as outras amostras (PITCHAON; LADDAWAN, 2014).

Ainda, outro estudo foi realizado para analisar a atividade antioxidante em
quatro estagios de desenvolvimento apds o florescimento de grdos de arroz com
periparco branco, vermelho e preto. Os resultados relevaram que para 0s graos de arroz
preto o contetdo fendlico total e a capacidade antioxidante foram mais elevados na
maturidade, enquanto para os grdos de arroz branco e vermelho, o maior acimulo foi
encontrado na primeira semana (SHAO et al., 2014b).

Deng et al (2012) investigaram a capacidade antioxidante pelo método de
inativacdo do radical ABTS de 24 graos produzidos na China, entre os quais, diferentes
tipos de arroz, milho, aveia, trigo, sorgo, semente de coix e evidenciaram que 0 arroz
preto e o vermelho foram os cereais com maior capacidade antioxidante e contetdo de
fendlicos totais entre todos os cereais testados.

Pesquisas in vivo também ja foram descritas na literatura. Estudos ja revelaram
que as antocianinas do arroz preto apresentam propriedades antioxidantes e anti-

inflamatdrias capazes de contribuir para a prevencéo de dano ao DNA (HU et al., 2003),
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auxiliam na prevencdo do cancer através da inibi¢do do crescimento de células tumorais
(CHEN et al.,, 2006; HYUN; CHUNG, 2004), na prevencdo das complicacdes do
diabetes por causar inibicdo da enzima aldose redutase, envolvida no desenvolvimento
dessa patologia (MORIMITSU et al., 2002; YAWADIO; TANIMORI; MORITA, 2007)
e promovem efeito cardioprotetor em pacientes com doenga cardiaca coronariana
através de melhora no status antioxidante do plasma e reducédo da inflamacdo (WANG
etal., 2007).

A influéncia da suplementacdo com farelo de arroz preto na formacao de placa
aterosclerética em coelhos induzidos a hipercolesterolemia também j& foi investigada.
Uma vez que os parametros colesterol total e fraces e apoliproteina B ndo diferiram
entre 0s grupos controle e tratamento, foi concluido que a inibicdo da formacdo de
aterosclerose gerada pelo farelo de arroz preto deve ser mediada por efeitos
antioxidantes e anti-inflamatorios (LING; WANG; MA, 2002).

Apesar da importancia da realizacdo de ensaios quimicos in vitro para avaliar
atividade antioxidante, esse tipo de estudo apresenta como ponto negativo o fato de nédo
considerar os fatores de biodisponibilidade, absorcdo e metabolismo dos compostos
antioxidantes. Dessa forma, ensaios clinicos com animais e humanos se fazem
necessarios. No entanto, esses, apresentam a inconveniéncia de demandarem um custo
elevado e ainda um periodo mais extenso de estudo. Com base nesse contexto, uma
alternativa pode ser encontrada na utilizacdo de culturas de células para avaliar a
atividade antioxidante, uma vez que os resultados podem ser obtidos em um curto
espaco de tempo e ainda englobam uma abordagem sobre absorcdo, distribuicdo e
metabolismo dos antioxidantes. Além disso, podem ser utilizados como rastreio inicial
da acdo antioxidante em alimentos (WOLFE; LIU, 2007). Uma série de estudos sobre o
efeito neuroprotetor de compostos bioativos tem abordado o modelo celular SH-SY5Y
(FERNANDEZ-MORIANO et al., 2015; VENUPRASAD; KUMAR; KHANUM, 2013;
RABELDO et al., 2012). A linhagem de células SH-SY5Yrepresenta uma sublinhagem
clonada trés vezes do neuroblastoma SK-N-SH, sua utilizacdo data da década de 80,
periodo no qual foi denominada como modelo “neuron-like”, devido suas propriedades
bioguimicas e funcionais semelhantes aos neurdnios (HONG-RONG; LIN-SEM; GUO-
Y1, 2010).

Apesar de haver uma expressiva quantidade de estudos sobre a avaliagdo da
atividade antioxidante dos extratos de arroz vermelho e preto utilizando métodos de
capacidade de eliminacdo dos radicais ABTS e DPPH, capacidade de absorcdo de
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radicais de oxigénio (ORAC) e testes de capacidade de quelacdo de ferro (Paiva et al.,
2014), até o presente momento ndo ha estudos sobre os efeitos protetores de extratos de
farelo de arroz vermelho e preto em células semelhantes a neurdnios. Na literatura,
apenas um estudo avaliou e evidenciou efeito antioxidante e anti-apoptético de um
extrato rico em orizanol de farelo de arroz contra a toxicidade de H,O, em células SH-
SY5Y (ISMAIL; IMAM e UMAR, 2014).

3.3 Beneficiamento

O beneficiamento dos gréos de arroz inicia-se ap6s a limpeza e compreende o
descascamento, onde € removido cerca de 20% de casca, seguida pelas etapas de
brunimento e polimento do arroz integral, onde € extraido, parcial ou totalmente, o
embrido e a maior parte do pericarpo que recobre o grao. Desta etapa, resulta o farelo
que representa aproximadamente 8% da massa do produto. Em seguida, segue-se a
etapa de separacdo das fracdes de gréos quebrados (14 %) e inteiros (58 %). Ao final,
realiza-se a separacdo das fragcdes dos grdos quebrados em grandes, médios e quirera,
conforme demonstrado na Figura 1 (CASTRO et al., 1999).

Os grdos quebrados representam comprimento inferior a 75% do comprimento
minimo da classe que predominam e ficam retidos na peneira de furos circulantes de 1,6
mm de diametro, enquanto a quirera de arroz corresponde ao fragmento que passa por
essa peneira (BRASIL, 2009).

No entanto ainda ndo existe um padrdo oficial do grau de polimento do arroz
vermelho, razdo pela qual no trabalho de Boéno, Ascheri e Bassinello (2011) foi
utilizado como referéncia o grau de polimento de uma amostra comercial encontrada em
mercado local do Nordeste. Apesar de os graos de arroz vermelho e preto serem
culturalmente comercializados e consumidos na forma integral, pesquisas vém sendo
desenvolvidas com o objetivo de investigar o efeito do polimento sobre as propriedades
antioxidantes (WALTER et al., 2013), composicao centesimal e propriedades estruturais
desses graos (PAIVA et al., 2015).
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Figura 1. Beneficiamento do arroz em casca com as propor¢des aproximadas de seus

produtos e subprodutos.
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Fonte: Castro et al (1999)

3.4 Subprodutos do arroz

3.4.1 Farelo de arroz

O farelo constitui em média 8% do grdo e possui contetidos varidveis de amido

provenientes do endosperma, de residuos de casca e de fragmentos de grdo, o que

representa um subproduto que possui teores varidveis de nutrientes, que dependem do

sistema de beneficiamento, do grau de polimento dado ao arroz, do tratamento do gréo
antes do beneficiamento e da cultivar (JUNIOR et al., 2009).

Os nutrientes ndo estdo uniformemente distribuidos nas diferentes fragdes do

grdo. As camadas externas, que ddo origem ao farelo, apresentam maiores

concentragOes de proteinas, lipidios, fibra, minerais e vitaminas, enquanto o centro é

rico em amido. Assim, o polimento reduz o teor de nutrientes, exceto de amido, o que
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origina as diferencas na composicao entre o arroz polido e o integral (WALTER et al.,
2008).

O farelo contém uma quantidade substancial de minerais como K, Ca, Mg e Fe
(SHARIF et al., 2014). A maior concentracdo de fendlicos também estd localizada
majoritariamente nas camadas externas do gréo, assim, em torno de 70 % a 90 % da
totalidade dos &cidos fendlicos encontra-se na fragdo farelo dos grdos com pericarpo
marrom-claro (ZHOU et al., 2004). Da mesma forma, em grdos com pericarpo preto, 0
maior teor (aproximadamente 85%) de  antocianinas também esta presente
principalmente na fragdo mais externa desses grdos (HU et al., 2003), com variacdo que
depende da cultivar e dos compostos considerados. A presenca de antioxidantes como
tocoferois, tocotrienois e y-orizanol atrai perspectivas de utilizacdo do farelo de arroz
para os seres humanos como ingrediente funcional (SHARIF et al., 2014).

N&o somente o teor de compostos fenolicos torna esse subproduto atrativo para
seu emprego na industria alimenticia como também o contetdo de fibras presentes,
propriedades que podem contribuir para o desenvolvimento de diversos novos produtos
(JUNIOR et al., 2009). Outra vantagem atrelada ao farelo estd no fato de que esse
alimento ndo possui glaten e pode assim atender a um nicho especifico de mercado que
vem crescendo nos ultimos anos representado por pessoas portadoras da doenca celiaca
(LACERDA et al., 2010).

Apesar do contetdo de lipidios no grdo de arroz ser muito baixo, o farelo, por
sua vez, contém quantidades significativas desse macronutriente, cerca de 20 % (USP,
2004). Entre os quais, 0s principais sdo 0s acidos graxos insaturados - oléico (C18:1) e
linoléico (C18:2) (ZHOU et al., 2002).

No entanto, mesmo com todos os beneficios socioeconémicos e nutricionais, sua
utilizacdo ainda é modesta (HEISLER et al., 2008). O farelo de arroz apresenta
abundancia e baixo valor comercial, com aplicacdo na industria brasileira, para extracédo
de Oleo, como racdo animal e fertilizante (LACERDA et al., 2010). Entretanto, na
literatura cientifica ha poucos estudos sobre as aplicacbes do farelo de arroz em
produtos para a alimentacdo humana (JUNIOR et al., 2009).

A adicdo de diferentes teores de farelo de arroz ja foi avaliada na formulacéo de
pdes (JUNIOR et al., 2008; SAIRAM; KRISHNA; UROOJ, 2011; AMEH; GERNAH;
IGBABUL, 2013;) e biscoitos (LACERDA, 2008), como alternativa ao uso exclusivo

da farinha de trigo, e os resultados demonstraram aumento no conteudo de proteinas,
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fibras e minerais em relagdo a formula¢do convencional a base de trigo, além de boa
aceitacdo nos testes sensoriais.

Os atributos quimicos e funcionais de macarrdo a base de trigo suplementado
com farelo de arroz preto também j& foram investigados, e os resultados demonstraram
uma melhora no perfil nutricional (maior teor de lipideos, proteinas e minerais em
relacdo ao controle) e na atividade antioxidante, atribuido ao elevado teor de compostos
fenolicos presentes no arroz preto (KONG et al., 2012). Ainda, a utilizacdo de farelo de
arroz como antioxidante natural em linguica de frango foi analisada e considerada um
método eficiente para retardar a oxidacao lipidica desse produto, tanto na forma crua,
como cozida (BONIN; SARTOR, 2011).

3.4.2 Quirera

Os gréos quebrados e a quirera, subprodutos do beneficiamento do arroz,
representam aproximadamente 14 % do total de arroz beneficiado, o que gera um
problema econémico, uma vez que o valor comercial da quirera corresponde em média
a quinta parte do valor do grdo inteiro e sua utilizacdo se restringe basicamente na
industria cervejeira, em vinicolas e na alimentacdo animal (CASTRO et al., 1999;
LIMBERGER et al., 2008). Ao considerar que a composi¢cdo centesimal desse
subproduto é muito similar a do gréo inteiro polido, ou seja, uma rica fonte de amido
(75 %-80 %), uma das alternativas para agregar valor aos grdos quebrados seria a
producdo de farinha de arroz (SHENG, 1995).

O uso da farinha de quirera de arroz representa uma alternativa de inovacgao
tecnoldgica para os rizicultores, uma vez que agrega valor a esse subproduto. Além
disso, oferece uma alternativa de substituicdo parcial da farinha de trigo pela de arroz, o
que proporciona uma reducdo da dependéncia pelo trigo existente no cenéario atual
brasileiro (FROES, 2012).

Outro fator relevante é o fato de ser um componente que apresenta baixo teor de
alergenicidade e pode ser aplicado como ingrediente em produtos para populagdes
especiais, como o caso dos pacientes celiacos, que possuem alergia a proteina do trigo,
aveia, centeio e cevada (TEDRUS et al., 2001; NABESHIMA,; EL-DASH, 2004).
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3.4.3 Amido

O amido ¢ considerado o principal responsavel pelas propriedades tecnoldgicas
que caracterizam grande parte dos produtos processados, em razdo das caracteristicas
texturais, possui aplicacGes industriais como espessante, estabilizador de coldides,
agente gelificante e de volume, adesivo, na retencdo de agua, dentre outros (SINGH et
al., 2003).

Assim como os demais constituintes dos gréos de arroz, a quantidade de amido
pode variar entre diferentes cultivares devido a fatores genéticos e ambientais. Este fato
foi comprovado no trabalho de Storck, Silva e Fagundes (2005), que evidenciou valores
entre 82,2% e 88,0% (b.s.) entre nove cultivares reproduzidas geneticamente e
cultivadas em uma fazenda experimental no sul do Brasil. Da mesma forma Frei,
Siddhuraju e Becker (2003), que avaliaram seis cultivares de arroz, cultivadas em
sistema de agricultura de subsisténcia orientada em terras indigenas das Filipinas,
observaram teores de amido entre 72 % e 82 %. O processamento também influenciou o
percentual de amido e foi maior no arroz branco polido (87,58 %) e no parboilizado
polido (85,08 %) comparado ao integral (74,12 %), devido a remocdo do farelo (FREI,
SIDDHURAJU; BECKER, 2003). Quatro cultivares de arroz vermelho, estudadas por
Boéno, Ascheri & Bassinello (2011), também apresentaram diferenca em relacdo ao
teor de amido, com variacao de 81,7 % a 89,1 %.

As propriedades texturais, como maciez, coesdo, cor, brilho e volume de
expansdo estdo intimamente relacionadas ao teor de amilose do grdo. A maciez do arroz
é inversamente proporcional ao teor de amilose, assim cultivares com baixo teor de
amilose apresentam grdos muito macios e pegajosos apds o cozimento (FERREIRA et
al., 2005).

O teor de amilose do amido do arroz pode variar de 1 % a 37 %, podendo ser
classificado em quatro diferentes grupos: baixo teor de amilose (12-20 %), contetdo
intermediario de amilose (20-25 %), alto teor de amilose (> 25 %) e ceroso (pouco a
nenhum teor de amilose) (TECHAWIPHARAT; SUPHANTHARIKA; BEMILLER,
2008).

Nas diferentes variedades de graos vermelho, branco e preto avaliados no estudo
de Walter (2009), os valores variaram entre 17,82 % e 28,04 % (variacdo de 36,4%), na
qual a maioria apresentou teor de amilose de intermediario a alto, com excecdo da

variedade IAC 600 com pericarpo preto (teor de amilose baixo).
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Na investigacao realizada por Sompong et al (2011) a maioria das cultivares de
arroz com pericarpo vermelho apresentou alto contetdo de amilose, sendo o maior teor
41,95 %. Entre as cultivares com pericarpo preto duas amostras apresentaram baixo teor
(8,90 % e 9,66 %) e, uma amostra, alto teor (25,49 %). No trabalho de Boéno, Ascheri e
Bassinello (2011) o teor de amilose das quatro cultivares de arroz vermelho variou de
14,6 % a 26,1 %. Variacdo similar foi encontrada na pesquisa realizada por Patindol et
al (2006), na qual o contetdo de amilose variou de 15,9 % a 26,5 % entre as dezesseis
variedades de arroz vermelho cultivadas no sul dos Estados Unidos da América.

Da mesma forma, a analise de quatro diferentes variedades de arroz com
periparco vermelho oriundas de um programa de beneficiamento genético do nordeste
brasileiro revelou variacdo entre as variedades, com uma variedade com baixo teor de
amilose (15,0 %) e trés com teores intermediarios (24,0 % - 25,0 %) (PEREIRA et al.,
2009).

As caracteristicas fisico-quimicas de cinco variedades de arroz preto e de uma
variedade branca foram avaliadas por Kang et al (2011). Os resultados deste estudo
sugeriram que as variedades de arroz preto tém menor teor de amilose do que o arroz
branco comum, sendo esse resultado determinado através de ensaio colorimétrico em
que o iodo se liga a amilose produzindo um complexo de coloracao azul.

Entretanto, o volume de producdo do amido de arroz ainda ndo € expressivo e
suas caracteristicas especiais deveriam ser melhor exploradas. O pequeno tamanho dos
grénulos deste tipo de amido e sua ampla faixa de teores de amilose aumentam as

oportunidades para aplicacdes comerciais (ZHONG et al., 2009).

3.5 Aproveitamento de subprodutos para o desenvolvimento de filmes
biodegradaveis

Atualmente existe uma grande presséo politica e social em relacdo a reducdo da
carga poluente proveniente de atividades industriais. Essa tem sido uma preocupacéo
dos 6rgdos ambientalistas ndo somente do Brasil, como também de paises do mundo
todo. Praticamente todos os paises, desenvolvidos e em desenvolvimento, tentam se
adaptar a essa realidade por meio da modificacdo dos seus processos de forma a reciclar
ao méaximo todo e qualquer residuo ou subproduto produzido em suas estacfes de
processamento. Nesse sentido, a maioria das grandes empresas tem hoje uma visao na
qual os residuos e os subprodutos ndo devem ser considerados inutilizaveis, mas sim

materias-primas para outras industrias. Nesta linha de pensamento, além de deixarem de
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ser problema, os residuos e os subprodutos passam a fazer parte de novas tecnologias
para desenvolvimento de produtos de interesse, entre 0s quais merece destaque nesta
revisao os filmes biodegradaveis (DRAGONE, 2007).

