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IMPACTO POTENCIAL DA PESQUISA

A utilizacdo do farelo de trigo como substrato para fermentacdo em estado solido (FES)
representa uma abordagem ecoldgica e sustentavel. Isso é crucial em um momento em que a busca
por solugdes ambientalmente amigéveis na industria é uma prioridade global. A pesquisa destaca a
importancia de aproveitar subprodutos agricolas, transformando-os em recursos valiosos. 1sso
contribui para a economia circular, reduzindo o desperdicio e maximizando a utilizacdo de recursos
disponiveis.

A capacidade de produzir enzimas e xarope de glucose a partir do farelo de trigo tem
implicacdes significativas na inddstria alimenticia. Esses produtos s@o de grande relevancia industrial
e podem ser utilizados em uma variedade de aplicacdes, contribuindo para a diversificacdo de
produtos alimentares e possivelmente reduzindo a dependéncia de fontes ndo renovaveis.

A barra de flocos de arroz caramelizado com glucose de trigo, derivada do processo descrito,
demonstra potencial como alimento funcional. Além de suas propriedades antioxidantes, ela também
é rica em macronutrientes como proteinas. 1sso abre portas para o desenvolvimento de produtos
alimentares mais saudaveis e nutritivos. A eficicia do bioprocesso demonstrado na pesquisa € um
indicador importante de sua viabilidade e escalabilidade. 1sso sugere que a técnica pode ser aplicada
em larga escala na inddstria, potencialmente beneficiando a producdo de alimentos em nivel
comercial.

Em resumo, a pesquisa ndo apenas oferece uma abordagem inovadora e sustentavel para a
producdo de alimentos, mas também destaca o potencial de valorizacdo de subprodutos agricolas e a
criacdo de produtos alimentares funcionais e nutricionalmente ricos. Esses resultados tém implicacdes
importantes ndo apenas para a inddstria alimenticia, mas também para a sustentabilidade ambiental e

a salde publica.



POTENTIAL IMPACT OF THE RESEARCH

The use of wheat bran as a substrate for solid-state fermentation (SSF) represents an ecological
and sustainable approach. This is crucial at a time when the search for environmentally friendly
solutions in industry is a global priority. The research highlights the importance of harnessing
agricultural by-products, turning them into valuable resources. This contributes to the circular
economy, reducing waste and maximizing the use of available resources.

The ability to produce enzymes and glucose syrup from wheat bran has significant
implications for the food industry. These products are of great industrial relevance and can be used
in a variety of applications, contributing to the diversification of food products and possibly reducing
dependence on non-renewable sources.

The bar of rice flakes caramelized with wheat glucose, derived from the process described,
shows potential as a functional food. In addition to its antioxidant properties, it is also rich in
macronutrients such as proteins. This opens the door to the development of healthier and more
nutritious food products. The effectiveness of the bioprocess demonstrated in the research is an
important indicator of its viability and scalability. This suggests that the technique can be applied on
a large scale in industry, potentially benefiting food production at a commercial level.

In summary, the research not only offers an innovative and sustainable approach to food
production, but also highlights the potential for valorizing agricultural by-products and creating
functional and nutritionally rich food products. These results have important implications not only
for the food industry, but also for environmental sustainability and public health.
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RESUMO

O farelo de trigo é um dos subprodutos mais abundantes da moagem de cereais. Representa um
recurso alimentar renovavel de grande importancia. O processo de fermentacdo em estado sélido
(FES) utilizando este residuo agroindustrial demonstra uma abordagem ecoldgica e sustentavel e
oferece uma oportunidade para produzir véarias enzimas de relevancia industrial e consequentemente
gerar diferentes produtos, incluindo xarope de glucose. A caraterizagdo centesimal do farelo de trigo
foi determinada pela quantificacdo de amido total, umidade, cinzas, lipidos, proteinas, fibras e
carboidratos. A FES foi realizada utilizando o farelo de trigo como substrato e Rhizopus oligosporus
como microrganismo. A amilase produzida foi aplicada na proporcdo de 15 U/g para obter o
hidrolisado de farelo de trigo. Mais de 40% de hidrdlise foi alcancada na 12 hora de hidrolise
apresentando 2,87 mg/mL de acUcar redutor glicose e o valor mais baixo foi observado na 72 hora
apresentando 13% de hidrélise e 0,53 mg/mL de acucar redutor. O xarope produzido foi concentrado
por evaporagdo. Considerando os relatos da literatura, se constata a superioridade da tecnologia
desenvolvida no presente trabalho para a producdo de um xarope de glucose de trigo para o
desenvolvimento de um novo produto para aplicacdo na industria alimenticia. Os resultados
indicaram que a barra de flocos de arroz caramelizado com glucose de trigo produzida pode ser
considerada um alimento funcional, considerando suas atividades antioxidantes e macronutrientes
como proteinas, podendo ser inserida na alimentacédo diaria, demonstrando que a técnica utilizada foi
eficiente. Alem disso, a fermentacdo em estado solido utilizando farelo de trigo e R. oligosporus para
produzir enzimas e xarope de glucose de trigo mantém os compostos antioxidantes do farelo de trigo,
mostrando que o bioprocesso produz um produto alimentar nutricional, ecoldgico e funcional.

Palavras-chave: Antioxidante, Subprodutos, Tecnologia de Bioprocessos, Glucose, Alimentos
Funtionais.



ABSTRACT

Wheat bran is one of the most abundant by-products of cereal milling. It represents a renewable food
resource of great importance. The solid-state fermentation (SSF) process using this agro-industrial
waste demonstrates an ecological and sustainable approach and offers an opportunity to produce
various enzymes of industrial relevance and consequently generate different products, including
glucose syrup. The centesimal characterization of wheat bran was determined by quantifying total
starch, moisture, ash, lipids, proteins, fibers, and carbohydrates. SSF was carried out using wheat bran
as a substrate and Rhizopus oligosporus as a microorganism. The amylase produced was applied at a
rate of 15 U/g to obtain wheat bran hydrolysate. More than 40% hydrolysis was achieved in the first
hour of hydrolysis with 2.87 mg/mL of glucose reducing sugar and the lowest value was observed in
the seventh hour with 13% hydrolysis and 0.53 mg/mL of reducing sugar. The syrup produced was
concentrated by evaporation. Considering the reports in the literature, the superiority of the
technology developed in this study to produce wheat glucose syrup for the development of a new
product for application in the food industry can be seen. The results indicate that the caramelized rice
flake bar with wheat glucose produced can be considered a functional food, considering its
antioxidant activities and macronutrients such as proteins, and can be included in the daily diet,
demonstrating that the technique used was efficient. In addition, solid-state fermentation using wheat
bran and R. oligosporus to produce enzymes and wheat glucose syrup maintains the antioxidant
compounds of wheat bran, showing that the bioprocess produces a nutritional, ecological and
functional food product.

Keywords: Antioxidant, Agro-industrial residue, Bioprocess, Functional Food, Glucose syrup.
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1- INTRODUCAO

Mais de um terco da producdo de alimentos é desperdicado ao longo da cadeia de
abastecimento alimentar, antes de chegar ao consumidor, com grandes impactos ambientais e
econdmicos associados, que estdo crescendo exponencialmente com o rdpido crescimento global
experimentado pelas industrias de producdo de alimentos (FAO, 2019). Isso demanda uma
necessidade urgente de desenvolver estratégias para atingir a reducdo do desperdicio, minimizagédo
ou reaproveitamento de alimentos que resultam em toneladas de residuos provenientes de processos
industriais (SABATER et al., 2022).

Os residuos e subprodutos agroalimentares tém sido subutilizados, geralmente destinados a
compostagem ou a producéo de ragdo animal. No entanto, uma abordagem promissora para reduzir o
desperdicio de alimentos é transforméa-los em novos produtos de maior valor agregado, com
potenciais aplica¢fes nas industrias cosmética, farmacéutica e, sobretudo, na indUstria alimentar. Essa
valorizacdo oferece oportunidades para gerar renda adicional, a0 mesmo tempo em que promove
praticas sustentaveis na producéo de alimentos (CALDEIRA et al., 2019).

Atualmente, ha uma crescente demanda do consumidor por esses produtos, refletindo na
conscientizacao sobre o poder da nutricdo para melhorar a saide de modo geral, fazendo com que 0s
residuos (agroalimentares), muitas vezes descartados, tornem-se fontes ricas de nutrientes capazes de
fornecer beneficios fisiologicos além da nutricdo e, portanto, possuam um potencial valioso para
desenvolver novos alimentos funcionais (OSORIO, 2020). Um exemplo de residuos vegetais é que é
abundante em substratos prebidticos, incluindo polifendis e uma variedade de carboidratos complexos
ndo digeriveis definidos como fibra alimentar solGvel, cujo consumo contribui para melhorar a satde
humana e a utilizacdo seletiva por populacGes microbianas intestinais (GIBSON et al., 2017,
FAUSTINO et al., 2019).

No Brasil, formas diferentes de producdo agroindustrial funcionam em paralelo com a
producdo agricola. Em sua maioria, 0 beneficiamento esta condicionado diretamente a geragéo de
subprodutos, os quais sdo originalmente derivados do processamento de couro, fibras, alimentos,
madeira e producdo da inddstria sucroalcooleira. Sua producédo € geralmente sazonal e esta ligada a
cultura ou oferta da matéria-prima. A caracteristica e quantidade desses subprodutos produzidos séo
versateis com o tempo (SAKARIKA et al., 2019). Assim, submeter 0s residuos a processos capazes
de gerar subprodutos para outras industrias € de grande interesse econémico, cientifico e tecnologico
(SOUZA et al., 2021).

Estudos recentes tém abordado a obtencdo de diversos ingredientes a partir de residuos,
incluindo cereais como trigo, milho e arroz, que estéo no topo da lista de grdos com a maior demanda
mundial, superando 70%, seguidos por sorgo, centeio e cevada com menor demanda (SHARMA e
WARDHAN, 2017; GUERRIERI e CAVALETTO, 2018).
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O trigo, pertencente a familia Poaceae e ao género Triticum com 21 espécies, ocupa a segunda
posicao no ranking de producéo cerealista. Basicamente, o trigo é colhido e transformado em farinha,
sendo beneficiado dessa forma e, consequentemente, servindo como base para muitos alimentos,
como pées, bolos, biscoitos, entre outros produtos feitos a partir da farinha branca, na qual o farelo e
0 germe sdo removidos do endosperma antes da moagem. Este Ultimo é separado em diferentes
fracdes durante a moagem, sendo chamado de residuo. De fato, a reutilizacdo dos residuos da farinha
reduziria o desperdicio que representa até 25% do peso do grdo (CLEMENT et al., 2018;
PAPAGEORGIOU e SKEND, 2018).