O mercado de embalagens para alimentos € um grande consumidor de polimeros
sintéticos. Devido a sua grande disponibilidade e baixo custo, as embalagens sintéticas
sdo as mais utilizadas, pois apresentam boas caracteristicas mecanicas e boa barreira aos
gases e aromas. Dessa forma, o aumento do uso de embalagens sintéticas tem
contribuido  fortemente para o0s problemas ecoldgicos devido a sua néo
biodegradabilidade (AHMAD et al., 2015).

Nesse sentido, tém-se reconhecido a necessidade de que haja reducdo na
producdo e descarte de embalagens plasticas, fato que tem incentivado pesquisadores no
mundo inteiro a desenvolver embalagens biodegradaveis provenientes de fontes
renovaveis (PELISSARI et al., 2013; GUTIERREZ et al., 2015; PAGNO et al., 2015).

Os filmes biodegradaveis e comestiveis sdo classificados como embalagens
biodegradaveis que podem ou ndo interagir com o alimento, e apresentam a capacidade
de conservar suas propriedades nutricionais e aumentar sua vida de prateleira. Filme
biodegradavel é o termo dado a uma fina pelicula formada a partir de macromoléculas
biodegradaveis e pode ser dividido em trés categorias: hidrocoloide (amido, proteinas,
celulose, alginatos, pectinas e outros polissacarideos), lipidico (ceras, acilglicerois e
acidos graxos) e composto (hidrocoloides combinados a lipidicos) (PETERSSON;
STADING, 2005).

A formacdo dos filmes biodegradaveis ocorre na presenca de macromoléculas,
para formar uma rede polimérica, solvente (agua ou etanol) e plastificante, geralmente
polidis, como o glicerol e o sorbitol, os quais atuam para reducdo da fragilidade dos
filmes (ORTEGA-TORO et al., 2016; SELIGRA et al., 2016). A formacédo dos filmes
geralmente envolve associacdes inter e intramoleculares ou ligacdes cruzadas de cadeias
de polimeros formando uma rede tridimensional semi-rigida que retém o solvente
(RINDLAV-WESTLING; STADING; GATENHOLM, 2002; THARAHATHAN,
2003).

Uma das técnicas de preparacdo de filmes bastante difundida na literatura € a de
casting, que consiste no espalhamento de uma solucéo filmogénica (macromoléculas,
solvente e plastificante) em um suporte, seguido de desidratacdo lenta a baixa
temperatura (VICENTINI, 2003; DOLE et al., 2004; MULLER; YAMASHITA;
LAURINDO, 2008).
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O uso do amido como material formador de filme comestivel tem recebido
grande interesse, uma vez que além de apresentar custo muito baixo, constitui o
polissacarideo mais abundante e importante na natureza (BLACIDO; SOBRAL;
MENEGALLLI, 2005). Amidos de diferentes fontes vegetais, tais como batata, milho (LI
et al., 2011), trigo (FAKHOURI et al., 2007), arroz (DIAS et al., 2010), pinh&o
(LUCHESE et al., 2015); mandioca (MALI et al., 2005; CHINMA; ARIAHU,;
ALAKALLI, 2013; GUTIERREZ et al., 2015; MARAN et al 2013; GUTIERREZ et al.,
2015), quinoa (ARAUJO-FARRO et al., 2010); banana (PELISSARI et al., 2013),
naturais ou modificados, tém sido utilizados para essa finalidade (AVEROUS et al.,
2001; LAROTONDA et al., 2005).

O uso de amido de arroz extraido por método alcalino, adicionado de 6leo de
coco e extrato de cha em diferentes combinagdes, foi utilizado na formulacéo de filmes
biodegradaveis e coberturas aplicadas sobre tomates para estender sua vida de prateleira
(DAS; DUTTA; MAHANTA, 2012). As andlises do amido revelaram niveis
insignificantes de lipideos, proteinas e cinzas e alto teor de amilose (28,8 %). Os
resultados revelaram que a adicdo de lipidios e de extrato de cha na solucdo filmogénica
de amido/glicerol melhorou a integridade da superficie dos filmes, mas diminuiu a
solubilidade e estabilidade das coberturas e dos filmes. A retrogradacdo do amido foi
reduzida pela formacdo de complexo amilose-lipidio que ocorreu durante a adi¢do de
6leo de coco, conforme sugerido pela analise de calorimetria diferencial de varredura.
Ainda, esses filmes foram capazes de aumentar a vida Util dos tomates a temperatura
ambiente, além de apresentar propriedades de barreira microbioldgica.

Filmes compostos de gelatina combinados com diferentes fontes de amidos
nativos (trigo, sorgo, batata e arroz) foram produzidos e caracterizados quanto as
propriedades fisico-quimicas e mecanicas. As mesmas solucbes filmogénicas foram
preparadas e aplicadas como coberturas em uvas para avaliacdo sensorial e
acompanhamento da perda de massa durante 22 dias. O filme com amido de sorgo
apresentou as melhores caracteristicas entre os filmes formulados e as coberturas de
sorgo e arroz foram as mais eficientes na extenséo da vida util das uvas (FAKHOURI et
al., 2007). Estudo semelhante avaliou a producao de filmes comestiveis feitos a partir de
agar, amido de mandioca, amido de arroz normal e amido de arroz ceroso. Essas
formulagGes foram testadas para uso potencial como coberturas. Os resultados

revelaram melhores propriedades funcionais para os filmes feitos de agar e amido de
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mandioca ao invés daqueles formulados a base dos dois tipos de amido de arroz (PHAN
et al., 2005).

Um estudo que desenvolveu filmes biodegradaveis de amido de arroz e
quitosana, pela técnica de casting, evidenciou que a incorporagdo de quitosana a solucéo
filmogénica melhorou as caracteristicas mecénicas, mas causou aumento da
permeabilidade ao vapor de agua (BOURTOOM; CHINNAN, 2008). No intuito de
melhorar essa caracteristica foi avaliado o efeito da incorporacéo de diferentes fontes de
lipideos (acido oleico, 6leo de palma e margarina) nesses filmes. A permeabilidade ao
vapor de &gua foi reduzida ap6s a incorporacao das fontes lipidicas nos filmes, o que
pode ser comprovado por meio da aplicacdo dos filmes em biscoitos que mantiveram a
dureza, menor teor de umidade e tiveram vida de prateleira estendida em comparacgéo ao
grupo controle (sem filme) (BOURTOOM; CHINNAN, 2009).

A andlise da interferéncia da umidade relativa e do plastificante nas propriedades
fisicas e mecénicas de filmes de amido com alto teor de amilose de arroz e de amido de
ervilha foi realizada por Mehyar e Han (2004). Os resultados revelaram que a adi¢éo do
plastificante sorbitol gerou filmes mais homogéneos. A resisténcia a ruptura de ambos
os filmes diminuiu quando a umidade relativa aumentou de 51% para 90%, enquanto a
elongacdo aumentou. A permeabilidade ao vapor de agua dos dois filmes foi similar. A
permeabilidade ao oxigénio foi muito baixa com umidade relativa abaixo de 40% e
ocorreu um aumento da umidade relativa. Finalmente, o filme de amido de arroz com
alto teor de amilose apresentou maior solubilidade em &gua comparado ao filme de
amido de ervilha. Concluiu-se que as duas matérias-primas possuem excelente
propriedade de barreira de oxigénio e grande capacidade de elongacdo, com
propriedades comparaveis ou superiores aquelas de filmes de outras fontes como
proteina do soro do leite, proteina de soja e gluten.

Colussi et al (2014) avaliaram a producdo de filmes biodegradaveis de amido de
arroz branco nativo e acetilado com diferentes teores de amilose e referiram que os
filmes elaborados a partir de amido nativo ndo apresentaram caracteristicas adequadas,
enquanto que a acetilagdo propiciou melhor homogeneidade, maior elongagdo e maior
resisténcia a temperatura dos filmes elaborados com amidos de média e alta amilose,
entretanto aumentou a deficiéncia nas propriedades de solubilidade em agua e em acido
e reduziu a resisténcia a tracdo. A modificagdo de amido de arroz com
carboximetilcelulose de sodio submetido ao aquecimento exerceu melhoria nas

propriedades de filmes biodegradaveis, uma vez que os filmes modificados mostraram
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aumento na resisténcia a tracdo e reducdo da permeabilidade ao vapor de &gua e
oxigénio. Ficou evidenciado que esse processo de modicacdo forneceu propriedades
desejaveis a filmes a base de amido (LI et al., 2008). As caracteristicas e as
propriedades de filmes biodegradaveis feitos a partir de amido de arroz nativo e amido
de arroz hidroxipropilado com o6xido de propileno em diferentes concentracfes foram
investigadas por Woggum, Sirivongpaisal e Wittaya (2015). As analises demonstraram
que os filmes biodegradaveis produzidos a partir do amido de arroz modificado
apresentaram aumento no elongamento na ruptura, na permeabilidade ao vapor de agua,
na solubilidade e na transparéncia. No entanto, o valor de resisténcia a tracdo diminuiu
proprorcionalmente ao aumento da concentracdo de 6xido de propileno.

O efeito de diferentes plastificantes nas propriedades mecanicas e de barreira de
filme de amido de arroz foi investigado por Laohakunjit e Noomhorm (2004). Esse
trabalho revelou que tanto o sorbitol quanto o glicerol séo eficazes na confecgdo de
solucgdes filmogénicas, auxiliando na producdo de filmes homogéneos, claros e lisos.
Com maior resisténcia e menor taxa de transmissao de oxigénio e taxa de transmissao
de vapor de agua, o plastificante sorbitol na concentracdo de 30 % revelou apresentar o
melhor desempenho. No entanto, filmes desenvolvidos a partir de um agente formador
isolado, muitas vezes apresentam deficiéncias em relacdo a algumas propriedades
tecnoldgicas fundamentais para a obtencdo da manutencdo das caracteristicas do
alimento durante seu processo de estocagem. Enquanto filmes elaborados a partir de
polissacarideos ou proteinas possuem excelentes propriedades mecanicas, Opticas e
sensoriais, com eficientes barreiras contra migracdo de 6leos e gorduras e ainda
apresentam efetiva barreira aos gases (CO, e O,), sdo sensiveis a umidade e, por isso,
tém alto coeficiente de permeabilidade ao vapor de agua (KROCHTA, 2002; PALMU
et al., 2003). Ao contrério, filmes desenvolvidos a partir de lipidios sdo usados pela
excelente propriedade de barreira contra umidade, mas sdo opacos e pouco flexiveis,
além de que podem oxidar, 0 que pode causar alteracdes das caracteristicas sensoriais
do alimento (GUILBERT; CUQ; GONTARD, 1997).

A adicdo de &cido ascorbico e BHT na formulacdo de filmes cuja matriz era
constituida de amido de arroz e glicerol também foi investigada. A incorporacdo desses
antioxidantes promoveu modificacdes benéficas nas propriedades dos filmes. O BHT
gerou reducdo na elasticidade, mas também na PVA, o que foi atribuido ao seu carater
hidrofobico (ASHWAR et al., 2015).


http://www-sciencedirect-com.ez45.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0268005X15001605
http://www-sciencedirect-com.ez45.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0268005X15001605
http://www-sciencedirect-com.ez45.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0268005X15001605
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Uma alternativa para melhorar as propriedades fisicas dos filmes biodegradaveis
¢ a preparacdo de filmes compostos através do uso combinado de polissacarideos,
proteinas e lipidios ou a adicdo de fibras, nos quais a combinacdo tem como vantagem
agregar 0s pontos positivos de cada um dos constituintes utilizados (GALLO et al.,
2000).

Isso tem despertado interesse dos pesquisadores e, nos Ultimos anos, pesquisas
tém sido realizadas com farinhas de diferentes fontes vegetais como matéria-prima para
a preparacdo de filmes (GUTIERREZ et al., 2016). No estudo de Dias et al (2010)
filmes biodegradaveis foram desenvolvidos a partir de farinha e de amido de arroz
branco e suas propriedades fisico-quimicas, microscopicas e mecanicas foram
analisadas. Foi observado que os filmes de ambas as matérias-primas apresentaram
caracteristicas mecénicas similares, com diferengas apenas na permeabilidade ao vapor
de agua, na qual o filme produzido a partir da farinha apresentou valores maiores em
relacdo a esse parametro quando comparado ao de amido. A fim de melhorar essa
caracteristica, esses mesmos pesquisadores desenvolveram outro estudo no qual
adicionaram fibras de celulose aos filmes de farinha de arroz. Os resultados
demonstraram que a adicdo dessas fibras gerou 35 % de reducdo na permeabilidade ao
vapor de agua, com reducdo na deficiéncia desse parametro dos filmes de farinha em
relacdo aos filmes de amido. Além disso, mudancas em algumas propriedades
mecanicas também foram observadas, como o aumento da tensdo de ruptura e do
maodulo de elasticidade e reducdo da capacidade de elongacdo dos mesmos (DIAS et al.,
2011).

A producdo e caracterizacdo de filmes biodegradaveis a partir de farinha de
arroz, poli (adipato co-tereftalato de butileno) (PBAT), glicerol e sorbato de potéssio
produzidos por extrusdo-sopro em baldo, para aplicagdo como embalagem ativa de
massa alimenticia fresca tipo lasanha foi realizada por Sousa, Soares Janior e Yamashita
(2013). Ap0s aplicacdo durante 45 dias a 7 °C, os autores evidenciaram que os filmes
mantiveram-se integros e manuseaveis, garantiram a seguranca do produto e
promoveram extensdo de sua vida util, proximo ao das massas distribuidas
comercialmente. Esses mesmos autores posteriormente investigaram e quantificaram a
concentracdo de &cido sérbico que migrava a partir dos filmes para o produto. Foi
concluido que a adicio de 3g/100g™ de sorbato de potéssio nesses filmes biodegradaveis
era suficiente para prolongar a vida de prateleira e manter uma baixa concentracdo de
4cido sorbico no produto final (SOUSA; YAMASHITA; SOARES JUNIOR, 2016).
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Todos esses resultados indicaram que a farinha de arroz representa uma
alternativa para uso em filmes biodegradaveis e apresenta menor valor comercial em
relacdo ao do amido (DIAS et al., 2011).

Majzoob et al (2015) comparam as propriedades fisicas de filmes biodegradaveis
produzidos a partir de farinha e amido de arroz nativos e modificados fisicamente. Os
resultados demonstraram que os filmes de farinha de arroz apresentavam menor
solubilidade em agua, porém maior permeabilidade ao vapor de dgua. A modificacédo
das matérias-primas reduziu a firmeza, resisténcia a tracdo, e o elongamento das
peliculas.

Outro estudo investigou as propriedades de filmes compostos de farinha de arroz
e gelatina de peixe em diferentes proporcdes. As propriedades de filmes compostos por
essas duas matérias-primas, foi significativamente afetada pela adicdo de farinha de
arroz. O aumento do conteudo de farinha de arroz promoveu reducdo da rigidez e
elasticidade, formando assim um filme mais fraco. Por outro lado, esses filmes
apresentaram uma capacidade de absorcdo de radiacdo UV mais elevada quando
comparados aos filmes s6 de gelatina, que pode ser benéfico para a prevencdo da
oxidagdo de lipidios em alimentos (AHMAD et al., 2015).
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CAPITULO 4

4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Material
4.1.1 Matéria-prima

Foram utilizadas uma espécie de arroz vermelho (Oryza glaberrima) e uma
cultivar de arroz preto (Oryza sativa - IAC 600) cultivadas de forma organica na cidade
de Camaqua (RS - Brasil) (30° 51' 3" S, 51° 48' 43" W) e na cidade de Sentinela do Sul
(RS — Brasil) (30° 36' 39" S 51° 34' 44"), respectivamente, (Figura 2). Também foram

utilizados os farelos e os amidos extraidos destas amostras.

Figura 2. Arroz vermelho (A) e preto (B).

(A) (B)
Fonte: Elaborado pelo autor, 2017.

4.2 Métodos
4.2.1 Processamento das farinhas do gréao integral, farelo e quirera de arroz

Os farelos e as quireras foram obtidos a partir do beneficiamento de arroz
vermelho e preto, o qual foi realizado em mini engenho de provas (Suzuki) no Instituto
Rio Grandense do Arroz (IRGA), localizado no municipio de Cachoeirinha (RS -
Brasil). Os grdos de arroz vermelho e preto integrais e as quireras foram moidos,
separadamente, em moinho de facas (Modelo SL-31 — Solab — Brasil) no Laboratério de
Compostos Bioativos do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (ICTA) da
UFRGS e posteriormente os graos, os farelos foram peneirados em peneiras de 115

mesh e as farinhas e quireras em peneiras de 100 mesh para a obtengéo das respectivas
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farinhas (Figura 3). Todo o material foi mantido sob refrigeracdo (5 °C) antes de ser

utilizado.

Figura 3. Obtencdo das matérias-primas (farinha, farelo e amido de arroz).

Arroz integral Farinha de
Arroz
\ |
Arroz brunido Farelo
|
| |
Arroz inteiro Arroz quebrado
|
Quirera
|
Amido

Fonte: Elaborado pelo autor, 2017.

Figura 4. Farinha, farelo e quirera de arroz vermelho (A, B e C), farinha, farelo e

quirera de arroz preto (D, E e F).

Fonte: Elaborado pelo autor, 2017.
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4.2.2 Composicao centesimal

A composicgdo das matérias-primas foi analisada seguindo os métodos da AOAC
(2005). O teor de umidade foi analisado por gravimetria em estufa (modelo TE-394/2,
Tecnal, Brasil) a 105°C por 24 horas. O teor de proteinas foi determinado pelo método
de Kjeldahl (N x 5,95 %). O teor de lipidios foi determinado pelo método de Bligh e
Dyer (1959). O teor de cinzas foi determinado por incineracdo de uma quantidade
conhecida da amostra, em mufla a 550 °C, até obtencéo de peso constante. O contetido
de fibra dietética (total e insoluvel) foi determinado por método gravimétrico
enzimatico utilizando o kit de Megazyme (Sigma, Ireland). A composi¢cdo mineral foi
determinada usando espectrofotdmetro de absorcdo atdmica conforme descrito por
Onwuka (2005), e o conteudo e carboidratos foi obtido por diferenca. Os resultados

foram expressos em gramas por 100 g em base seca (BS).

4.2.3 Determinacédo de amilose nas farinhas de arroz integral, quirera, farelo e no amido
de quirera

As amostras de farinha foram caracterizadas pelo conteddo de amilose
determinado por método colorimétrico, conforme descrito por Martinez e Cuevas
(1989), com adaptacdes. Uma amostra de 100 mg foi transferida para baldo volumétrico
de 100 mL, acrescida de 1 mL de &lcool etilico 96% GL e 9 mL de solugdo de NaOH 1
N e colocada em banho-maria a 100°C por 10 minutos, resfriada durante 30 minutos e o
volume completado com &gua destilada. De cada amostra, foi retirada uma aliquota de
5 mL e transferida para baldo volumétrico de 100 mL, em que foi adicionado 1 mL de
acido acético 1 N e 2 mL de solugdo de iodo 2% (p/v) preparada trés horas antes da
andlise, sendo, entdo, completado o volume de cada baldo volumétrico com &gua
destilada. Para a constru¢do da curva padrdo, foi utilizado 40 mg de amilose pura
(Sigma) submetida a0 mesmo procedimento utilizado nas amostras de farinha e amido
de arroz. Foram retiradas aliquotas de 1, 2, 3, 4, e 5 mL do baldo volumétrico e foram
acrescidos de 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1 mL de &cido acético e de 0,4; 0,8; 1,2; 1,6 e 2 mL de
iodo, respectivamente, completando-se o volume a 100 mL com &gua destilada. A
leitura de absorbancia foi realizada 30 minutos ap6s adicdo da solucdo de iodo a
610 nm.
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4.2.4 Extracdo dos compostos fenolicos nos farelos de arroz vermelho e arroz preto

Os compostos fendlicos livres, os conjugados soluveis e os insolUveis presentes
nos farelos de arroz vermelho e no preto foram isolados utilizando o método descrito
por Naczk e Shahidi (1989) com algumas modificacdes.

Inicialmente, 059 de amostra foi submetida a extracbes com
metanol:acetona:agua (7:7:6) em Ultra-Turrax (IKA T25 Digital). Apos centrifugagéo
(4000 g/ 5 min), o sobrenadante foi evaporado até um volume de 40 mL e submetido a
extracGes com éter etilico, originando a fracdo de acidos fenolicos livres. Para obtencao
dos compostos fendlicos conjugados soluveis, foi realizada hidrolise com NaOH 4M
por 4 h e o hidrolisado acidificado (pH 2) e submetido a extracbes com éter etilico. Por
fim, a massa residual das extracdes foi também hidrolisada com NaOH 4M, por 2h,
acidificada (pH 2), centrifugada (4000 g/ 5 min) e o sobrenadante extraido com éter

etilico para obtencdo dos compostos fendlicos conjugados insoluveis.

4.2.5 Determinagéo dos compostos fenélicos por HPLC-DAD-MS"

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC,Shimadzu, Quioto, Japdo) com
deteccdo de arranjo de diodos (DAD) (Shimadzu) ligado em série a um espectrdmetro
de massas com um analisador quadrupolar (Q-TOF MS) foi utilizada para caracterizar
0s compostos fendlicos.

Os compostos fenolicos conjugados sollveis e insollveis, os acidos fendlicos
livres e as antocianinas foram separados em uma coluna Atlantis T3 (5 um, 250 x 4,6
mm) a 0,7 mL/min a 29 °C, com fase mdvel consistindo em agua:acido férmico
(99,5:0.5, v/v) (solvente A) e acetonitrila:acido férmico (99.5:0.5, v/v) (solvente B) em
gradiente linear de A:B 99:1 (v/v) a 50:50 (v/v) em 50 min; depois de 50:50 (v/v) a 1:99
(v/v) em 5 min. Os espectros foram obtidos entre 200 e 600 nm e o cromatograma
processado a 320 nm. Os espectros de massas foram adquiridos com um intervalo de
varredura de m/z 100 a 800, e os parametros do MS foram: fonte ESI no modo de
ionizacdo negativo; voltagem do capilar: 4000 V, end plate offset: -500 V, saida do
capilar: -110 V, skimmer 1: 10 V, skimmer 2: 5 V, temperatura do gas de secagem (N2):
310° C, fluxo: 5L/min, nebulizador: 30 psi; energia de fragmentacdo MS/MS: 1,4 V.

A identificagdo dos compostos fendlicos conjugados sollveis e insolUveis, dos
acidos fenolicos livres e das antocianinas presentes nos farelos de arroz vermelho e no

arroz preto foi realizada considerando os seguintes parametros: tempo de retencdo em
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uma coluna C18, caracteristicas do espectro UV-visivel (comprimento de onda
deabsorcdo méaxima - Amax), co-cromatografia com padrbes, espectro de massas

comparado a padrdes analisados sob as mesmas condi¢des e dados da literatura.

4.2.6 Avaliacdo do efeito neuroprotetor in vitro dos farelos de arroz vermelho e preto
4.2.6.1 Cultura de células

Para a avaliacdo do efeito neuroprotetor dos extratos dos farelos de arroz
vermelho e preto, foi utilizada uma linhagem de células derivada de neuroblastoma
humano, denominadas células SH-SY5Y. Uma vez que esta linhagem exibe
propriedades bioguimicas e funcionais semelhantes a neurénios humanos, ela tem sido
utilizada como modelo celular in vitro para estudo de possiveis mecanismos de
neurotoxicidade (RABELO et al., 2012).

As células SH-SY5Y eram provenientes do Banco de Células do Rio de Janeiro
(BCRJ, RJ, Brasil). As mesmas foram cultivadas em meio DMEM/F12 (1:1) acrescido
de 10% de soro fetal bovino, sob temperatura de 37 °C em ambiente umidificado com
5% de CO,. O meio de crescimento celular foi substituido a cada 2 dias e os tratamentos
foram realizados quando as células atingiram 90% de confluéncia.

4.2.6.2 Ensaio da diclorofluoresceina-diacetato (DCFH-DA)

O ensaio 2’7’ diacetato de diclorofluoresceina (DCFH-DA) proposto por Wang
e Joseph (1999) foi usado para determinar a influéncia dos extratos dos farelos de arroz
vermelho e preto sob a producdo de espécies reativas intracelulares, uma vez que se
baseia na capacidade das espécies reativas de oxidar a DCFH-DA a diclorofluoresceina
altamente fluorescente (DCF). Inicialmente, a semeadura de células foi realizada em
placas de cultura de 96 pocos e adicionou-se 100 uM de DCFH-DA dissolvido em meio
contendo soro fetal bovino a 1% e deixou-se incorporar nas células durante 2 h.
Posteriormente, o meio foi descartado e as células foram tratadas com extratos de farelo
de arroz em diferentes concentracdes (10 e 50 pg / mL), na presenca ou auséncia de
500 uM de H,0,. As concentragdes de extratos foram determinadas com base no estudo
de Ismail et al. (2012), onde concentraces semelhantes de arroz integral germinado
foram capazes de contrariar o efeito deletério do H,O,. Ap6s 1 h de incubagéo a 37 °C,
a fluorescéncia DCF foi lida em leitor de placas de fluorescéncia (Spectra Max M2,
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Molecular Devices, EUA) com um comprimento de onda de emissdo ajustado a 535 nm
e um comprimento de onda de excitacdo definido a 485 nm. Os resultados foram
expressos como uma porcentagem de fluorescéncia DCF e Trolox (250 uM) foi usado

como um antioxidante padréo.

4.2.6.3 Viabilidade celular

O ensaio da sulforrodamina B (SRB) foi utilizado com a finalidade de investigar
se 0s extratos dos farelos de arroz vermelho e preto poderiam afetar a viabilidade celular
per se. Este método é baseado na quantificacdo do teor de proteinas celulares (células
viaveis) por coloragdo utilizando o corante SRB (Sigma Chemical, EUA) (SKEHAN et
al., 1990). As células SH-SY5Y foram cultivadas conforme descrito no item 4.2.6.1.
Apdbs descarte do meio, as células foram tratadas com extratos dos farelos de arroz
vermelho e preto na maior concentragdo utilizada nos demais testes (50 pg/mL) e que
possivelmente poderia gerar citotoxicidade. Apés 1 h de incubacdo a 37 °C, o
tratamento foi removido das placas e as células foram fixadas pela adicdo de 100 pL
com é&cido tricloroacético (TCA) 40% durante 1 h a 4 °C. Apds, o sobrenadante foi
removido, as placas lavadas 5 vezes com &gua deionizada e deixadas para secar a
temperatura ambiente. SRB (50 pL; 0,4% em acido acético a 1%) foi adicionada a cada
poco e incubou-se durante 30 min a temperatura ambiente. Apds o periodo de
incubacdo, as placas foram lavadas com acido acético 1% (4 vezes) para remocdo da
SRB ndo aderente as células e deixadas secar a temperatura ambiente. 100 pL. do
tampé&o Tris 10 mM (pH 10,5) foram adicionados para diluicdo da SRB e a absorbancia
foi lida em um leitor de placas no comprimento de onda fixado em 515 nm. Os
resultados foram expressos como porcentagem de incorporacdo da SRB. A morfologia
celular também foi analisada em microscopio (Nikon Eclipse TE 300) por profissional

sem conhecimentos dos grupos experimentais.

4.2.6.4 Calculo da concentracdo inibitoria 50

A concentracgéo inibidora (ICsp) para o ensaio de DCFH-DA foi determinada por
analise de regressdao ndo-linear usando GraphPad Prism Program verséo 5.0. (La Jolla,
CA, EUA). Os resultados foram expressos como valores ICsy (média + erro padrdo da

média). Os valores de ICsy do ensaio de DCFH-DA foram calculados como a
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concentragdo de cada extrato de farelo de arroz capaz de inibir 50% do aumento da

fluorescéncia DCF induzida por H,0,.

4.2.7 Extracdo de amido de farinha de quirera de arroz vermelho e preto por método
alcalino

A extracdo do amido foi baseada no método descrito por Dias (2010), com
algumas modificacbes. A farinha de quirera de arroz foi moida em &gua destilada e
peneirada em peneira de 115 mesh, com descarte da torta resultante. O filtrado contendo
0s grdos de amido foi centrifugado a 1000 g por 15 minutos (HITACH —High-Speed
Refrigerated Centrifuge CR 21GlII) para a retirada da dgua em excesso. O sedimento
obtido foi ressuspenso em &gua destilada, centrifugado e o sobrenadante descartado,
essa operacdo foi repetida 3 vezes. O sedimento foi ressuspenso em solucdo de NAOH
0,1%, mantido em agitagdo por 5 minutos, centrifugado e o sobrenadante foi novamente
descartado, essa etapa € realizada para que ocorra completa separacdo dos granulos de
amido ligados as proteinas do arroz e a solubilizacdo destas na fase aquosa. O
sedimento foi ressuspenso em &gua destilada e a solucdo neutralizada tendo seu pH
ajustado para 7 utilizando solugdo de HCI 1%, logo ap6s foi centrifugado. O material
sedimentado foi ressuspenso em éagua destilada e centrifugado, em operacéo repetida
cinco vezes. O amido resultante foi seco em estufa com circulacdo de ar a 40 °C
overnight e apresentou rendimento de aproximadamente 10 % (ZAVAREZE et al.,
2009) (Figura 5).

Figura 5. Amido de arroz vermelho (A) e preto (B).

Fonte: Elaborado pelo autor, 2017.
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4.2.8 Caracterizacdo dos amidos obtidos da farinha de quirera

A composicdo centesimal foi realizada conforme descrito no item 4.2.2 e serviu
para determinar a pureza dos amidos, enquanto a determinacgdo do teor de amilose dos

amidos foi determinada conforme item 4.2.3.

4.2.9 Desenvolvimento dos filmes biodegradaveis

4.2.9.1 Desenvolvimento dos filmes de farinha e de amido de arroz

O desenvolvimento dos filmes de farinha e de amido de arroz, representado pela
Figura 6, foi realizado pela técnica de casting, conforme descrito por Dias (2010). Com
base em testes preliminares, os subprodutos do arroz vermelho evidenciaram
caracteristicas mais promissoras para o desenvolvimento dos filmes e por isso foram
escolhidos para tal finalidade neste trabalho. Uma solucdo aquosa de 5% do amido
extraido ou da farinha seca (100 mesh) foi preparada e agitada por 15 minutos a 4000
rpm. Em seguida, o plastificante glicerol, na concentragdo de 40% do amido seco foi
adicionado e a solucdo filmogénica foi aquecida em banho até 85 C + 5°C por 30
minutos, a fim de provocar a gelatinizacdo do amido. A solucdo filmogénica foi
depositada em placas de Petri com 14 cm de diametro (0,52 g cm™). A solucdo
filmogénica nas placas foi desidratada em estufa com circulagdo e renovagdo de ar a
30 °C por 18 horas.

Figura 6. Filme biodegradavel de farinha de arroz vermelho (A) e de amido de arroz

vermelho (B).

(A) (B)
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4.2.10 Caracterizacédo dos filmes obtidos
4.2.10.1 Espessura

A espessura dos filmes foi medida com o auxilio de um micrémetro digital
(Modelo 1P40, Digimess, Brasil) com escala de 0-25 mm e precisdo de 0,001mm
(Figura 7). Os valores apresentados representam a media de cinco medicOes realizadas
de forma aleatdria ao longo de cada uma das amostras avaliadas. A espessura final é a
média aritmética dos cinco pontos de cada amostra aleatéria (KECHICHIAN et al.,
2010).

Figura 7. Andlise da espessura dos filmes utilizando micrémetro digital.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2017.

4.2.10.2 Contelido de umidade

Amostras de filmes (2 cm de didmetro) foram secas a 105 °C durante 24 h em
estufa de laboratorio (Modelo B5 AFD, Mark DeLeo) e o seu conteudo de umidade foi

analisado por gravimetria.

4.2.10.3 Analise das propriedades mecénicas

A resisténcia a tracdo, porcentagem de elongacdo na ruptura e o mddulo de
Young foram investigados segundo ASTM D882-09 (2009), utilizando um texturémetro
(TA-XT plus, Stable Micro Systems, Reino Unido) com uma célula de carga de 5 kg,

sendo a distancia entre as garras de 55 mm e a velocidade do teste de 1mm/seg (Figura
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8). Os filmes foram recortados formando corpos de prova de 100 mm de comprimento e
10 mm de largura. Os filmes foram acondicionados por dois dias a temperatura

ambiente e umidade relativa de 58 % antes da medicéo.

Figura 8. Texturémetro (TA-XT plus, Stable Micro Systems, Reino Unido) utilizado

para analise das propriedades mecanicas dos filmes biodegradaveis.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2017.

4.2.10.4 Permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

As amostras, triplicatas de cada filme, foram acondicionadas em dessecadores a
25 °C, umidade relativa de 52% = 2, por 48 horas antes da medicéo, de acordo com o
método ASTM E96-95 (1995) (Figura 9). O ganho de massa foi determinado para cada
célula de difusdo através de pesagens em balanca analitica (AY 220, Shimadzu) no
tempo 0 e apo6s 24 h. A permeabilidade ao vapor de agua das amostras foi determinada
em triplicata pelo método gravimétrico da ASTM E96-00 descrito por Sarantopoulos et
al. (2002) utilizando a Equacéo descrita abaixo:

W .L

PVA =
A.t.Ap
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Onde W é a taxa de ganho de massa (4gua) pela célula de permeacdo (g.h™), L a
espessura (mm), A area (m?), t é o tempo de permeacdo (h), diferenca de presséo entre

os dois lados da pelicula (Pa).

Figura 9. Células de permeacdo para analise de PVA.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2017.