O farelo de trigo emerge como um dos residuos proeminentes derivados do trigo,
correspondendo a aproximadamente 30% da massa total do gréo (YE et al., 2021). Sua composic¢éo
inclui 56% de carboidratos, abrangendo amido, 13-18% de proteinas e 3,5% de gordura.
Notavelmente, o amido, o componente principal do trigo, ndo € prontamente fermentavel,
demandando uma prévia hidrélise de suas cadeias para a obtencdo de glicose. Nesse processo de
hidrolise, para além da agua, torna-se necessaria a presenca de agentes quimicos ou enzimaticos
capazes de romper as ligacdes glicosidicas (CORNEJO et al., 2019). Uma diversidade de enzimas
encontra aplicagdo comercial, sendo que metade delas provém de fontes flngicas. Muitas dessas
enzimas, como amilases e proteases, sdo amplamente empregadas na industria (MCKELVEY e
MURPHY, 2018). Além disso, diversas outras enzimas com potencial aplicacdo industrial, como
celulase, xilanase, lipase e fitase, podem ser produzidas por distintos géneros de microorganismos,
incluindo cepas fungicas de Aspergillus, Rhizopus e Penicilium (SCHMIDT et al., 2014; GUSMAQO
etal., 2014).

Neste estudo, utilizou-se 0 microrganismo Rhizopus oligosporus, um Zygomiceto considerado
seguro, capaz de assimilar diversas fontes de carbono para seu crescimento. H4 muito tempo, ele é
empregado como cultura inicial para a producdo de tempeh na Indonésia, destinado ao consumo
humano (POLANOWSKA et al., 2020). Além disso, a biomassa flngica rica em proteinas de fungos
filamentosos, como o R. oligosporus, é facilmente aplicavel e possui amplo valor de mercado
(NITAYAVARDHANA e KHANAL, 2010). A literatura tem explorado o potencial de producéo de
biomassa de R. oligosporus usando residuos de agroprocessamento (WAINAINA et al., 2020).

A substituicdo de produtos quimicos por enzimas em diversos processos industriais tem
contribuido para torna-los mais ecoldgicos, minimizando os danos ao ambiente. As enzimas, ao
atuarem em seus substratos, decompdem-se em aminoacidos que sdo naturalmente reciclados no
ambiente. Essa abordagem ndo apenas aumenta a eficiéncia da producdo industrial, mas também
promove processos mais ecologicos, reduzindo os gastos com energia, agua e matérias-primas (RAO
etal., 2016; WANG et al., 2017).
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A produgdo de enzimas por meio da fermentacdo é vidvel, variando conforme o
microrganismo utilizado (MESZAROS et al., 2019). Fungos, leveduras e algumas bactérias podem
ser cultivados em escala industrial, utilizando substratos ideais para a fermentacdo microbiana devido
a sua riqueza organica, baixo custo e ampla disponibilidade (GONCALVES, FONSECA, 2018;
LANGE et al., 2019).

O farelo de trigo fornece um significativo aporte nutricional ao microrganismo, com destaque
para 0 nitrogénio na forma de proteina (WESENDONCK et al., 2013). Seus beneficios para o
consumo humano sdo notaveis apds um adequado processamento (AKTAS; AKIN, 2020).

A preocupagdo com a alimentagdo tem evoluido, com crescente interesse dos consumidores
por alimentos que promovam bem-estar, satde e reducdo do risco de doencas ao longo da vida. Esse
interesse resultou em uma demanda significativa por alimentos funcionais, incentivando as industrias
alimenticias a inovarem em formulag6es e produtos. As barras de cereais tém se destacado por sua
praticidade e saudabilidade, sendo elaboradas com uma base nutritiva sélida e complementadas por
uma mistura de cereais integrais, fontes de vitaminas, sais minerais, fibras, proteinas, carboidratos
complexos, compostos bioativos e xarope de glicose, 0 que as torna atrativas para consumidores
associando-as a produtos saudaveis (AHMAD et al., 2017; MELO et al., 2020).

O xarope de glucose desempenha um papel crucial como produto amplamente comercializado
e utilizado nas industrias alimenticias, sendo empregado em diversas aplicacdes, como adocantes,
espessantes e neutralizantes de cristais de actcar. Além disso, encontra uso significativo na industria
farmacéutica, sendo empregado na producdo de xaropes, pastas e géis. Sua obtencao ocorre a partir
de matérias-primas ricas em amido, tais como batata, mandioca e milho, através de um processo de
hidrolise intensa do amido. A conversdo do amido em xarope de glucose pode ocorrer por meio de
hidrolise acida, cida enzimatica ou por métodos enzimaticos (HARNI et al., 2020).

O xarope resultante, dependendo do grau de hidrélise e do método empregado, apresenta
diferentes proporc¢des de dextrose, maltose e outros ingredientes utilizados em diversas inddstrias. A
glucose de milho é a mais comumente utilizada, desempenhando fun¢des cruciais, como evitar a
cristalizacdo do acucar, conferir brilno, aumentar a viscosidade e contribuir para a maciez em
preparacdes alimenticias. Na industria alimenticia, € comum a substituicdo de parte do agucar pela
glucose de milho, com uma substituicdo que pode atingir até 30%. Isso se deve ao fato de a glucose
de milho possuir um poder edulcorante inferior ao agucar comum, resultando em um aumento no
tempo de conservagdo dos alimentos (CODEX ALIMENTARIUS, 2003; FREITAS, 2014).

Neste estudo, realizamos varias etapas, primeiramente caracterizamos o farelo de trigo em
termos de sua composicdo centesimal. Em seguida, avaliamos a producdo enzimatica e conduzimos

a fermentacao em estado sélido para produzir xarope de glucose de trigo, utilizando o microrganismo
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R. oligosporus. Como resultado, desenvolvemos uma barra de flocos de arroz caramelizada utilizando
esse xarope, com o objetivo de tornar o processo mais compativel com a escala industrial.