4.2.10.5 Solubilidade em agua

A solubilidade em &gua dos filmes foi determinada em triplicata, de acordo com
metodologia descrita por Colla, Sobral e Menegalli (2006), com modificacdes. Essa
analise foi realizada sequiencialmente a avaliacdo da umidade, uma vez que para sua
determinacdo a amostra deve estar seca. Apds a primeira pesagem dos discos de filmes
de 2 cm de didametro previamente secos, foram adicionadas 30 mL de agua destilada as
amostras acondicionadas em recipientes metalicos, em seguida procedeu-se agitacao
lenta e periddica por 24 horas a 25 °C (modelo NT145, Novatecnica, Brasil). Apos este
periodo, a agua do recipiente foi retirada e filtrada, a fim de analisar a presenca de
fragmentos de filme sollveis em agua. Os recipientes contendo as amostras sem agua
foram novamente submetidos a secagem a 105 °C por 24 horas, sendo pesados antes e
apos a desidratacdo do filme para determinar a massa da matéria seca que nao se

dissolveu em agua (Figura 10).
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Figura 10. Andlise de solubilidade dos filmes em &gua.

P
5’.;1—:.3' oy

Fonte: Elaborado pelo autor, 2017.

4.2.10.6 Capacidade de retencdo de agua (CRA)

A capacidade de retencdo de agua dos filmes foi realizada de acordo com Cao et
al (2007). As amostras de filmes secas (2,5 cm x 2,5 cm) primeiro foram pesadas (pl), e
depois submersas em um frasco com agua desionizada (25 °C + 2 °C). Dois minutos
depois, as amostras foram removidas da dgua e o excesso de agua foi removido com
papel de filtro. Os filmes foram pesados (p2) e a seguinte equacdo foi usada para

calcular a agua adsorvida:

CRA (%) = [(p2-p1)/p1]x100
4.2.10.7 Cor

A cor dos filmes foi determinada com um colorimetro (modelo CR-300, Minolta
Co. LTDA, Japdo), que opera com D65 (luz natural), utilizando os parametros de cor
CIELAB. Os parametros L* (luminosidade), a* (verde-vermelho) e b* (amarelo-azul)
foram determinados.

Um disco branco foi utilizado como padrdo. A diferenca de cor (AE*), em
comparag¢do com um padrdo branco foi calculada usando a equacdo (ROTTA et al.,
2009):

AE*=(AL*)+( Aax J+(Abx

Onde: AL*=L*-L0*; Aa*=a*—a0*, Ab*=b*-b0*; L0*, a0*, b0* sdo os valores

de cor dos padrdes e L*, a*, b* sdo os valores de cor dos filmes.
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4.2.10.8 Opacidade

A opacidade foi determinada medindo a absorbancia do filme a 210 e 500 nm
utilizando um espectrofotometro UV (modelo UV-1800, Shimadzu, Japéo). Os filmes
foram cortados em pedacos retangulares e diretamente colocados numa célula de teste
do espectrofotdmetro. Uma ceélula de teste vazia foi utilizada como referéncia. A
opacidade dos filmes foi calculada, dividindo os valores de absorbéancia (nm) pela
espessura da pelicula (mm) (WANG et al., 2013).

4.2.10.9 Transparéncia dos filmes

A transparéncia dos filmes foi realizada em triplicata e medida através de
espectrofotdbmetro (Shimadzu UV-1800), numa varredura de 200 a 800nm. De acordo
com método proposto por Wang et al. (2013), tiras dos filmes foram cortadas de forma
retangular e colocadas em uma cubeta de quartzo. A transparéncia dos filmes foi
calculada através da media da triplicata dos valores de absorbancia (nm) nessa faixa de
comprimento de onda a fim de determinar a transparéncia dos filmes na regido do UV

até o visivel.

4.2.10.10 Morfologia dos filmes

A morfologia da superficie dos filmes foi observada utilizando-se um
Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV) (JEOL modelo JSM 5800). Imagens

foram obtidas a 5KV com aumentos entre 200 a 1000 vezes.

4.2.10.11 Anélise térmica

O método termogravimétrico foi realizado para analise das propriedades
térmicas dos filmes em atmosfera de Argdnio, em equipamento Shimadzu model TGA-
50. As amostras foram aquecidas a partir da temperatura ambiente até 600 °C com a

velocidade de aquecimento de 10 °C / min.

4.2.10.12 Biodegradabilidade: degradacéo em solo

A andlise da degradacdo em solo foi realizada de acordo com a metodologia
descrita por Martucci e Ruseckaite (2009) com algumas modificacdes. O solo organico
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natural foi acondicionado em recipientes de plastico (6 cm x 6 cm x 6,5 cm) para serem
utilizados como meios de degradacéo para os filmes. Primeiramente, filmes cortados em
quadrados (2 cm x 3 cm) foram secos a 60 °C (modelo TLK48, DelLeo, Brasil) durante
24 horas (m0). Posteriormente, os filmes foram colocados em malha de aluminio e
enterrados no solo (4 cm de profundidade). Agua (20 ml) foi adicionada ao solo, a cada
2 dias, para manter a umidade em aproximadamente 40%. O grau de degradacdo dos
filmes foi determinado ap6s 15 dias como perda de peso (PP;%), de acordo com a
equacéo:
PP(%) = [(mf — m0)/ m0]x 100

Onde mO é a massa inicial e mf a massa seca remanescente depois de 15 dias.

4.2.10.13 Determinacdo da atividade antioxidante dos filmes biodegradaveis pelo
método DPPH

O método DPPH é baseado na captura do radical DPPH (2,2-difenil-1- picril-
hidrazil) por antioxidantes, produzindo um decréscimo da absorbancia a 515 nm.
Assim, a atividade antioxidante dos filmes (1) foi determinada através de uma adaptacéo
do método de captura do radical DPPH descrito por Huang, Ou, and Prior (2005)
(Figura 11). Para isso, 1 cm? de cada filme foi adicionado a 3,9 mL de solugdo
metanolica de DPPH (0,06 mmol /L). A mistura foi mantida no escuro, sob agitacdo em
vortex (Quimis, Modelo Q920-A2, Brasil) a cada 30 min. Ap6s 2 h 30 min, a
absorbancia da mistura foi medida a 517 nm em um espectrofotdmetro (model PC,
Shimadzu, Kyoto, Japdo). Solucdo metanolica de DPPH sem filme foi utilizada como

branco, e a propriedade antioxidante foi calculada da seguinte forma:

1 (%) =[(As — Ar) ~ As] x100
onde | é a porcentagem de inibicdo do radical DPPH, Ab é a absorbancia do branco e Af

¢ a absorbancia do filme.
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Figura 11. Tubos de ensaio contendo as amostras de filmes biodegradaveis e a solugéo
do radical DPPH ap6s 2h 30min de reacao.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2017.

4.2.10.14 Determinagéo do potencial antioxidante através do método acelerado de
oxidacao de 6leo de girassol

A atividade antioxidante dos filmes também foi medida através da capacidade
dos filmes em retardar a oxidacdo priméaria de 6leo de girassol, pela metodologia de
Colin-Chavez et al. (2013), com adaptacdes. Filmes retangulares (110 mm x 60 mm)
foram selados em trés extremidades de modo a formar sacos. Antes de serem fechados,
foram adicionados 8 ml de Gleo de girassol no seu interior. Os sacos foram armazenados
em placas de Petri e submetidos as seguintes condicBes: 30 °C, exposicdo a luz
fluorescente com a intensidade entre 900 e 1000 lux e umidade relativa de
aproximadamente 60 %. Oleo de girassol armazenado em potes plasticos de PVC
tampados e 6leo de girassol armazenado em placas de Petri abertas e submetidos as
mesmas condi¢des das amostras experimentais serviram como controles (Figura 12). O
experimento teve duracdo de 28 dias. O indice de perdxidos (mEg/kg), e o teor de
dienos e trienos conjugados (g/100g) das amostras foram determinados de acordo com o
método IUPAC, nos dias 0, 3, 6, 9, 12, 15 e 21 (Figura 13).
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Figura 12. Disposic¢do dos filmes biodegradaveis e controles aberto (placas de Petri
abertas) e fechado (potes plasticos de PVC tampados) contendo 6leo de girassol,

armazenados sob condicBes extremas de degradacédo acelerada.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2017.

Figura 13. Analise de indice de perdxidos, apds 21 dias sob armazenamento,
determinada para amostras de 6leo de girassol embalados em (A) = potes plasticos de
PVC tampados; (B) = placas de Petri abertas; (C) = filmes biodegradaveis de farinha de

arroz vermelho e amido de arroz vermelho (9:1).

(A) (B) (C)
Fonte: Elaborado pelo autor, 2017.

5 ANALISE ESTATISTICA

As anélises foram realizadas em triplicata. Os resultados foram submetidos a

analise de variancia (ANOVA), e as médias comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de
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5% de significancia utilizando programa estatistico Statistica 12.0 (Statosoft, Inc. S&o

Paulo, Brasil).
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ABSTRACT

Rice bran is obtained from the rice polishing process, and this by-product contains
many bioactive compounds. In this study, the composition of phenolic compounds from
red and black rice brans was determined by HPLC—-DAD-MS. Additionally, the
neuroprotective ability of these brans in SH-SY5Y cells insulted with hydrogen
peroxide (H,O,) was evaluated. The phenolic constituents of rice bran were separated
into hydrophilic and pellet fractions. The major phenolic compound in both samples
was ferulic acid. Cyanidin 3-glucoside was the main anthocyanin in black rice bran. The
hydrophilic and pellet fractions showed a protective effect (38-94%) on SH-SY5Y cells
insulted by H,0, in DCFH-DA assay. No extract showed cytotoxicity in the SRB assay.
These results suggest a neuroprotective effect of red and black rice brans extracts due to
their high antioxidant capacity, along with the absence of cytotoxicity. Thus, they may

potentially be used as sources of bioactive compounds.

KEYWORDS
Antioxidant capacity, anthocyanin, dichlorofluorescein-diacetate assay, phenolic acid,

reactive oxygen species.
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1. Introduction

Pigmented rice grains, such as red and black rice, have the highest content of
phenolic compounds distributed in their bran layers (Paiva et al., 2014), mainly p-
coumaric, ferulic, and protocatechuic acids (Min, McClung, & Chen, 2014). While in
black rice the main phenolic constituents are anthocyanins, especially cyanidin 3-
glycoside and peonidin 3-glycoside (Min, Gu, McClung, Bergman, & Chen, 2012) in
red rice, proanthocyanidins or condensed tannins are the most prominent compounds
(Gunaratne et al., 2013).

Because of their high nutrient contents, including fiber, minerals, and
phytochemicals, these types of rice have received increasing attention and popularity
(Slavin, Martini, Jacobs, & Marquart, 1999). A recent report showed that the ingestion
of high cholesterol diet supplemented with red rice promoted hypocholesterolemic
effect and increased the concentration of high-density lipoprotein (HDL) in mice (Park,
Park, Kim, & Chung, 2014). Furthermore, supplementation with extracts of black rice
reduced hepatic steatosis in mice fed a high fat diet (Jang et al., 2012).

Despite these benefits, the consumption of polished rice is still prevalent. The
rice polishing process involves a reduction in the nutritional value of the grain as it
removes the bran, which is the richest part of the grain in proteins, fibers, vitamins, fat
and bioactive compounds. Furthermore, it triggers an economic problem for the
processing mills and the rice industry, since it generates a considerable amount of bran
(around 8 g/100g of product)

Thus, the beneficial effects generated in the organism related to the action of the
compounds present mainly in the outer layer of red and black rice grains have been
reported in some studies using in vitro and in vivo models. For example, the black rice
bran (BRB) fraction prevented DNA damage induced by reactive oxygen species

(ROS), namely peroxyl (ROO¢) and hydroxyl radicals (HO¢) in vitro (Hu, Zawistowski,
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Ling, & Kitts, 2003). Moreover, this same fraction has been reported to reduce
oxidative stress and inflammation in apoE-deficient mice (Xia, Ling, Ma, Kitts, &
Zawistowski, 2003). Another research has shown that the red rice bran (RRB) extract
exhibited inhibitory effects on several cancer cells (Chen, Choi, Kozukue, Kim, &
Friedman, 2012) and supplementation of BRB decreased the risk of cardiovascular
diseases in humans (Wang et al., 2007). These effects are possibly associated with the
high concentration and antioxidant activity of phenolic compounds found in these types
of rice.

Oxidative stress underlies the pathogenesis of various neurodegenerative
diseases, particularly the damage mediated by ROS, such as hydrogen peroxide (H,0;)
(Melo et al., 2011). Since neuronal cells exhibit high metabolic activity, non-replicative
nature, and low antioxidant capacity, they are very susceptible to ROS actions (Lee,
Giordano, & Zhang, 2012). Thus, the development of studies using neuron-like cells,
such as the SH-SY5Y cell line, allows the evaluation of the antioxidant activity of
compounds in human cells with biochemical characteristics similar to neurons (Ruffels,
Griffin, & Dickenson, 2004). In fact, the extract of germinated brown rice was able to
prevent H,O,-induced oxidative damage in SH-SY5Y cells (Azmi, Ismail, Imam, &
Ismail, 2013). Despite the existing reports on the antioxidant activity of red and black
rice, the methodology employed is based on scavenging DPPH radical and ABTS
radical (cell-free assays) (Paiva et al., 2014). Furthermore, until the present moment,
none study is available about the phenolic composition of different fractions from the
RRB and BRB and their relationship with antioxidant capacity using a neuron-like
cellular system.

Therefore, the goal of this study is to determine the composition of phenolic
compounds along with the evaluation of the neuroprotective effects of pigmented rice

brans extracts in SH-SY5Y cells.
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2. Material and Methods
2.1. Chemicals and Reagents
Standards of p-coumaric acid, ferulic acid, gallic acid, protocatechuic acid,
vanillic acid, syringic acid, hydroxybenzoic acid, caffeic acid, and catechin were
purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). All standards had at least 95% purity,
as determined by HPLC-DAD. 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic
acid (Trolox), and ferulic acid were obtained from Sigma-Aldrich (St. Louis, USA).
Acetonitrile and methanol (HPLC-grade solvents) were purchased from J.T. Baker
(Phillipsburg, NJ). Formic acid was acquired from Merck (Darmstadt, Germany) and
acetone, diethyl ether, and sodium hydroxide were purchased from Dinamica Ltda
(Brazil). Ultrapure water was obtained with a Milli-Q system (Billerica, MA). The
samples and solvents were filtered through membranes of 0.22 and 0.45 um pore size,
respectively. DMSO (dimethyl sulfoxide), DCFH-DA (2',7'-dichlorodihydrofluorescein
diacetate) and SRB (sulforhodamine B) were purchased from Sigma Chemical Co. (St.
Louis, MO, USA) and H,0; (hydrogen peroxide) was purchased from Vetec (Duque de

Caxias, RJ, Brazil).

2.2. Samples

The RRB used in this study was obtained from the processing of red rice (Oryza
glaberrima) planted in organic soil from southern Brazil (Camaqud, Rio Grande do Sul,
Brazil; 30° 51' 3" S, 51° 48 43" W) and harvested in April 2013. The BRB was
obtained from the processing of organic black rice (Oryza sativa — cultivar IAC 600)
planted in the city of Sentinela do Sul (Rio Grande do Sul, Brazil; 30° 36’ 39" S, 51° 34’
44" W) and harvested in April 2014. Rice samples (100 g/batch) were polished at

Instituto Rio Grandense do Arroz (IRGA) in a mini mill (Suzuki, Japan) for 1.5 min to
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obtain approximately 10% (w/w) of fresh rice bran. The brans were stored in plastic

bags sealed under vacuum at -18 °C until use.

2.3. Extraction of Phenolic Compounds

Free phenolic acid, and insoluble-bound phenolic acid from RRB and BRB were
extracted using the procedure described by Naczk & Shahidi (Naczk & Shahidi, 1989)
with modifications regarding the amount of sample used and the time during which they
were subjected to nitrogen (N,) flow. The sample was weighed (0.5 g) in a test tube
followed by the addition of a mixture of acetone/methanol/water (7:7:6, v/iv/v) (40 mL).
This mixture was homogenized with a Turrax homogenizer (Quimis, Germany) for 4
min, centrifuged at 4.000 x g for 5 min (Hitachi CR 21G IlI centrifuge, Japan) and the
supernatant was collected. This procedure was repeated six times, and the supernatants
were combined. The extract was concentrated in a rotary evaporator (T < 30 °C) to
approximately 60 mL, transferred to a separator funnel and six extractions were
performed with diethyl ether at 1:1 (v/v). From this washing, the hydrophilic fraction
was obtained which contains free phenolic acids. In parallel, the pellet fraction,
characterized by the solid residue, which is resulting from the extractions was subjected
to hydrolysis with 20 mL of 4 M NaOH under N, flow for 2 h at room temperature
(21 °C). The hydrolysate was acidified to pH 2 using 6 M HCI, centrifuged at 4.000 x g
for 5 min, and the supernatant was transferred to a separator funnel and subjected to six
extractions with diethyl ether at 1:1 (v/v). The combined extracts were evaporated in a
rotary evaporator (T < 30 °C) in order to obtain the insoluble-bound phenolic acids. The

both extracts were stored at freezing temperature (-18 ° C) until analysis.
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2.4. HPLC-DAD-MS" Analysis

A HPLC (Shimadzu, Kyoto, Japan) connected in series to a diode array detector
(DAD) (Shimadzu) and a mass spectrometer with a quadrupole-time-of-flight analyzer
(Q-TOF MS) and electrospray ionization (ESI) source (Bruker Daltonics, MicroTOF-
QIII, Bremen, Germany) was used to characterize the phenolic compounds.