Em concluséo, a valorizacdo de residuos e subprodutos representa uma questdo de extrema
importancia para o setor agroalimentar. Ha diversas oportunidades para o desenvolvimento
sustentavel de novos produtos em vérias areas industriais, destacando-se o0 baixo custo de insumos
empregados na fermentacdo em estado solido. Isso real¢ca a importancia do aproveitamento desses

residuos, agregando valores aos materiais que frequentemente séo descartados.
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2 - REFERENCIAL TEORICO

2.1 Residuos agroindustriais

O desperdicio de alimentos ao longo da cadeia de abastecimento ¢ um desafio significativo,
resultando em impactos ambientais e econémicos consideraveis. Mais de um ter¢o da producéo
alimentar é perdida antes de chegar aos consumidores, e esse problema esta se agravando com o
rapido crescimento das industrias alimentares em escala global (FAO, 2019). Diante desse cenario, €
imperativo desenvolver estratégias urgentes para reduzir o desperdicio, minimizar a perda e promover
0 reaproveitamento dos alimentos, que sdo responsaveis pela geracdo de toneladas de residuos
industriais (SEBATER et al., 2022).

Figura 1 - Desperdicio de alimento no Brasil

Colheita
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Processamento Culindrio e Habitos Alimentares
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H Industria de Processamente
® Transporte e Armazenamento

36%

Fonte: elaborado pelo Autor (2023).

A maioria dos residuos e subprodutos agroalimentares tem recebido pouca aplicacdo, sendo
principalmente utilizados para compostagem ou racdo animal. Uma alternativa atraente para alcangar
a reducdo do desperdicio € a valorizacdo dos mesmos em novos produtos de valor agregado com
aplicacOes potenciais na industria cosmética, farmacéutica e principalmente na industria de alimentos,
que podem oferecer oportunidades de geracdo de renda adicional, a0 mesmo tempo em que
contribuem para esquemas sustentaveis de producéo de alimentos (CALDEIRA et al., 2019). Uma
maneira de transformar ou minimizar os efeitos causados pelo descarte incorreto de residuos, seja
eles, urbanos, industriais ou agro, é a tecnologia de bioprocessos, que € um campo vital na inddstria
biotecnologica e tém desempenhado um papel fundamental na producdo de produtos biologicos,
como proteinas terapéuticas, enzimas industriais e biocombustiveis. Eles envolvem a utilizagdo de
microorganismos, células ou sistemas enzimaticos para realizar rea¢fes bioquimicas especificas que
resultam na producgdo de produtos desejados. O processo biotecnoldgico emprega microrganismos,

celulas ou enzimas para produzir uma variedade de produtos que séo utilizados em diferentes setores



24

da induastria. Isso pode incluir a geracdo de biomassa microbiana, a producdo de metabolitos

especificos ou a modificacao de substancias de interesse (MALAJOVICH, 2016).

Figura 2 - Processo fermentativo no cultivo de microrganismo
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/

Microrganismo Substrato
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Recuperacao e ' ~ Residuos ou
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Fonte: elaborado pelo Autor (2023).

Atualmente, hd uma crescente demanda do consumidor por produtos alimenticios que
promovam a salde de maneira geral, refletindo uma conscientizacdo crescente sobre o papel
fundamental da nutricdo nesse processo. Isso tem levado a uma reavaliacdo dos residuos
agroindustriais, muitas vezes descartados, que, quando devidamente selecionados, revelam-se fontes
ricas em nutrientes capazes de proporcionar beneficios fisioldgicos além da simples nutricdo.
Portanto, esses residuos possuem um potencial valioso para o desenvolvimento de novos alimentos
funcionais (OSORIO; FLOREZ-LOPEZ e GRANDE-TOVAR, 2020).

Um exemplo notavel sdo os residuos de vegetais, que sdo abundantes em substratos
prebioticos, como polifendis e uma variedade de carboidratos complexos néo digeriveis, classificados
como fibra alimentar soltvel. O consumo desses componentes tem sido associado a melhorias na
salde humana, estimulando seletivamente a populacdo microbiana intestinal (GIBSON et al., 2017,
FAUSTINO et al., 2019). Processos biotecnoldgicos desempenham um papel fundamental na
producdo de diversos produtos de grande relevancia econémica para a industria alimenticia, tais como
acidos organicos, enzimas, aromas, pigmentos, peptideos bioativos, biopolimeros, entre outros
(WOICIECHOWSKI et al., 2013; AHMAD et al., 2024). Pode-se também denominar como
bioprocessos, cultivos celulares, processos fermentativos, dependendo do tipo de organismo e do
processo envolvido.

A biotecnologia de forma geral abrange uma ampla variedade de técnicas e processos que

utilizam organismos vivos, sistemas biol6gicos ou seus derivados para desenvolver ou criar produtos.
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O termo "bioprocesso” refere-se especificamente aos processos industriais dentro da biotecnologia,
nos quais organismos vivos sdo manipulados para produzir substancias desejadas (YAFETTO, 2022;
MONDAL et al., 2023).

No Brasil, diferentes formas de producdo agroindustrial operam em paralelo com a
agricultura, gerando subprodutos diretamente ligados ao processamento de couro, fibras, alimentos,
madeira e a producao sucroalcooleira. Esses subprodutos sdo frequentemente sazonais e dependem
da cultura ou da disponibilidade da matéria-prima. Ao longo do tempo, a caracteristica e a quantidade
desses subprodutos podem variar (SAKARIKA et al., 2019). Portanto, submeter esses residuos a
processos que permitam a geracdo de matéria prima para outras industrias € de grande interesse

econémico, cientifico e tecnoldgico (SOUZA et al., 2021).

Figura 3 — Residuos agroindustriais e geracdo de produtos

Fonte: elaborado pelo Autor (2023).

Estudos recentes tém explorado a obtencdo de diversos ingredientes a partir de residuos, com
destaque para cereais como trigo, milho e arroz, que lideram a lista dos grdos mais demandados
globalmente, representando mais de 70% da demanda total. Em seguida, encontram-se o sorgo, 0
centeio e a cevada, com uma demanda relativamente menor (SHARMA e WARDHAN, 2017;
GUERRIERI e CAVALETTO, 2018).

Os subprodutos agroindustriais e os residuos alimentares causam impactos sociais,
econémicos e ambientais significativos a nivel global. A geracdo de residuos agroindustriais e

alimentares aumenta com o aumento da populacdo humana e ocorre como resultado de praticas
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subotimas de retalhistas e fornecedores de alimentos e do comportamento dos consumidores (DOU
etal., 2016; DOU et al., 2021). Os subprodutos agroindustriais sao gerados durante o processamento
de commodities agricolas, como milho, soja e canola, e ndo se destinam ao uso e consumo humano
direto. Esses subprodutos incluem talos de milho, farelo de arroz e trigo, casca de soja, bagaco de
cana-de-acUcar, gréos de destilaria, farinhas de sementes oleaginosas e residuos de madeira, mas
também podem incluir perdas de frutas e vegetais por podas, quedas e descartes (CAPANOGLU et.
al., 2022). A perda/desperdicio de alimentos ocorre ao longo de toda a cadeia alimentar, desde terras
agricolas (por exemplo, partes ndo comestiveis de culturas) até a cadeia de abastecimento alimentar,
que inclui processamento, transporte, armazenamento, distribuicéo, varejo e consumo (SHURSON et
al., 2023). A perda/desperdicio total de alimentos gerados em todo o mundo é de cerca de 1,3 milhdes
de toneladas anualmente, correspondendo a um terco da producédo global de alimentos, que inclui
cereais, frutas e vegetais, raizes, tubérculos, culturas oleaginosas e produtos de origem animal
(SANTOS et al., 2020); CAPANOGLU et al., 2022). A maioria destes subprodutos agroindustriais e
residuos alimentares contém enormes quantidades de energia e nutrientes que podem ser
reaproveitados em matérias-primas para alimentacdo animal e reentrar na cadeia de abastecimento
alimentar humano (SUN et al., 2024).

Portanto, é crucial adotar abordagens que maximizem o aproveitamento dos diversos residuos
gerados, transformando um desafio em uma oportunidade para impulsionar a sustentabilidade e a
inovacdo na industria agroindustrial (CAPANOGLU et al., 2022). Bioprocessos como um todo pode
ser de grande valia para industrias em geral, principalmente envolvendo residuos alimentares. O
bioprocessamento de subprodutos agroindustriais e residuos alimentares também tem sido
amplamente utilizado devido aos seus muitos beneficios (SUN et al., 2024).

Em resumo, os bioprocessos desempenham um papel essencial na biotecnologia, permitindo
a producdo eficiente e sustentdvel de uma variedade de produtos Uteis. A constante inovacao e
avancos nessa area tém o potencial de impactar positivamente setores que vado desde a saude até a

producdo de alimentos e a preservacdo ambiental.

2.2 Farelo de Trigo

Dentre os bioprocessos que geram grandes quantidades de residuos esta o trigo, o qual foi
utilizado neste estudo o farelo de trigo, que representa cerca de 30% da massa total de trigo (YE et
al., 2021) e compreende 56% de carboidratos, incluindo amido, 13-18% de proteinas e 3,5% de

gordura.
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Figura 4- Estutura do gréo de trigo
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Fonte: elaborado pelo Autor (2023).

O trigo, pertencente a familia Poaceae e ao género Triticum, abriga uma notéavel diversidade
com cerca de 21 espécies. De acordo com a legislacdo brasileira, entende-se por trigo os graos
provenientes das espécies Triticum aestivum L e Triticum durum L. E uma das principais culturas
cerealiferas, classificando-se como a segunda mais produtiva do mundo. Sua colheita é
predominantemente destinada a producdo de farinha, a qual desempenha um papel essencial na
fabricacdo de uma ampla variedade de alimentos, incluindo pées, bolos, biscoitos e outros produtos.
Para obter farinha branca, o trigo passa por um processo de beneficiamento no qual o farelo e o0 germe
sdo removidos do endosperma antes da moagem. Durante esse processo de moagem, o endosperma é

dividido em diversas fragGes, sendo uma delas denominada de "residuo” (LIU et al., 2024).

Figura 5 — Tipos de farinha de trigo

Farinha branca

i ¢ oW
~
~

o . :":)? ?:‘ <

& D G
LT
= r.p_f T

¥

4
P

Trigo Gérmen de Trigo

Fonte: elaborado pelo Autor (2023).
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A estimativa global de producdo de trigo para a safra 2019/2020 foi de aproximadamente 770
milhdes de toneladas, conforme relatério da FAO em 2019. No cenario brasileiro, a expectativa de
colheita € de cerca de 5 milhdes de toneladas, o que demanda a importacdo de aproximadamente 7
milhdes de toneladas para suprir a demanda interna, conforme dados da ABITRIGO em 2019.

Do ponto de vista estrutural, o0 amido é um homopolissacarideo composto por cadeias de
amilose e amilopectina. A amilose consiste em unidades de glicose unidas por ligacGes glicosidicas
a-1,4, formando uma cadeia linear. Por outro lado, a amilopectina € constituida por unidades de
glicose ligadas em a-1,4 e a-1,6, resultando em uma estrutura ramificada. As proporcdes relativas
dessas estruturas variam de acordo com as fontes boténicas, as variedades de uma mesma espeécie e,
até mesmo, dentro de uma mesma variedade, dependendo do grau de maturacdo da planta
(ELIASSON, 2004; TESTER et al., 2004).