The phenolic compounds were separated on a C;g column (5 um, 250 x 4.6 mm,
Atlantis) at a flow rate of 0.7 mL/min and column temperature of 29 °C using a mobile
phase consisting of water/formic acid (99.5:0.5, v/v) (solvent A) and acetonitrile/formic
acid (99.5:0.5, v/v) (solvent B) in a linear gradient from A/B 99:1 (v/v) to 50:50 (v/v) in
50 min; then from 50:50 (v/v) to 1:99 (v/v) in 5 min. The latter ratio (1:99, v/v) was
maintained for a further 5 min (Rodrigues et al., 2013). The column eluate was split to
allow only around 0.35 mL/min to enter the ESI interface. The UV-vis spectra were
obtained between 200 and 600 nm and the chromatograms were processed at 280, 320,
and 360 nm. The mass spectra were acquired with a scan range from 100 to 800 m/z
(Rodrigues et al., 2013). The phenolic compounds were quantified by HPLC-DAD
using eight-point analytical curves of ferulic acid and coumaric acid (0.5 to 12 pug/mL).
The analytical curves were linear (r2 = 0.9923 and rz = 0.9919), the limits of detection
(LOD) were 1.45 pg/mL and 1.38 pg/mL, and the limits of quantification (LOQ) were
4.09 pg/mL and 4.19 pg/mL for ferulic acid and coumaric acid, respectively. LOD and
LOQ were calculated according to the parameters of analytical curves (Ribani, Collins,
& Bottoli, 2007). Anthocyanins were quantified by HPLC-DAD using a six-point
analytical curve of cyanidin 3-glucoside (3.76 to 37.64 ug/mL). The analytical curve
was linear (r2=0.9987), LOD was 1.77 pg/mL, and LOQ was 5.38 pg/mL.

Phenolic compounds were identified considering the results of the following

parameters obtained from the HPLC-DAD-MS" system: elution order in the Cig
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column, UV—vis spectral features (maximal absorption wavelength (Amax) and spectrum
profile), co-elution with standard, mass spectrum characteristics compared to
characteristics of the standard analyzed under the same conditions, and data available in
the literature (Qiu, Liu, & Beta, 2010); Shao, Xu, Sun, Bao, & Beta, 2014a).

The MS parameters for both analyses were set as follows: ESI source in negative
ion mode (non-anthocyanic phenolic compounds) and positive ion mode
(anthocyanins); capillary voltage: 2.500 V, end plate offset: -500 V, dry gas (N,)
temperature: 310 °C, flow rate: 5 L/min, nebulizer: 30 psi. MS? was set to automatic

mode applying fragmentation energy of 34 eV.

2.5. Neuroprotective Effects of RRB and BRB Extracts

2.5.1. Cell Culture

The human neuroblastoma cell line SH-SY5Y was acquired from Rio de Janeiro
Cell Bank (BCRJ, Rio de Janeiro, Brazil) and maintained in a mixture of Ham’s F12
and Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM: F12) supplemented with 10% fetal
bovine serum (FBS). Cells were maintained at a temperature of 37°C in a humidified
atmosphere of 5% of CO,, being sub-cultured once every two days, since they reached
90% of confluence (cells covering 90% of flask surface). All the treatments were
performed when cells reached 70-90% of confluence, as determined by optical

microscopy.

2.5.2. Dichlorofluorescein Diacetate (DCFH-DA) Assay
The DCFH-DA assay proposed by Wang and Joseph (H. Wang & Joseph, 1999)
was used to determine the production of intracellular reactive species since it is based

on the ability of the reactive species of oxidizing the DCFH-DA to highly fluorescent
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dichlorofluorescein (DCF). Initially, the cells seeding was performed in 96-well culture
plates and 100 uM DCFH-DA dissolved in medium containing 1% FBS was added and
left to incorporate in cells for 2h. Subsequently, the medium was discarded, and cells
were treated with rice brans extracts at different concentrations (10 and 50 ug/mL), in
the presence or absence of 500 uM H,0,. The extracts concentrations were determined
based on the study of Ismail et al. (Ismail et al., 2012), where similar concentrations of
germinated brown rice were able to counteract the deleterious effect of H,O,. After 1 h
incubation at 37 °C, DCF fluorescence was read in a fluorescence plate reader (Spectra
Max M2, Molecular Devices, USA) with an emission wavelength set at 535 nm and an
excitation wavelength set at 485 nm. The results were expressed as a percentage of DCF

fluorescence, and Trolox (250 uM) was used as a standard antioxidant.

2.5.3. Cell Viability

In order to determine the safety of rice brans on cells, the sulforhodamine B
(SRB) assay was carried out. The SRB incorporation reflects the cellular protein content
(Skehan et al., 1990) and, after cells had been incubated with rice bran extracts at the
highest concentration (50 pg/mL), the quantification of this incorporation was
conducted at 515 nm. Besides, the morphology of SH-SY5Y cells was evaluated by a

blinded professional, using phase-contrast light microscopy (Nikon Eclipse TE 300).

2.5.4. Calculation of the Half Maximal Inhibitory Concentration (I1Csp)

The half maximal inhibitory concentration (ICsy) for DCFH-DA assay was
determined by non-linear regression analysis using GraphPad Prism Program version
5.0. (La Jolla, CA, USA). The results were expressed as 1Cso values (mean * standard

error of the mean, SEM). ICsy values DCFH-DA assay were calculated as the
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concentration of each rice bran extract capable of inhibiting 50% of the increase in DCF

fluorescence induced by H,0,.

2.6. Statistical analyses

Data of cell cultures were evaluated by ANOVA using GraphPad Prism Program
version 5.0. (La Jolla, CA, USA). All data had differences between the means were
assessed using Tukey’s test for multiple comparisons and statistical significance was

considered at p <0.05.

3. Results and Discussion

3.1. Phenolic Compounds

The phenolic compounds found in the hydrophilic fractions and pellets of RRB
and BRB are shown in Figure 1 and Table 1. The proanthocyanidins were the main
compounds identified in the hydrophilic fraction of RRB, while the same fraction of the
BRB exhibited cyanidin 3-glucoside as the major component. In the pellet fraction of
both rice bran, ferulic acid was the main component.

Phenolic compounds are the main bioactive compounds present in rice bran and
are most likely responsible for the beneficial properties attributed to the bran. These
phenolic compounds are present in three forms: (1) free phenolic compounds, (2)
soluble-conjugated phenolic compounds, which are esterified with sugars and other
low-molecular-weight molecules, and (3) insoluble-bound phenolic compounds, which
are esterified within cell-wall components (Madhujith & Shahidi, 2009). In this study,
we found phenolic compounds representative of the first and the third fractions, which
disagrees with a recent study on black and white rice bran in which no phenolic acid

was found in the hydrophilic fraction (Zhang, Shao, Bao, & Beta, 2015).
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The hydrophilic fraction is composed of free phenolic compounds. In the RRB,
five phenolic compounds were tentatively identified. Peak 1 was identified as vanillic
acid (exact MW = 168.04226) (Figure 1c). In negative ion mode, the MS spectrum
showed deprotonated molecule [M - H] at m/z 167.0341, and the MS? spectrum showed
base peak at m/z 124.0250 [vanillic acid derivative - CO,], arising from the loss of a
carbon dioxide molecule (m/z 44) (Shao, Xu, Sun, Bao, & Beta, 2014b). Peak 5 was
identified as procyanidin B1 (exact MW = 578.1424) (Figure 1c). The MS spectrum
showed [M - H] at m/z 577.1785 and the MS? spectrum showed base peaks at m/z
289.0954/407.1094, at m/z 407 ([M-H-170]-) resulting from the retro-Diels-Alder
fission of the heterocyclic ring and loss of H,O (Sun, Liang, Bin, Li, & Duan, 2007),
and at m/z 289 ([M-H-289]-) from cleavage of the interflavanic bond (Sun et al., 2007).
Peak 6 was identified as a trimer of procyanidin (exact MW = 866.2058) (Figure 1c).
The MS spectrum showed [M - H] at m/z 865.2626, and the MS? spectrum showed base
peaks at m/z 577.1781/407.1103/289.0954. Peak 7 was identified as catechin (exact
MW = 290.0790) (Figure 1c), and the MS spectrum showed [M - H]™ at m/z 289.0940
and MS? base peaks at m/z 123.0538/137.0413/151.0491/221.0949. Peak 9 was
identified as procyanidin B2 (exact MW = 578.1424) (Figure 1c), with [M - H]" at m/z
577.1785 and the fragments (MS?) showed base peaks at m/z 289.0954 and 407.1094.
The profile of free phenolic compounds identified in the hydrophilic fraction of
BRB was quite different from that identified in RRB. Peak 4 was identified as cyanidin
3-glucoside (exact MW = 449.10839) (Figure 1d). In positive ion mode, the MS
spectrum showed a molecular ion [M]* at m/z 449.0984 and the MS? spectrum showed a
base peak at m/z 287.0475 [cyanidin 3-glucoside - glucose]”. Peak 8 was identified as
peonidin 3-glucoside (exact MW = 463.12404) (Figure 1d). The MS spectrum showed

[M]* at m/z 463.1099 and the MS? spectrum showed a base peak at m/z 301.0622
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[peonidin 3-glucoside - glucose]”, while both peaks showed fragmentation patterns
similar to previously reported data (Shao et al., 2014b).

The existence of a large unresolved hump in the chromatogram of the free
phenolic compounds of red rice bran suggests the presence of high concentration of
proanthocyanidins. Due to the separation profile of these compounds, it was not
possible to perform their quantification. A similar result has been previously reported in
the literature in a study that found the same separation profile (Gunaratne et al., 2013).

Different studies have shown that the major anthocyanins present in black rice
are cyanidin 3-glucoside and peonidin 3-glucoside (Hu et al., 2003; Hou, Qin, Zhang,
Cui, & Ren, 2013); (Pereira-caro, Watanabe, Crozier, Fujimura, & Yokota, 2013).
Accordingly, in this study, the BRB had the same profile of anthocyanin pigments. No
anthocyanin was found in RRB and, therefore, the red color of the grain pericarp seems
to be attributed to the accumulation of tannins (M.-H. Chen, McClung, & Bergman,
2016). The absence of detectable levels of anthocyanins was also previously reported by
different researchers (Gunaratne et al., 2013; Shao, Xu, Sun, Bao, & Beta, 2014a’
Bordiga et al., 2014).

Only two phenolic compounds were found in the pellet fraction of RRB. Peak
10 was identified as p-coumaric acid (exact MW = 164.0473) (Figure l1a), with [M -
H]™ at m/z 163.0582 and the MS? spectrum showed a base peak at m/z 119.0638 [p-
coumaric acid - H - CO;]". Moreover, peak 10 showed retention time, UV-visible, and
mass spectrum values similar to the authentic standard of p-coumaric acid. The identity
of this compound was also positively confirmed by co-elution with the p-coumaric acid
standard. Peak 11 was identified as ferulic acid (exact MW = 194.0579) (Figure l1a)
with [M - H]" at m/z 193.0726 and the MS? spectrum showed a base peak at m/z
134.0526 [ferulic acid - H - C,H30,]". Moreover, peak 11 showed retention time, UV-

visible, and mass spectrum values similar to the ferulic acid standard. The identity of
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this compound was also positively confirmed by co-elution with the ferulic acid
standard.

Peak 2 was positively identified as gallic acid (exact MW = 170.0215) (Figure
1b) with [M - H] at m/z 169.0352 and retention time, UV-visible, and MS spectrum
values were similar to the those of gallic acid standard.

Peak 3 was identified as protocatechuic acid (exact MW = 154.0266) (Figure
1b) with [M - H] at m/z 153.0358 and MS? spectrum with a base peak at m/z 108.0306
[protocatechuic acid - H - CO2]" (Sun et al., 2007).

In general, the pellet fraction of BRB and RRB showed similar profiles of
phenolic compounds, highlighting the presence of p-coumaric and ferulic acids of
which the sum represents 100 % and 66 % of the phenolic compounds of this fraction,
respectively. The remarkable difference concerning the composition of phenolic
compounds in these fractions is the presence of protocatechuic acid in BRB, which
accounts for 34% of the total phenolic compounds of the pellet fraction. Our results are
in agreement with previous studies that also found ferulic acid as the major phenolic
compound in red and black rice (Shao et al., 2014a; Zhang et al., 2015). In addition, the
total phenolic compound contents found were also similar to those reported in the

literature (Shao et al., 2014a).
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Figure 1 - Chromatogram obtained by HPLC-DAD of the phenolic compounds from

rice bran at 280 nm: (A) Insoluble-bound phenolic compounds of RRB, (B) insoluble-

bound phenolic compounds of BRB, (C) free phenolic compounds of RRB, and (D) free

phenolic compounds of BRB. Peak characterization is given in Table 1.

3.2. Neuroprotective Effects of Pigmented Rice Brans Extracts

3.2.1. Dichlorofluorescein Diacetate (DCFH-DA) Assay

The evaluation of the antioxidant activity of BRB and RRB extracts using the

scavenging capacity of the ABTS and DPPH radicals, oxygen radical absorbance

capacity (ORAC) and iron chelating capacity assays have already been described in the

literature (Paiva et al., 2014). However, there are no studies about the protective effects
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of these rice bran extracts in neuron-like cells. Thus, to verify the neuroprotective
effects of pigmented rice brans extracts in a cellular system (insulted by a pro-oxidant
agent), this study used human SH-SY5Y cells. These cells are well characterized and
accepted as a neuronal-like model, due to the similarity of their biochemical
characteristics with human neurons, their capacity to undergo neurite growth and
morphological changes induced by oxidative stress (Xie, Hu, & Li, 2010; Frota Junior
et al., 2011; Yu, Ye, Liu, Han, & Wang, 2011). Accordingly, SH-SY5Y cells were a
valuable model to demonstrate the antioxidant and anti-apoptotic effects of an oryzanol-
rich fraction extract from rice bran against H,O, toxicity (Ismail, Imam, & Umar, 2014).

In the present study, the exposure of SH-SY5Y cells to H,O, caused a rapid
increase in the generation of intracellular reactive species when compared to untreated
cells (control) (p<0.05, Figure 2). High ROS production is the main contributing factor
to the oxidative stress that is implicated in the neuronal damage related to diseases like
Alzheimer, Parkinson, Huntington, amyotrophic lateral sclerosis and cerebral ischemic
stroke (Ruffels et al., 2004). Besides, H,O, has been indicated as a potent mediator of
neuronal oxidative stress (Melo et al., 2011), as it triggers a complex cascade of events,
which may eventually promote the apoptotic death of the cells, depending on the
severity of the damage (Martindale & Holbrook, 2002).

All fractions of BRB and RRB extracts, at both concentrations tested (10 and 50
pg/mL), were able to protect the cells, in a concentration-dependent manner, against
H,0, (p<0.05). Furthermore, the decrease in DCF fluorescence ranged from 38 to 94%
(Figure 2, p<0.05). Besides, excepting the RRB pellet fraction, all cells treated with the
BRB (pellet and hydrophilic fractions) and RRB (hydrophilic fraction) extracts at 10
and 50 pg/mL showed prevention of the generation of ROS, significantly higher than
that presented by Trolox (standard antioxidant) and did not show any significant

difference when compared to treated cells and untreated cells (control).
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The pellet fraction of BRB showed higher protective effect than the same
fraction of RRB (Figure 2a and 2b), with a decrease in DCF fluorescence ranging from
81-91% compared to 38-53%, respectively. The pellet fraction extract from BRB
showed a significantly higher protective effect compared to Trolox (standard
antioxidant) (p<0.05) and was able to return ROS generation to basal levels (no
differences when compared to control). However, the extract of the same fraction from
RRB was not able to return ROS to levels similar to control (p>0.05), despite the greater
antioxidant capacity when compared to Trolox (p<0.05). Moreover, ICso of BRB pellet
fraction was approximately twelve-fold lower than that of RRB (2.5 vs. 32.2 pg/mL,
respectively). The half maximal inhibitory concentration 50 (ICsp) is a measure of the
inhibitory efficacy of a compound in biological or biochemical function. This
quantitative measure indicates how much of a substance is needed to inhibit a given
biological process by half. Therefore, these values indicate that the concentration of
BRB pellet extract required to inhibit 50% of the increase in DCF fluorescence induced
by H,0, is lower compared with the RRB pellet extract. In agreement, previous studies
have already shown higher scavenging capacity against ROS for black rice extracts
compared with red rice (Shao et al., 2014a).

These differences can be most likely due to the presence of protocatechuic acid
and other compounds, which have been determined only in BRB. The protective effects
of protocatechuic acid against H,O,-induced oxidative stress in SH-SY5Y cells have
already been described (Tarozzi et al., 2007). Thus, the role of the protocatechuic acid
in inhibits H,O,-induced ROS formation at cytosolic level suggests that this compound
may be considered a neuroprotective molecule and play an important role in brain
health promotion (Tarozzi et al., 2007).

All investigated concentrations of the hydrophilic fractions of the BRB and RRB

promoted very similar protection in SH-SY5Y cells insulted with H,0,, in a
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concentration-dependent manner. The extracts of both brans, in the two concentrations
tested (10 and 50 pg/mL), showed antioxidant activity with significant differences when
compared Trolox (p<0.05) and without significant differences in relation to control
(untreated cells) (Figure 2c and 2d). The hydrophilic extract of the RRB exhibited ICs
of 2.49 ng/mL and provided to the cells 82-93% protection, while the hydrophilic
extract of BRB showed ICsp of 2.39 png/mL and promoted protection between 84-94%.

The protective effect observed in the BRB and RRB extracts is related to the
presence of bioactive compounds, especially phenolic acids and anthocyanins.
Similarly, other studies have documented the reduction of the ROS levels in H,0,-
insulted neuronal cells after treatment with extracts rich in anthocyanins obtained from
different food sources like boysenberry, blackcurrant and blueberries (Ghosh, McGhie,
Zhang, Adaim, & Skinner, 2006; Torma et al., 2017; Meng et al., 2017). Different
studies in vitro and in vivo have shown the ability of anthocyanins to cross a brain
barrier and reach the brain (Andres-Lacueva et al., 2005; Talavéra et al., 2005).
However, the antioxidant action of the polyphenolic compounds is related not only to
the redox properties of their phenolic hydroxy groups but also to the structural
relationships between the different parts of the chemical structures (Bors, Heller, &
Michael, 1998). The study developed by Tarozzi et al., 2007 corroborates this
statement, once the inhibition of H,O, induced ROS formation occurred at different
cellular levels, depending on the compound structure. In agreement, phenolic
compounds of BRB and RRB extracts seem to scavenge ROS by three mechanisms: (1)
hydrogen transfer, (2) transfer of electrons, and (3) formation of adducts (Anouar et al.,

2009).
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Figure 2 - Effect of RRB and BRB extracts on intracellular reactive species production
(DCFH assay) in SH-SY5Y cells. Data are expressed as means + SEM (n=6).
*Different from untreated cells (control) (p<0.05); "Different from H,O,-trated
cells(p<0.05); “Different from Trolox-treated cells (p<0.05). Control = cells incubated
without RRB or BRB extracts//Trolox or 500 uM H,0,; Trolox = cells incubated with
250 uM Trolox® (standard antioxidant) in the presence of 500 uM H,0O,; RRB and
BRB hydrophilic and pellet fractions = cells incubated with hydrophilic and pellet
fractions extracts from RRB and BRB (10 — 50 pg/mL) in the presence of 500 uM
H20,.

3.2.2. Cell Viability

The cell viability assay was performed to verify whether treatment of SH-SY5Y
cells with RRB and BRB extracts could result in any cytotoxicity. Morphology of
untreated SH-SY5Y cells and treated with rice brans extracts was observed under a light
microscope, to evaluate possible changes in the features of the cells. Figure 3a shows
that both the untreated (control) and those cells treated with the rice brans extracts for 1

hour presented a normal architecture of SH-SY5Y cells, with elongated and flattened
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shape and with axon-like outgrowths. As shown in Figure 3b, all rice brans extracts did
not cause loss of cell viability at the highest concentration tested (50 pg/mL) compared
to the control. Similar to this, the exposure of SH-SY5Y cells to extracts of brown rice
and germinated brown rice (over the concentration range of 1-200 pug /mL, up to 24h),
produced no significant alteration in cell viability (Ismail et al., 2012). In another study,
extracts from the oryzanol-rich fraction obtained from rice bran (0-100 pg/mL) also did
not cause toxicity in SH-SY5Y cells treated for 24 h (Ismail et al., 2014). Besides, Azmi
et al., 2013 showed that extracts of germinated brown rice improved cell viability of
human SH-SY5Y neuronal cells, most likely due to the high amounts of antioxidants
present in the grain. In fact, previous findings supported that dietary components with
higher antioxidant capacity can promote neuronal cell survival (Butterfield et al., 2002).
These results suggest that the studied rice brans extracts would be safe for a possible
practical application by the food industry.

According to the results, the present research supported the idea that the
phenolic compounds present in RRB and BRB extracts are the bioactive compounds
related to the neuroprotective effects of these pigmented rice grains in SH-SY5Y cells.
The results contribute to the development of future researches to elucidate the
therapeutic potential of these brans and suggest that they are promising and safe to be

applied in the pharmaceutical and food industries.
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Table 1. Chromatographic and spectroscopic characteristics and contents of insoluble-bound phenolic compounds and free phenolic compounds of red (RRB) and black
rice (BRB) brans obtained by HPLC-DAD-ESI-MS/MS.

a Concentration Exact  molecular .\ max [M - H]/[M]* Fragments (m/z)
Peak”  Compound (ug/g dry weight) weight RT (min) (nm)° (miz)° MS? (4)
Insoluble conjugated phenolic compounds
Pellet fraction of RRB 10 p-coumaric acid 445 + 85 164.0473 29.96 298(sh)?, 309 163.0582 119.0638
(A) 11 Ferulic acid 1.092 + 190 d
Total 1538 + 476 194.0579 31.52 296(sh)“, 323 193.0726 134.0526
2 Gallic acid - 170.0215 13.10 269 169.0352 -
Pellet fraction of BRB 3 Protocatechuic acid 594 + 104 154.0266 18.09 259, 294 153.0358 108.0306
(B) 10 p-coumaric acid 281+34 164.0473 29.94 298(sh)?, 309 163.0572 119.0638
11 Ferulic acid 849 + 336 d
Total 1,795 + 304 194.0579 31.52 293(sh)?, 323 193.0704 134.0494
Free phenolic compounds
1 Vanillic acid - 168.04226 8.9 277 167.0341 124.0250
- 289.0954/407.1094/
5 ProcyanidinBlouB2 - 578.1424 21.1 278 577.1785 245.0914/125.0344
Hydrophilic fraction of 6 Procyanidin (trimer) - 866.2058 215 279 865.2626 577.1781/407.1103/
RRB (C) 289.0954/245.0696
. 123.0538/137.0413,
7 Catechin - 290.0790 22.3 277 289.0940 151.0491/221.0949
- 289.0954/407.1094/
9 Procyanidin B1 ou B2 - 578.1424 234 278 577.1785 245 0914/125.0344
Hydrophilic fraction of 4 Cyanidin 3-glucoside 411+6 449.10839 20.9 280, 519 449.0984 287.0475
BRB (D) 8 Peonidin 3-glucoside 172+1 463.12404 23.2 276, 521 463.1099 301.0622
Total 583 + 131

23 Numbered according to the chromatogram shown in Figure 1. ® Retention time (RT) in the C,q Atlantis T3 (5 um) column. € Linear gradient of 0.5% formic acid in water and acetonitrile with 0.5% formic
acid. 9 sh: shoulder. ¢ Anthocyanins: positive mode [M]".
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Abstract

Biodegradable films based on red rice flour (RRF) and red rice starch (RRS) with glycerol as
plasticizer were developed and formulated with different RRF:RRS ratios (10:0, 9:1, 7:3, 5:5
and 0:10, w/w). The mechanical, physicochemical, barrier, optical, antioxidant and
biodegradability properties were evaluated. The morphology, thermal stability and protective
effect of the films against sunflower oil oxidation were investigated only for selected films.
The films presented interesting results for moisture content, solubility, water holding capacity,
water vapor permeability, color and light transmission. Among the studied films, RRF-RRS
(9:1) film showed improved mechanical properties and lower cost compared with rice starch
based film. The films presented great activity in scavenging the DPPH radical (> 90 %).
Regarding the biodegradability, all the films lost around 60% of weight after 15 days in soil
degradation analysis. The selected RRF-RRS films (10:0, 9:1 and 0:10) were thermally stable
until approximately 150°C. SEM analyzes revealed that flour based films present less smooth
surfaces and that the incorporation of starch improved their homogeneity. The film RRF-RRS
(9:1) demonstrated an interesting protective effect of sunflower oil and retarded its oxidation
process. Therefore, this study suggests that red rice flour and starch are promising raw
materials with potential to be used as active food packaging.

Key-words: antioxidant; biopolymers; casting; composite films; packaging
1. Introduction

The accumulation of petroleum-based plastics packaging has gained attention
throughout the world. These materials does not suffer natural degradation, consequently, their

extensive usage and improper disposal have caused serious environmental problems
(Rogovina, Alexanyan & Prut, 2011).
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As a result, the use of eco-friendly materials for packaging development has been
brought into focus, since they have the ability to form films, are abundant in nature, are not
toxic to the environment, are inexpensive, biodegradable and recyclable (Lin & Zhao, 2007).
Thus, protein, polysaccharides, lipids or the combination of these components have been used
in the development of biodegradable packaging (Cao, Fu & He, 2007; Cuq et al., 1997). The
production of films from biopolymers materials can increase value to low-cost raw materials
and plays a key role in food preservation (Plackett, 2011).

Starch is a constituent used in the production of biodegradable films because it is a
natural and abundant polysaccharide. Different sources of starch, including cassava, potatoes,
bananas, quinoa, rice and wheat, have been used as film-forming materials whose
physicochemical properties were evaluated (Chinma, Ariahu & Alakali, 2013; Dias et al.,
2010; Pelissari et al., 2013; Pagno et al., 2015; Zavareze, et al., 2012). However, studies have
shown that most of the films obtained from starch presents poor mechanical properties, low
gas permeability, low transparency, and that these deficiencies can be improved by the
addition of protein, fibers, lipids, or plasticizers (Colla, Do Amaral Sobral &Menegalli, 2006;
Sun et al., 2014).

Although most of studies reports the use of starch as the main ingredient in the
preparation of films, there is an increasing interest in the flour as a raw material for films
production (Pelissari et al., 2013). The combination of different components (polysaccharides,
lipids, proteins and fibers) from the same agricultural source has the advantage that
components are in their original system. Thereby, the flour seems to be a promising ingredient
on biodegradable materials development (Tapia-Blécido et al., 2005).

Moreover, flour is a low cost raw material, easier to obtain and more available when
compared to individual pure components, such as starch or proteins (Mazjoob et al., 2015).
Previous studies evaluated the production of biodegradable films from different sources of
flour, such as amaranth, corn, rice, and banana (Colla, Do Amaral & Menegalli, 2006; Daudt
et al., 2016; Dias et al., 2010; Dick et al., 2015; Pelissari et al., 2013).

Rice is a food staple for the majority of the population and one of the most important
crops in the world (Dias et al., 2010). Although white rice is the most popular variety, there
are pigmented rice grains, such as red or black, which possess phenolic compounds in their
structure (Paiva et al., 2016). Among the various benefits that these compounds can exert, the
antioxidant activity is an important property. Phenolic compounds may lead to an increase in

the shelf life of perishable food by delaying the oxidative process during food storage.
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Therefore, the objective of this investigation was to develop biodegradable films from
red rice flour (RRF) and red rice starch (RRS), and to evaluate the influence of different ratios

of these two materials on the film’s characteristics.

2. Materials and Methods

2.1 Production of Red Rice Flour (RRF)

The red rice (Oryza glaberrima) was grown in November 2012 and harvested in April
2013 in an organic production system in southern Brazil (Camaqud, Rio Grande do Sul,
Brazil) (latitude 30° 51' 3" S, longitude 51° 48' 43" W). The grains were ground in a knife
mill (model SL-31; Solab, Brazil) and then sieved (100 mesh; model Tamis; Bertel, Brazil) to
obtain a powder with average particle size smaller than 125 mm. The flour was stored plastic
bags until the period of use and analysis.

2.2 Extraction of Starch from the Red Rice

The red rice starch (RRS) was obtained from the flour by the alkaline extraction
method described by Lawal, et al. (2011). The starch was dried at 45°C in a forced-air oven

for 12 hours, sifted on a sieve of 115 mesh and stored in the same way as flour.

2.3 Chemical Composition

The chemical composition of the flour and starch regarding protein, lipid, ash and
moisture content was analyzed following the AOAC methods (2005). The total dietary fiber
(TDF), insoluble dietary fiber (IDF), and soluble dietary fiber (SDF) content was performed
for the flour. Amylose content of starch was measured by iodine method (Morrison &
Laignelet, 1983). Total carbohydrate content was obtained by subtracting the sum of the
moisture, protein, lipid, total dietary fiber and ash content from 100. The results were

expressed as gram per 100 g on a dry basis (DB).
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2.4 Film Preparation

The filmogenic solution (FS) was prepared by solubilization of 5g of flour or starch in
distilled water under continuous stirring to obtain a final concentration of 5 % (w/v). The
solutions were stirred at ambient temperature (20°C —22 °C) for 5 minutes and then added of
glycerol at 40 % (w/w) based on the content of dry raw material. The dispersions were
gelatinized by heating at 80 £ 5 °C for 30 min, to ensure disintegration of starch granules and
formation of a homogeneous FS. Subsequently, the FS was prepared by mixing the RRF and
RRS at different ratios (9:1, 7:3 and 5:5, w/w), according to previous tests. The FS was then
poured into polystyrene Petri dishes (0.52 g cm™) and dried in air circulation oven (model
B5AFD; Deleo) at 30 °C for 18 h. The films were conditioned for 48h under a controlled
relative humidity of 58% at 25°C (maintained by a saturated NaBr solution) before

characterization.

2.5. Film characterization

2.5.1 Thickness

Films thickness was determined by using a digital electronic micrometer (model IP40;
Digimess, Brazil) with 0.001 accuracy and 0 to 25 mm resolution. Five random positions on
each film sample were used to measure the thickness. Mean thickness values for each sample
were taken and used in the calculation of water vapor permeability (WVP) and tensile
strength (TS).

2.5.2 Mechanical Properties

The mechanical properties [tensile strength (TS; MPa), percent elongation at break
(EAB; %), and Young’s Modulus (YM; MPa)] were determined by using a texture analyzer
(TA.XT2i e Stable Micro Systems, United Kingdom), following the methodology described
by ASTM D882-09 (ASTM, 2009) with initial grid separation of 50 mm and crosshead speed
of 0.8 mm s™%. Ten strips of each film (100 mm x 25 mm) were used for testing.
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2.5.3 Moisture Content

The moisture content was analyzed gravimetrically by drying the films (2 cm in
diameter) at 105 °C for 24 h in a dryer oven (model TLK48; DeLeo, Brazil).

2.5.4 Water Solubility

The water solubility (WS) was measured according to a methodology described by
Colla, Do Amaral & Menegalli, (2006) with some modifications. Previously, film samples
(2 cm in diameter) were dried in a dryer oven (105 °C for 24 h), then they were immersed in
distilled water (30 ml), and maintained under stirring at 25 °C for 24 h using a shaker (model
NT145; Novatecnica, Brazil). The results were expressed as the percentage of solubilized

matter from dry films after immersion.

2.5.5 Water Holding Capacity (WHC)

The WHC of the films was measured according to Cao et al (2007). The films samples
(2.5 cm x 2.5 cm) were first weighed (wl) in air-dried conditions, and then submersed in a
flask with deionized water (25 °C+ 2 °C). Two minutes later, the samples were removed from
the water, and the excess of water was removed with filter paper. The films were weighed

(w2) and the following equation was used to calculate the adsorbed water:

WHC (%)=[(w2—w1)/w1]x100

where w1 and w2 are the weights of the air-dried and wet samples, respectively.

2.5.6 Water Vapor Permeability (WVP)

The water vapor permeability of the films was determined gravimetrically based on a
standard method (ASTM E96, 1996) and as described by Talja et al (2008) with some
modifications. The samples were set in aluminum permeation cells (inner diameter: 63 mm;
height: 25 mm) containing granular anhydrous CaCl, and maintained in glass vessel with
saturated saline solution in order to ensure the relative humidity gradient of 0/75 %. The test

was performed at 25 °C and the mass gain was measured in an interval of 24 h.
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2.5.7 Color Parameters

Color of the films was determined using a CIELab colorimeter (model CR-300;
Minolta, Co., Ltd., Japan). Color was expressed as L* (lightness/brightness), a*
(redness/greenness) and b* (yellowness/blueness) values. The films were placed on a white
plate (Lo* 97.44, ap* 0.10, and bo* 1.73), which was used as a standard background. The total

difference in color (AE*) was calculated as follows (Gennadios et al., 1996):

AE* =./(L*-Lo*)? +(@*-a*)* + (b *-b*)

2.5.8 Light Transmission and Opacity

The light transmission of films was taken from ultraviolet region (UV) to visible light
wavelengths, between 200 and 800 nm, using a UV— vis spectrophotometer (model UV-1800;
Shimadzu, Japan) according to the method described by Fang et al. (2002). The opacity value
of the films was calculated by the ratio between the absorbance at 600 nm and the film
thickness (mm) (Han & Floros, 1997).

2.5.9 DPPH Radical Scavenging Capacity

The method described by Huang, Ou & Prior (2005) was adapted to determine the
scavenging capacity of DPPH radical by the antioxidant compounds present in films. Assay
tubes were added of 1 cm? of each film and 3.9 mL of a methanolic DPPH solution (0.06
mmol/L). The solution (film + methanolic DPPH solution) was maintained under protection
from light for 2 h 30 min. The absorbance of the complex was measured at a wavelength of
517 nm using a spectrophotometer (model UV-1800; Shimadzu, Japan). A methanolic DPPH
solution without any film was used as blank. A synthetic plastic film was used as control. The

DPPH Radical Scavenging Capacity was calculated as follows:

1 (%) =[(As — Ar) + As] x100

where 1 is the percentage inhibition of the DPPH radical, A, the blank absorbance, and At the

film absorbance.
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2.5.10 Biodegradability: Indoor Soil Burial Degradation

The soil burial degradation analysis was executed according to the methodology
described by Martucci and Ruseckaite (2009) with some modifications. Natural organic soil
was added in plastic containers (6 cm x 6 cm x 6.5 cm) to be used as the degradation means
for the films. Firstly, square pieces of the films (2 cm x 3 cm) were dried at 60 °C (model
TLKA48, DeLeo, Brazil) for 24 hours (mo). Subsequently, the films were put into aluminum
mesh and buried in the soil (4 cm depth). Water (20 ml) was added to the soil, every 2 days,
to maintain the humidity at approximately 40 %. The degree of degradation of the films was
determined after 15 days as the weight loss (WL; %), according to equation:

WL (%) =[(mf — mo)/ mo] <100

where my is the initial mass and m¢ the remaining dried mass after 15 days.