O farelo de trigo, uma vez obtido, é reconhecido por sua riqueza em fibras, vitaminas e
minerais, tornando-se um componente valioso tanto na alimentagdo animal quanto humana. Seu
processo de obtencdo é cuidadosamente projetado para extrair a farinha de trigo desejada, mantendo
ao tempo a sua qualidade e propriedades nutritivas. Esse ciclo de producéo destaca a importancia nao
apenas da farinha, mas também dos subprodutos valiosos que derivam do processamento do trigo.
Além da fibra alimentar, o amido do farelo é um dos componentes mais importantes do farelo de
trigo, representando aproximadamente 15-20% do peso do farelo (COSTA, 2017).

Durante o processo de moagem, o farelo, o germe e a camada de aleurona do tecido
endospérmico sdo removidos dos grédos de cereal e constituem os subprodutos da moagem seca. Essas
fracOes de grdos sdo uma rica fonte de moléculas biofuncionais, fibras, minerais, vitaminas, lignanas,
fitoestrogenos e compostos fendlicos (LOPES; LIGABUE-BRAUN, 2021). Dependendo do processo
de moagem que pode ser a moagem a seco ou Umido, o valor nutricional final dos subprodutos varia
bastante. Portanto, as fracdes obtidas durante a moagem a seco ou a Umido podem encontrar muitas
aplicacdes em produtos alimenticios e ndo alimenticios, além do uso apenas como racdo. A maltagem,
a fabricacdo de cerveja e a destilacdo de cereais sdo processos que resultam em diversos subprodutos
que estdo se tornando matérias-primas muito atrativas para diversas areas da industria (BARBAR et
al., 2023).

Os subprodutos da moagem de trigo, de acordo com a AAFCO (1996), envolvem farelo de
trigo, trigo red dog e farinha de trigo para ragéo, representando quase 25% a 30% do trigo total
(HUANG et al., 2014). Os subprodutos da moagem do trigo sdo utilizados como ra¢do animal porque
fornecem fonte de energia, aminoacidos e fosforo (ERICKSON et al., 1985; HUANG et al., 2014;
NELSON, 1985; ROSENFELDER et al., 2013). A composi¢do quimica dos subprodutos do trigo
varia devido a diferencas na variedade do trigo que estd sendo processado, fatores ambientais e

diferencas nas técnicas de processamento (SILVA ALENCAR et al., 2020). Visto como uma fonte



29

fundamental de energia na alimentagdo humana, o amido se destaca como um polimero natural que €
abundante, acessivel, renovavel e biodegradavel. Suas aplicacdes estdo consolidadas em diversos
setores, incluindo a industria alimentar, de papel, quimica, farmacéutica e téxtil, € uma fonte rica em
amido e outros carboidratos complexos. Além disso, 0 amido que é o principal composto do trigo,
ndo é diretamente fermentével, necessitando de hidrdlise prévia de suas cadeias para a obtencéo de
glucose. Esses carboidratos tém a capacidade de passar por hidrolise, resultando na producgédo de
acucares fermentaveis. Para alcancar esse processo, € necessario realizar um tratamento hidrolitico
térmico, utilizando acido ou enzimas (WOICIECHOWSKI et al. 2002).

Por meio de hidrolise enzimatica, é possivel quebrar esses carboidratos complexos em
acucares mais simples, como a glicose. A enzima amilase, por exemplo, desempenha um papel
essencial nesse processo, pois é capaz de quebrar as ligagdes do amido, transformando-o em xarope
de trigo, composto principalmente por aglcares. O xarope de trigo obtido por hidrolise enzimética
possui aplicacdo em diversas industrias, como na producdo de alimentos, bebidas, adogantes e outros
produtos, aproveitando de forma eficiente o farelo de trigo e agregando valor a esse subproduto. E
um substrato que fornece um importante aporte nutricional ao microrganismo de interesse,
fornecendo nitrogénio na forma de proteina em propor¢des superiores a outros substratos
(WESENDONCK et al., 2013). No entanto, seus beneficios para o consumo humano séo de valores
notaveis ap6s processamento adequado (AKTAS; AKIN, 2020).

Figura 6 - Processos Quimicos versus Processos Enzimaticos
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Fonte: elaborado pelo Autor (2023).

E relevante destacar que a reutilizacio dos residuos provenientes da moagem da farinha
representa uma estratégia valiosa para a reducdo do desperdicio associado a producdo de trigo.
Surpreendentemente, até 25% do peso total do grdo pode ser desperdicado durante o processo
(CLEMENT et al., 2018; PAPAGEORGIOU e SKEND, 2018). Portanto, a pesquisa e 0
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desenvolvimento de métodos eficazes para a utilizacdo dos residuos da farinha tém o potencial ndo
apenas de reduzir o desperdicio, mas também de criar oportunidades na industria alimenticia e na

producdo de ingredientes de valor agregado a partir desses subprodutos do trigo.

2. 3 Biotecnologia aplicada em residuos agroindustriais

O Brasil, com sua vasta extensdo territorial e clima favoravel, destaca-se como um dos
principais produtores mundiais de recursos renovaveis. A producao de produtos agricolas, florestais
e residuos provenientes dessas atividades oferece um grande potencial para a geracdo de energia,
além de possibilitar a producéo de materiais e insumos para diversas industrias. O estudo menciona
alguns residuos agroindustriais significativos, como o bagaco de cana-de-acUcar, a palha de arroz, a
palha de trigo, a casca de aveia e as aparas de madeira (ROCKSTROM et al., 2016).

A utilizacdo adequada desses residuos é crucial ndo apenas para minimizar problemas
ambientais, mas também para aproveitar o potencial energético desses materiais. Além disso, a
transformacdo e a valorizacdo desses residuos podem resultar na producdo de produtos com
aplicac@es valiosas nas industrias farmacéutica, cosmética e de alimentos (ENGELBERTH, 2020).

A utilizacdo de subprodutos provenientes da gestdo eficiente de residuos pode oferecer uma
vantagem econdmica significativa, uma vez que esses materiais muitas vezes podem ser adquiridos a
precos reduzidos (MONTESDEOCA-CALDERON et al., 2024). Esses subprodutos, por sua vez,
podem ser fontes ricas em compostos bioativos, que sdo substancias importantes para a promoc¢ao da
salde. Esse enfoque na valorizagdo de subprodutos € particularmente relevante em setores
econdmicos significativos (CHAMORRO et al., 2022).

Em processos fermentativos, uma variedade de matérias-primas pode ser empregada, cada
uma com sua composicdo quimica distinta. Estas incluem, por exemplo, bagaco de cana-de-agucar,
polpa de beterraba, residuo de uva, soro de queijo, agua de maceracdo de milho, casca de arroz, entre
outras. A utilizacdo desses residuos em diversos processos fermentativos tem sido explorada para a
producdo de uma gama diversificada de produtos, tais como etanol, cogumelos, enzimas, acidos
organicos, aminodcidos e metabdlitos secundarios ativos. Essa abordagem demonstra uma
significativa versatilidade e potencial para a valorizacdo de subprodutos agricolas e industriais,
contribuindo para a sustentabilidade e a eficiéncia econémica dos processos industriais (SINGH,
NIGAM, PANDEY, 2009).
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Figura 7 - Fluxograma da utilizag&o de residuos na producéo de produtos biotecnoldgicos.
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Fonte: elaborado pelo Autor (2023).
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Vaérios estudos atuais tém contemplado a obtencdo de indmeros ingredientes a partir de
subprodutos, incluindo subprodutos de cereais (trigo e arroz) com obtengdo principal de fibras,
hemiceluloses, beta-glucanas e oligossacarideos prébidticos, a partir de raizes e tubérculos (residuos
de cana, mandioca), com obtencdo principal de polifendis e &cidos organicos, a partir de culturas
oleaginosas (soja, bagaco de azeitona) com obtencéo de fitoesterois, polifendis e pectinas, a partir de
frutos e vegetais (cascas e bagacos de varios frutos) com obtencdo principal de pectinas, fibras,
carotenoides e polifendis, a partir de carnes (0ssos, sangue, visceras de bovinos, aves e suinos) com
principal obtencédo de proteinas, peptideos ou aminoécidos, a partir de peixe e crustaceos (espinhas,
peles, cascas) com principal obtencdo de proteinas, peptideos ou aminoacidos, quitina e quitosana, e
finalmente a partir de subprodutos de leite principalmente o soro, com obtencédo de varias proteinas e
peptideos ou lactose (ROCKSTROM et al., 2016; SILVA ALENCAR et al., 2020).

A atencdo voltada para a bioconverséo de residuos agricolas e da indUstria alimenticia destaca
0 papel essencial da fermentacdo na utilizacdo eficiente de residuos sélidos para a sintese de uma
variedade de compostos de alto valor agregado e de grande relevancia industrial (OSORIO, 2020).

A crescente énfase na bioconversdo de residuos agricolas e da industria alimenticia ressalta a
importéncia crucial da fermentacdo na otimizagdo do aproveitamento de residuos solidos. Esse

processo ndo apenas contribui para a gestdo ambiental sustentavel, mas também se destaca como uma
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ferramenta versatil na sintese de diversos compostos de alto valor agregado, apresentando potenciais
beneficios econdmicos e industriais significativos. Essa abordagem inovadora nao s6 aborda questdes
ambientais, mas também abre caminhos promissores para a producdo de substancias valiosas em
setores diversos (SAKARIKA et al., 2019).

2.4 Fermentacdo em estado sélido

Entre os métodos de aproveitamento de residuos para geragdo de novos produtos estd a
fermentacdo em estado sélido (FES). Para que a FES tenha sucesso no processamento de subprodutos
agroindustriais e residuos alimentares, varios fatores devem ser considerados e otimizados para
alcancar produtos de boa qualidade nutricional (GUPTA et al., 2003).

A FES destaca-se pela sua relevancia na biotecnologia, sendo aplicavel em diversas escalas,
desde laboratdrios até ambientes industriais. Amplamente empregada na sintese de biomoléculas por
fungos, essa técnica visa ndo apenas aumentar a produtividade da fermentacao, mas também elevar a
concentracdo do produto. Trata-se de um processo de grande importancia e ampla utilizacdo nesse
contexto (FREITAS et al., 2014).

As fermentacGes tém uma longa histéria, remontando aos tempos antigos, como evidenciado
pela producdo de bebidas fermentadas, como cerveja e vinho. No Egito e México, embora as técnicas
de fermentacdo tenham sido refinadas, os processos fermentativos ocorriam em substratos naturais
de uvas e grédos, alguns dos quais eram adicionados de agua ou submetidos a pré-tratamentos
especificos. A fermentacdo ndo apenas desempenhou um papel crucial na producdo de bebidas, mas
também foi reconhecida e utilizada como método de conservagdo de alimentos. Um exemplo notavel
é a fermentacdo com fungos Rhizopus, que € conhecida ha mais de 3000 anos na producédo de molho
de soja, composto por soja, trigo, farelo de trigo, agua e sal (STARZYNSKA-JANISZEWSKA et al.,
2021).

As fermentacOes conduzidas com soja, farelo de arroz e farelo de trigo tém o potencial de
aumentar o teor de substancias com atividade antioxidante, proporcionando efeitos benéficos para a
salde humana. Essas substdncias incluem a vitamina E (tocoferol, tocotrienol), vitamina C,
antocianina, isoflavonas e polifendis. Durante esse processo, varias proteinas sdo hidrolisadas,
liberando aminoacidos essenciais como tirosina, metionina, histidina, triptofano e prolina (SAIGA et
al., 2003). A inclusédo do farelo de trigo enriquece ainda mais o espectro de compostos bioativos,
ampliando os potenciais beneficios a salde associados a essas fermentacdes.