2.6 Characterization of selected films

Among the different RRS-RRF ratio formulations, the RRF-RRS (9:1) film showed
the most adequate and interesting mechanical properties. Consequently, it was chosen to be
further characterized regarding its morphology and thermal stability, and compared to the
films based only in starch and flour. Additionally, the efficacy of RRS-RRF (9:1) on
protecting sunflower oil from oxidation was investigated due to its potential as a food

packaging material.

2.6.1 Scanning electron microscopy

The morphology of the surface film in contact with the Petry dish was analyzed by
scanning electron microscope (model JSM 6060; JEOL, Japan) at an accelerating voltage of
5.0 kV. Prior to visualization, the films were placed on bronze stubs with double-sided
adhesive and sputtered with gold in order to make the sample conductive. Micrographs were

observed at a magnification of 1000x.
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2.6.2 Thermo-gravimetric analysis (TGA)

The selected films were scanned using a thermo gravimetric analyzer (model TGA-50;
Shimadzu, Japan) in a dynamic atmosphere of nitrogen, from room temperature to 600 °C, at
a rate of 10 °C/min (Nuthong, Benjakul & Prodpran, 2009).

2.6.3 Effect of the Film on the Retardation of Sunflower Oil Oxidation

The antioxidant efficacy of the RRF-RRS (9:1) film against sunflower oil was
investigated. The films were cut in rectangles shape (110 mm x 60 mm) and sealed (model F
200 Flash; Fastvac, Brazil) on three edges. Then, 10 ml of sunflower oil containing no
artificial antioxidants was added to the interior of each film bag and the top edges of the films
were sealed. Two control systems were used: sunflower oil stored in closed plastic bottles
(PLA) and in open-glass Petri dishes (GLA). All samples containing the sunflower oil (film
bags and closed and open controls) were maintained in a chamber and exposed to fluorescent
light at intensity of 900-1000 lux (Luxometer; model MS6610; V&A Instrument, China), at
30 °C and 54% RH.

The oxidative stability of packaged sunflower oil was carried out by determining
peroxide value (PV) and dienes and trienes content at 0, 3, 6, 9, 12, 15 and 21 days of storage.
For determining the PV of the samples, it was employed the titrimetric method (IUPAC,
1987). The data were expressed in milliequivalents of active oxygen per kilogram of oil
(mEg/kg). The conjugated diene and conjugated trienes were quantified by the
spectrophotometric method of European Regulation EC 2568/91, at the absorbance of 232 nm

and 268 nm, respectively, and the data were expressed in g/100g.

2.7 Statistical Analysis

Analysis of variance (ANOVA) was applied to the data and the mean comparisons by
Tukey’s. All results were presented as means + standard deviation and the level of
significance at 5%. Statistica 12.0 (Statsoft, Inc., Tulsa, OK) was the software used for data

analysis. All experiments were performed in triplicate.
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3. Results and Discussion

3.1 Chemical Composition of the Red Rice Flour and Starch

Different parameters may have great influence on the chemical composition of flour
and starch, including rice variety, cultivation conditions, and starch extraction method. The
centesimal composition of flour and starch is presented in Table 1. Chemical analysis
evidenced that flour represents a rich source of carbohydrates (80.20 %), considerable protein
content [8.47 % (DB)], and lower contents of fiber, lipids and ash. These values are close to
the values reported to red rice analyzed by Paiva et al., (2016), who found carbohydrate
values around 85 %, protein content of 8.1 % and lower values for the other nutrients. Starch
extracted from flour presented 94.4% purity with 16.87 % of amylose. The amylose content
depends on the rice genotype. Boéno, Ascheri & Bassinello (2011) found amylose content
between 14.6 % and 26.1 % for different genotypes of red rice, while Paiva et al (2016)
evidenced amylose content of 32.0 % to another genotype. Usually, the amylose percentual of
most starches native comprises a range between 15% and 30 % (Wong et al., 2007), which is

in accordance with the results obtained for this study.

Table 1. Chemical Composition (g/100g DB) of the Red Rice Flour (RRF) and Red Rice
Starch (RRS) used to prepare biodegradable films.

Red Rice Flour (RRF) Red Rice Starch (RRS)

Moisture (%) 14.63 £ 0.12 13.57 +0.28
Protein 8.47 £0.28 4.87+0.08

Lipid 2.67+0.18 0.33+£0.04

Ash 1.82+0.11 0.45+0.01

Total fiber 6.84 +0.20 nd

Insoluble fiber 6.62 +0.29 nd

Amylose 7.26 £0.54 16.87 £ 0.88
Total carbohydrate 80.20 -

Values are the average of triplicates + standard deviation (SD)

nd: not determined.
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3.2 Film Thickness and Mechanical Properties

The thickness and mechanical properties values of the RRF-RRS composite films are
shown in Table 2. Film thickness ranged from 0.242 mm to 0.297 mm. The RRS film had the
smaller thickness among the film formulations (p<0.05) and no difference was found among
the films which contained RRF in the composition. The difference in particle size of the raw
materials (flour and starch) may be an interfering factor in this characteristic. Besides that, the
structure of the molecules, the chemical composition of the filmogenic solution’s materials
and their interaction during the film formation process can also interferes on film thickness
(Mazjoaob et al., 2015).

The TS, MY and EAB values of RRS film were higher than the values found for RRF
film, and the incorporation of starch to the film matrix in all the studied ratios have
significantly improved the TS and EAB properties. These results may be justified by the
existence of irregularities, pores and fissures at the microstructure level of the RRF film. The
cohesion of constituents of the polymer matrix also has a direct influence on mechanical
strength of biopolymers (Guilbert, Cugq & Gontard et al., 1997), and, the presence of lipids in
the flour may not contribute to form continuous and cohesive matrices (Péroval et al., 2002).
Moreover, the difference of amylose content in the films may also contribute for this
behavior, since films with higher amylose content usually present good mechanical strength
(Lourdin, Valle & Colonna, 1995). In this study, the starch presented around 17 % of
amylose, while flour presented 7 %. During the filmogenic solution drying process, it occurs
water evaporation, which leads to a starch network formation. A higher content of amylose
may cause a greater proximity of the chains, which facilitates the formation of a matrix with
more polymer content per area and contributes to obtain improved mechanical properties
(Alves et al., 2007).
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Table 2. Film Thickness (FT), Tensile Strength (TS), Elongation at Break (EB), and Young’s
Modulus (YM) of Red Rice Flour (RRF) and Red Rice Starch (RRS) composite films

prepared at different blend ratios.

Sample FT (mm) TS (MPa) EAB (%) YM (MPa)

RRF 0.286 + 0.010°  0.55 + 0.08° 28.29 + 496" 12.71+3.52°
RRF-RRS (9:1)  0.297 +0.014* 0.93+0.06°  46.21 +3.36*  12.59 + 2.94°
RRF-RRS (7:3)  0.282+0.022° 0.99+0.14°  46.00+7.88* 13.63+2.41°
RRF-RRS (5:5)  0.292 +0.011* 1.05+0.14° 48.28 +3.20*  13.71+3.82°
RRS 0.242 +0.014° 1.29+0.02*  49.73+11.00° 19.08 + 3.16"

Mean values £ SD (n = 3). Different superscript letters in the same column indicate statistically significant
differences (P<0.05).

3.3 Solubility in Water (SW)

Although the moisture content of RRS and RRF films have not presented statistical
difference, the solubility in water of the RRF film (24.59 %) was higher (p < 0.05) than that
of the RRS film (21.05 %) (Table 3). These results are very similar to ones found for banana
flour film (SW: 27.9 %) and banana starch film (SW: 21.3 %). The lower solubility found for
starch films in comparison to the flour films is explained by the interactions between
amylose-amylose, amylose-amylopectin and amylopectin-amylopectin that occur during
drying of the film, and consequently reduces the amount of polar groups available to react

with water (Pelissari et al., 2015).

Table 3. Moisture Content (MC), Solubility in water (SW), Water holding capacity (WHC)
and Water Vapor Permeability (WVP) of Red Rice Flour (RRF) and Red Rice Starch (RRS)

composite films prepared at different blend ratios.

Sample MC (%) SW (%) WHC (%) WVP

(g mm h* m?kPa™)
RRF 26.16 +1.38*° 2459+ 1.16*  49.49 + 2.36° 1.56 + 0.05°
RRF-RRS (9:1)  27.69+0.33*" 2415+ 1.04*°  47.46 + 3.37° 1.34 £0.02°
RRF-RRS (7:3)  29.58+1.62*° 22.61+1.77*" 48.99+2.17° 1.30 +0.02°
RRF-RRS (5:5)  28.01+0.10*" 24.37+0.80*° 51.92+1.17% 1.30 +0.05°
RRS 24.00 +2.80° 21.05+1.34° 48.26+3.13° 1.25 +0.12°

Mean values + SD (n = 3). Different superscript letters in the same column indicate statistically significant

differences (P<0.05).
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3.4 Water Holding Capacity

The water holding capacity of the films was not different among the five film
formulations (Table 3). A film with very high WHC can present damage during its application
as food packaging, since it will tend to dissolve when in contact with food that have high
moisture content in its structure (Gémez-Guillén et al., 2011). Therefore, the obtained results
may be considered excellent when compared to other biodegradable films, such as gelatin
based films, which have WHC values 4 to 7 times higher than those of the present study
(lahnke et al., 2016; Kavoosi et al., 2014).

3.5 Water Vapor Permeability (WVP)

The choice of packaging material with adequate WVP is a major factor which
influences the preservation of the food quality during storage (Mazjoob et al., 2015). Table 3
shows WVP values of RRF-RRS composite films prepared at different blend ratios. The RRF
film showed the highest permeability among all samples (1.56 g mm h™ m? kPa™), while the
starch film showed the lowest permeability (1.25g mm h™ m? kPa™). Furthermore, the
addition of starch in the formulations caused reduction of this parameter in the RRF-RRS
composite films. Similarly, other studies have reported higher WVP of rice flour films
compared to rice starch films with the justification that rice flour films present a more open
structure, irregular surface, and higher diffusion coefficients (Dias et al., 2010; Mazjoob et al.,
2015). The polymeric matrix of rice flour films is composed of different molecules, including
starch, proteins and lipids, which results in a surface with irregularities. In addition, the WVP
can be increased by the presence of micro-cracks and pores on the surface (Dias et al., 2010).
This result is in agreement with the microstructure observed by SEM analysis (Fig. 2) which
revealed a more open and porous structure for the RRF film as compared to the RRS film.

However, the WVP of all films was high compared to films based on quinoa starch
(0.204 g m mm 2 h™' kPa™") (Araujo-Farro et al., 2010) and based on passion fruit mesocarp
flour (0.351 g m mm 2 h™! kPa™') (Nascimento, Calado & Carvalho, 2012). This result can be
explained by the fact that both the starch and the glycerol present hydrophilic nature. The
presence of the plasticizer allows greater water vapor entry through the structure of the film,
as it increases the free volume and chain movements, causing reduced stiffness and increased

molecular mobility of the film (Cerqueira et al., 2012). Additionally, the increase in thickness
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may be associated with higher WVP, which corroborates to the findings of this study (Sobral,
2000).

3.6 Film Color

Color properties of the films are shown in Table 4. Based on the L* and a* values, the
RRF film is darker and more reddish than the RRS film. A previous study also reveals higher
luminosity to films obtained from banana starch compared banana flour films (Pelissari et al.,
2013). The increase in the parameters a*, b* e AE* was proportional to the concentration of
flour in RRF-RSS composite films. These results suggest that the RRF-RRS composite films
became redder as the amount of flour was increased, which indicates that color pigments such
as tannins and proanthocyanidins present in red rice may influence these color parameters
(Gunaratne et al., 2013).

The increased yellowness in RRF-RRS composite films, which can be observed based
on the increase of the parameter b*, can be due to Maillard Reaction that occurs between
amines and carbonyl groups present on red rice. The addition of higher amounts of rice flour
in gelatin films caused increased in yellow color of films, which was attributed to the coloring
components produced during the Maillard Reaction (Ahmad et al., 2015). It was noticed that
the a greater content of RRF resulted in an increase the color difference, which may be
observed from higher value AE* for the film RRF:RRS (9:1) (AE*=47.67).

Table 4. Color of Red Rice Flour (RRF) and Red Rice Starch (RRS) composite films

prepared at different blend ratios.

Sample L* a* b* A E*

RRF 57.18+0.27° 17.33+0.14* 29.42+0.17° 51.81+0.20°
RRF-RRS (9:1) 64.28 +1.35" 16.33+0.40° 32.04+0.94%° 47.67 +0.86°
RRF-RRS (7:3) 70.19+1.84° 1345+0.86° 28.67+0.99° 40.32 +2.16°
RRF-RRS (5:5) 7855+0.49° 9.17+0.27°  21.66+0.52° 28.92+0.73°
RRS 83.44+1.328 458+0.39"  14.44+0.42" 1944 +1.24°

Mean values + standard deviation (n=3). Different superscript letters in the same column indicate statistically
significant differences (P<0.05).
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3.7 Light Transmission and Opacity

The light transmission at 200 and 280 nm, was less than 1 % for all the film
formulations, which suggests that these films can act as barriers against UV light (Table 5). In
the visible range, at wavelength of 500 nm -600 nm, the transmission of light was very low
for RRF-RRS composite films, compared to RRS film. A previous study attributed this
feature the structural composition of rice, justifying that the chains of amylose and
amylopectin are polarizable, and thus can absorb the energy of the received light. Moreover,
the protein content both rice flour and starch, 8.47 % and 4.87 %, respectively, presents
aromatic amino acids in its structure, which have the ability to absorb light energy (Ahmed et
al., 2015). Ashwar et al. (2005) justify the fact that the lowest transmittance may be due to the
presence of antioxidants components in the matrix.

The addition of different levels of flour (Figure 1) caused a linear increase in opacity,
which agreed with the color results. Similar results were found for flour and starch films of
banana (Pelissari et al., 2013). Ahmed et al (2015) adds that the homogeneity of the film
structure is associated with greater transparency, which agrees with the results obtained by
SEM of the present study, in which the starch films showed more homogeneous structure
compared to rice flour (Figure 2).

The type of application, appearance and marketability are dependent parameters of the
optical properties of the films (Hoque et al., 2011). Thus, RRF - RRS composite films showed
ability to protect the packaged foods from light, and therefore they present the potential to
increase shelf life and quality of the packaged food products.

Table 5. Light Transmittance and Opacity of Red Rice Flour (RRF) and Red Rice Starch

(RRS) composite films prepared at different blend ratios.

Light transmittance (%) at different wavelengths (nm)*

Sample 200 280 300 350 400 500 600 700 800  Opacity**

RRF 0.01 0.01 001 025 185 361 6.21 860 10.06 4.21+0.09
RRF-RRS (9:1) 0.01 0.01 001 001 048 170 501 931 1264 413+0.17
RRF-RRS (7:3) 0.01 0.01 0.01 0.02 0.67 224 6.06 10.77 1450 3.67+0.13
RRF-RRS (5:5) 0.01 0.01 0.01 0.10 153 339 640 917 11.04 3.16+0.14
RRS 0.01 050 254 724 1465 19.99 24.00 27.04 29.02 2.57+0.26

*Each value represents the mean value of three determinations. **Mean values + standard deviation (n=3).
Different superscript letters in the same column indicate statistically significant differences (P<0.05).
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Figure 2. SEM micrographs of the surfaces of the RRS (A), RRF (B) and RRF-RRS (9:1)
©).

3.8 DPPH Radical Scavenging Capacity

All films containing RRF in their formulation showed scavenging capacity of DPPH
radical higher than 90 %, while the RRS film had 6.43 % and the control film (plastic)
showed no activity (Figure 3). There was no statistical difference between the film containing
100 % RRF and RRF-RRS composite films, indicating that the lowest concentration of RRF
(50%) contains high levels of compounds with antioxidant properties. Several studies have
investigated the antioxidant activity of red rice, so it is possible to assign the scavenging
capacity of DPPH to the phenolic compounds present in these grains (Shao et al., 2014;
Walter et al., 2013; Paiva et al., 2016).
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Figure 3. DPPH radical scavenging activity (I) of RRF-RRS composite films at different

ratios.

3.9 Biodegradability: Indoor Soil Burial Degradation

Biodegradation is a natural process that evaluates the susceptibility to get breakdown
of the constituent molecules of a material through the action of microorganisms. The
evaluation of the biodegradation behavior of films based on RRF and RRS is important to
understand their interaction with the environment. One of the most used methods for
determining biodegradability of polymeric films is the soil burial method (Martucci &
Ruseckaite, 2009; Maran et al., 2013; lahnke et al., 2016). The microflora present in the soil
acts in synergy in the film degradation process, using the film as an energy source, thereby,
reproducing the conditions that occur in nature (Abrusci et al., 2006; Maran et al., 2013).
Figure 4 shows the appearance of the films in the previous stage the burial of the films in the
soil and after 15 days of experiment. Due to the hydrophilic character of starch and glycerol,
these materials exhibit increased water absorption, this process causes instability of
intermolecular interactions of the polymer matrix, causing its disintegration (Carvalho et al.,
2009). The degradation indicator of the films buried in the soil was the weight loss at the end
of 15 days. Weight loss of the films ranged from 52.98 % to 61.22 %, with no statistical
difference between the samples. The films exhibited loss of the original shape, which
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evidences the process of degradation occurred. Another study found that tapioca starch films
showed losses between 41.58 % and 53.42 %, when subjected to experiment similar to the
present study. The weight loss was directly proportional to the amount of starch and glycerol
from the films by two factors: the hydrophilic character of these two compounds, which
promotes an increase in their water activity and thus favors the growth of microorganisms and
due to the starch tapioca serve as the sole carbon source for these microorganisms, resulting in
partial degradation of the films (Maran et al., 2013). The results of this analysis clearly
demonstrate that RRF-RRS composite films have a short lifetime in biotic environment,

which makes them suitable for being returned to the environment without causing damage.

Figure 4. Visual aspect of RRF-RRS composite films at different ratios prior and after 15

days of exposure to soil burial degradation

3.10 Scanning electron microscopy (SEM)

The scanning electron microscopy of the surfaces of the RRF-RRS (9:1) film and RRF
and RRS films, the last two used as controls, can be seen in Figure 2. Regarding the surface
microstructure, the RRS film displays a smooth and uniform surface, while the RRF film
showed a non-homogenous structure, with imperfections, like pores and cracks. The addition
of starch in the flour film promoted the development of a film with compact structure, more
homogeneous and without pores. In a previous study, the surfaces of films prepared with rice
flour were more irregular than those of films prepared with rice starch (Dias et al., 2010).
Similarly, surface microstructure of banana flour films presented a non-homogenous structure
when compared with banana starch films, which showed an uniform surface (Pelissari et al.,

2013). These authors justified that the irregularities on the surface of these films must be
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related to the presence of different macromolecules in the polymeric matrix, like starch,
lipids, proteins and fiber, and to the interactions between these components.

3.11 Thermal Stability of the Films

The thermal stability of the films was analyzed by thermogravimetric analysis (TGA).
The thermograms are shown in Figure 5. For all films were observed three stages of weight
loss (Aw) with a very similar behavior. As previously reported in literature, the thermal
decomposition of glycerol-starch based films occurs in three main stages (Ayala et al., 2012;
Pelissari et al., 2013). The first stage weight loss (0 °C — 150 °C) is due to the evaporation of
free and bound water adsorbed in the film. The total weight loss related to the evaporation of
water content was 12%, at 150 °C.

The second transition region was observed at the temperature range of 150 - 280 °C,
where the weight loss was associated with the degradation of low molecular weight proteins,
polysaccharide components and glycerol. The same trend was reported for rice flour films
(Ahmad et al., 2015). The corresponding loss at this stage was approximately 19.0 % for the
RRF and RRF-RRS (9:1) films and 14.7 % for the RRS film.

In the third peak (280°- 450 °C), RRS film presented higher loss when compared to
RRF and RRF-RRS (9:1) films: 73.3%, 49.3% and 52.6% respectively. This was due to the
degradation backbone of starch polymer membrane, as evidenced in a previous study (Ayala
et al., 2011). The residual mass at 600 °C was higher for RRF and RRF-RRS (9:1) films
(15.1% and 12.0%, respectively) compared with RRS film (7.45%), most likely by a higher
fiber and ash content in the film with RRF in their composition. Thus, it is possible to affirm
that the addition of RRF affects the thermal stability of the RRF-RRS (9:1) composite film as
shown by TGA curves.
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Figure 5. TGA curves of RRF-RRS composite films at different ratios.
3.12 Antioxidant Efficacy of the Films

The antioxidant efficacy of the RRF-RRS (9:1) composite film was evaluated through
the analysis of the peroxide value (PV) and the content of conjugated dienes and trienes of
sunflower oil samples stored during 21 days. The initial PV of the sunflower oil was
2.77 mEg/kg and the initial content of conjugated dienes and conjugated trienes was
3.36 ¢/100ml and 3.18 g/100ml, respectively.

The process of oxidation of the polyunsaturated fatty acid involves the formation of
hydroperoxides and the displacement of the double bond with formation of conjugated dienes,
which absorb 232 nm (Jadhav et al. 1996). The secondary products of the oxidation have
maximum absorption at 270 nm. This difference is interesting as it allows to separate
oxidative evolution states based on the ratio Az7o nm / A232 nm: the higher the absorbance value
at 232 nm, the higher will be the content of peroxides, corresponding to the beginning of the
oxidation process. In contrast, the higher the absorbance value at 270 nm, larger will be the
content of secondary products presents (Srinivasan et al., 1996).

The RRF-RRS (9:1) composite film prevented the oxidation of sunflower oil until the
end of the experiment, since it was able to keep the peroxide content below the limit of
peroxides established by the Codex Alimentarius to refined oils (10 mEqg/kg). Meanwhile, in
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the same period, the oil stored in the open and closed controls (PLA and GLA) suffered
severe degradation, with PVs 113.87 mEq/kg and 45.59 mEq/kg, respectively (Figure 6).

To confirm this result, the dienes values - which represent primary degradation
products of oils - also remained low for the oil packed in the RRF-RRS (9:1) composite film,
and had increased proportionally to the increase of peroxides. The conjugated trienes
remained constant throughout the experiment, indicating that the oil did not reach a stage of
degradation able to form such products in any of the samples.

As shown by the inhibition of DPPH analysis, the presence of antioxidant compounds
such as phenolic compounds and procyanidins in red rice should exert a protective action
against lipid oxidation of sunflower oil. A mechanism proposed in the literature suggests that
the phenolic compounds act as free radical receptors, and thus prevent the oxidation in its
initial stage avoiding the formation of new radicals in the oxidation process (O’Sullivan et al.,

2005).
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Figure 6. Peroxide Values, conjugated dienes and conjugated trienes of Sunflower Oil Packed
in RRF-RRS (9:1) film, in Closed Plastic Bottles (PLA) and Placed in Open Glass Petri
Dishes (GLA).
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4. Conclusions

The incorporation of starch into the film matrix has positively influenced the
mechanical and morphological properties of the films, and contributed to the formation of a
more resistant and more elastic film, with lower WVP and with a more smooth and
homogeneous surface. The biodegradability analysis revealed that the films exhibit
biodegradable character and can be used as synthetic plastics substitute and as organic
material for composting. RRF-RRS composite films were significantly less transparent and
presented red color related by presence of compounds such as tannins and proanthocynidins,
as well as, a higher UV absorption capacity that could be beneficial to prevent lipid oxidation
in foods. The results obtained by this study suggest that RRF-RRS (9:1) composite film have
great potential to be used as a food packaging material with antioxidant properties. Finally,
the production of films based on red rice flour and red rice starch contributes to a sustainable
use of these raw materials, which are underutilized, and to the development of

environmentally friendly technologies.
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CAPITULO 7
DISCUSSAO GERAL

O arroz representa uma das mais importantes culturas agricolas do mundo e, a
principal forma de comercializacdo desse grdo € para 0 consumo como grao inteiro. Além
disso, as variedades pigmentadas, como a preta e a vermelha, apesar de serem caracterizadas
por sua riqueza nutricional, ainda sdo pouco difundidas, sendo consumidas em regides
restritas ou por nichos especificos do mercado. Para que esses Qraos possam ser
comercializados de forma polida, € necessario que 0os mesmos sejam submetidos a um
processo denominado beneficiamento; o qual apresenta como inconveniente a geracdo de
subprodutos, entre os quais grdos quebrados e farelo, que apresentam viabilidade de
aplicacdo, conforme demonstrado ao longo deste trabalho, porém que atualmente séo
subutilizados. Em vista disso, 0 aproveitamento desses subprodutos, bem como a utilizagédo
desses grdos como matérias-primas para o desenvolvimento de filmes biodegradaveis,
aumenta o espectro de aplicacdo desses alimentos, 0 que pode promover beneficios ao setor
da rizicultura, decorrentes tanto da valorizacdo comercial desses subprodutos, quanto do
aumento da comercializacdo e, consequente, producdo dos graos.

Diversos fatores, entre os quais a localizagdo, o tipo de solo, a época de colheita, as
condicbes climaticas do plantio e as variedades genéticas de cultivares, podem ocasionar
variacdo na composicdo centesimal, no tipo e no teor dos compostos bioativos. Com base
nessas informacdes, avaliou-se como de suma importancia, primeiramente, determinar a
composicdo de compostos fendlicos em extratos de farelo de arroz vermelho e preto, bem
como seu carater antioxidante para, posteriormente viabilizar a aplicacdo desses graos como
matérias-primas para o desenvolvimento de um novo produto de grande interesse para a
sociedade atual: a embalagem biodegradavel.

A caracterizacdo do perfil de compostos bioativos, bem como a avaliacdo do potencial
antioxidante dos gréos de arroz vermelho e preto, evidenciou a presenca de compostos
fenolicos em ambas as amostras de farelo de arroz avaliadas, sendo os acidos p-cumarico e
feralico os compostos majoritarios e, efeito antioxidante significativo de todas as amostras
avaliadas. As diferencas encontradas para o efeito protetor em células SH-SY5Y insultadas
com H,0, (modelo utilizado para avaliar a atividade antioxidante das amostras) foram
justificadas por algumas diferencas no perfil de identificacdo e quantificagdo de alguns

compostos, entre 0s quais as antocianinas e o acido protocatecuico, encontrado apenas no
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farelo de arroz preto e das proantocianidinas evidenciadas apenas no farelo de arroz vermelho.
Outro fator positivo e muito importante apresentado foi que nenhum dos extratos apresentou
citotoxicidade avaliada pelo ensaio SRB. Dessa forma, os resultados dessa investigacao
sugerem que os farelos de arroz vermelho e preto apresentam efeito neuroprotetor e nédo
promovem alteracdo na morfologia e nem perda da viabilidade celular sendo, portanto,
seguros para 0 consumo. Assim sugere-se sua potencialidade de utilizagdo como fontes de
compostos antioxidantes pela industria alimenticia e farmacéutica.

Testes preliminares evidenciaram o arroz vermelho e seus subprodutos como materiais
mais promissores para o0 desenvolvimento de filmes biodegradaveis em comparagdo as
amostras de arroz preto e seus subprodutos. Esses resultados foram justificados pela diferenca
evidenciada na composicdo centesimal desses grdos, uma vez que O arroz preto apresenta
teores de proteinas, fibras e lipideos muito superiores aos do arroz vermelho, o que resulta
num teor inferior de carboidratos, consequentemente de amido.

O amido € considerado um excelente material formador de filmes biodegradaveis, por
essa razdo seu uso € amplamente difundido para esse fim, empregando-se amidos das mais
diversas fontes alimentares. No entanto, a aplicacdo das farinhas para essa mesma finalidade
tem despertado cada vez mais interesse devido ao fato de elas constituirem um material de
baixo custo, de facil obtencdo e ainda apresentarem uma riqueza de compostos em sua
composicao, conforme foi demonstrado nas analises de determinacdo de compostos bioativos
e da atividade antioxidante dos farelos de arroz vermelho e preto do presente estudo.

Dessa forma, atrelado ao fato do potencial apresentado pelo amido para formar filmes
biodegradaveis, ja descrito na literatura, e na completa definicdo dos compostos bioativos
presentes no arroz vermelho e, sua consequente acdo antioxidante, foram desenvolvidos
filmes utilizando diferentes proporcdes de farinha e amido de arroz vermelho (10:0, 9:1, 7:3,
5:5and 0:10, p/p).

Conforme esperado, os resultados demonstraram que a incorporacdo de amido a matriz
filmogénica promoveu melhoria significativa nas propriedades de resisténcia a tracdo e na
elongacéo dos filmes. Esse resultado foi atribuido ao maior contetudo de amilose presente no
amido em relacdo a farinha, (17 % e 7 %, respectivamente) o qual auxilia na formagéo de uma
matriz mais coesa, em funcdo de promover maior proximidade das cadeias de amido durante a
secagem do filme. Da mesma forma, a adicdo de amido aos filmes também promoveu
melhoria da propriedade de permeabilidade ao vapor de agua ao reduzir seu coeficiente de
difusdo. Uma vez que a matriz polimérica dos filmes de farinha de arroz vermelho é

constituida por diferentes moléculas, a falta de uma coesédo total entre esses componentes
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pode ocasionar o aparecimento de irregularidades. As analises de microscopia eletrnica
confirmaram esse resultado, pois evidenciaram a presenca de poros e fissuras no filme de
farinha.

Corroborando com as analises antioxidantes realizadas na matéria-prima (farelo de
arroz), a anélise de capacidade de desativacdo do radical DPHH dos filmes biodegradaveis
demonstrou que a farinha foi a responsavel pela atividade antioxidante evidenciada, uma vez
que os filmes que continham farinha na sua composi¢do promoveram inativacao superior a 90
% do radical DPPH, enquanto para o filme formulado apenas com amido esse resultado foi
inferior a 10 %.

Dessa forma, com base nos resultados obtidos, e na analise do custo da producédo
desses filmes, o filme composto por farinha e amido, na proporcdo 9:1 (p/p), foi escolhido
para ser aplicado como embalagem de 6leo de girassol armazenado sob condicBes de
oxidacdo acelerada, expostos a luz e aquecimento. Ao final dos 21 dias de experimento,
evidenciou-se que a aplicacdo de embalagens tipo saché para o armazenamento de 6leo de
girassol foi efetiva na prevencdo da oxidacdo desse 6leo, enquanto o 6leo armazenado nos
dois controles utilizados (garrafa plastica fechada e placa de Petri aberta), sofreram severa
degradacéo, apresentando niveis de perdxidos muito acima do limite estabelecido pelo Codex
Alimentarius para 6leos refinados (10 mEg/kg).

Assim sendo, a caracterizacdo do perfil de compostos bioativos, bem como a avaliacdo
do potencial antioxidante dos grdos de arroz vermelho e preto, reitera a necessidade do
emprego desses grdos e de seus subprodutos na mais ampla gama de produtos alimenticios e
no desenvolvimento de novos produtos. Além disso, a aplicacdo dessas matérias-primas para
0 objetivo proposto no presente estudo, ndo apenas propde uma oportunidade de valorizacédo
econbmica ao proporcionar o aproveitamento desses subprodutos, como também contribui

para 0s avancos no desenvolvimento de embalagens biodegradaveis.
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CAPITULO 8

CONCLUSAO GERAL

Os resultados evidenciados no decorrer deste trabalho sugerem que 0s compostos
fendlicos presentes nos grdos de arroz vermelho e preto, jA amplamente estudados na
literatura por seu poder antioxidante frente diversos radicais livres, apresentam acéo
neuroprotetora frente a geracdo de espécies reativas induzidas pelo H,O, em células SH-
SY5Y, e ndo promovem citotoxicidade (método SRB e morfologia qualitativa).

Dessa forma, em razdo do expressivo teor de compostos antioxidantes e da
composicao quimica dos graos de arroz vermelho e preto e de seus subprodutos, sua aplicacao
como matéria-prima para o desenvolvimento de embalagens biodegradaveis foi comprovada,
evidenciando-se elevado potencial de uso para esse fim. A eficdcia da aplicacdo de
embalagens biodegradaveis produzidas a partir de arroz vermelho e seus subprodutos, na
forma de sachés, na prevencao da oxidacdo de 6leo de girassol durante seu armazenamento
sob condigdes aceleradas de oxidacdo, comprova esse potencial.

Com base nas propriedades encontradas e no sucesso obtido perante a aplicacdo dos
filmes biodegradaveis em 6leo de girassol, é possivel concluir que o uso do grdo de arroz
vermelho, bem como dos seus subprodutos, no desenvolvimento de embalagens
biodegradaveis atrela trés fatores de suma importancia para a sociedade: primeiramente
amplia o espectro de comercializacdo desse alimento, que atualmente apresenta seu consumo
restrito, em segundo lugar, agrega valor a subprodutos que hoje ainda sdo subutilizados e,
também contribui para a diminui¢do do impacto ambiental provocado pelo uso indiscriminado
de embalagens plasticas, oriundas de origem fonte petroquimica, cuja decomposicdo leva

centenas de anos e acarreta graves danos ambientais.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

1 Como perspectivas futuras podemos considerar

e Desenvolvimento de filmes a partir de arroz preto e seus subprodutos;

e Desenvolvimento de filmes de arroz vermelho e preto por métodos de passivel
aplicagdo em escala industrial, como extruséo ou termo compresséo;

e Caracterizacdo das propriedades dos amidos de quirera de arroz vermelho e preto
obtidos por método alcalino;

e Desenvolvimento e caracteriza¢do de microcapsulas produzidas a partir de amido de
arroz vermelho e preto;

e Avaliacdo da estabilidade das microcapsulas obtidas a partir de amido de arroz
vermelho e preto;

e Aplicagdo dos produtos em alimentos.
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