A FES ¢ definida como o processo no qual os microrganismos crescem em substratos sélidos
na auséncia de agua livre (PANDEY et al, 2000; 2008). A matriz solida deve apresentar alguns
nutrientes necessarios para o desenvolvimento dos microrganismos durante a fermentagdo. Os

substratos solidos sdo comumente encontrados na natureza, e este processo é considerado para 0
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crescimento de microrganismos, devido ao seu desenvolvimento em ambientes naturais
(RODRIGUEZ-LEON et al, 2008). A inclusio do farelo de trigo na matriz sélida pode enriquecer
ainda mais os nutrientes disponiveis, ampliando as possibilidades para o desenvolvimento e
crescimento dos microrganismos durante o processo fermentativo.

Atualmente, a fermentacdo submersa (FSm) e a fermentacdo em estado solido (FES)
representam as principais técnicas utilizadas para a producéo de enzimas. A abordagem convencional
da FSm envolve uma fase com alta presenca de agua, na qual os microrganismos e nutrientes ficam
imersos. Esta abordagem é amplamente adotada pelas empresas de enzimas devido a sua facilidade
de controle em parametros como escala de producéo, pH, temperatura, aeracéo, oxigenacao e umidade
(PREVOT et al., 2013). Em contrapartida, a tecnologia FES se caracteriza por uma predominancia
de fase ndo aquosa. Nesse processo, uma cultura microbiana se desenvolve na superficie e entre as
particulas de uma matriz sélida, com pouca ou nenhuma presenca de agua livre. No entanto, é
essencial que o substrato fornegca um teor de umidade adequado para sustentar o crescimento e a
atividade metabolica do microrganismo (THOMAS; LARROCHE; PANDEY, 2013).

Figura 8 — Modelo de fermentacdo submersa e fermentacdo em estado sélido
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Fonte: elaborado pelo Autor (2023).

A FES tem recebido crescente atencdo nos ultimos 20 anos na pesquisa e na industria,
emergindo como uma alternativa intrigante e ainda pouco explorada para a producdo de enzimas,
oferecendo vantagens sobre o processo submerso convencional (BARRIOS-GONZALEZ, 2012;
PREVOT et al., 2013). Esta técnica é reconhecida por exigir menor investimento de capital, menor
consumo de &gua e energia, proporcionar elevados rendimentos e eficiéncia na recuperacdo de
produtos, sendo considerada 0 método mais apropriado para paises em desenvolvimento (SOUZA,

MAGALHAES, 2010). Isso inclui a fisiologia especifica apresentada pelos fungos nesse modo de
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cultivo, juntamente com a menor demanda de energia, maior eficiéncia na producdo de produtos e
reducdo na geracdo de efluentes, minimizando o risco de contaminacdo (BARRIOS-GONZALEZ,
2012; THOMAS; LARROCHE; PANDEY, 2013).

A fermentagdo em estado sélido do amido de trigo € um processo fascinante no qual
microrganismos, como fungos ou bacteérias, sdo cultivados em um substrato sélido contendo amido
proveniente do trigo. Esse método oferece uma abordagem Unica, pois 0S microrganismos crescem e
se desenvolvem em uma matriz sélida, na auséncia de agua livre. O amido de trigo, rico em
carboidratos complexos, serve como fonte nutricional para os microrganismos, que, por sua vez,
realizam processos metabdlicos complexos, como a hidrolise enziméatica do amido em produtos
fermentados. Esse tipo de fermentacdo em estado solido é conhecido por resultar em produtos com
caracteristicas sensoriais distintas e propriedades nutricionais melhoradas. Além disso, a escolha do
amido de trigo como substrato pode influenciar significativamente a composicéo e as propriedades
do produto, tornando-o uma alternativa interessante e versatil na producédo de alimentos fermentados
(ESCARAMBONI et al., 2018; FERNANDEZ NUNEZ et al., 2016; CORNEJO et al., 2019).

Antecedendo a hidrélise enzimatica, ocorre a gelatinizacdo do farelo de trigo que € um
processo crucial que prepara o substrato para a agdo enzimatica subsequente. A gelatinizacao refere-
se a transformacao fisica e quimica do amido quando submetido a calor e umidade. Nesse contexto,
a aplicacdo de calor causa a ruptura das liga¢cfes entre as moléculas de amido, permitindo a absorcao
de agua e resultando na formacao de uma matriz gelatinizada (FREITAS et al., 2014).

Ao gelatinizar o farelo de trigo, aumentamos a acessibilidade do amido as enzimas, tornando-
0 mais suscetivel a hidrélise. Esse processo é fundamental para liberar os aglcares simples, como
glicose e maltose, a partir do amido complexo presente no farelo. A gelatinizacdo também influencia
a textura, viscosidade e outras propriedades fisicas do substrato, afetando diretamente as
caracteristicas do produto obtido ap6s a hidrolise enziméatica (DE BONDT et al., 2020).

Portanto, a etapa de gelatinizacdo desempenha um papel crucial na otimizacdo do processo
global de hidrolise enzimatica, contribuindo para a eficiéncia da producédo e a obtencdo de produtos

desejados em termos de sabor, textura e composicdo nutricional (CHEN et al., 2015).
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Figura 9 — Gelatinizagdo do amido
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Fonte: Ford et al. (2002).

Entre os tipos de hidrdlise, a acida, embora seja um método tradicional, apresenta
desvantagens significativas, como a geracdo de residuos acidos perigosos e dificuldades na
recuperacdo de aclcar. Em contrapartida, 0 método enzimatico € mais eficiente e ocorre em condi¢des
ambientais, eliminando a producdo de residuos toxicos. Esse enfoque detém um enorme potencial
para aprimorar tanto a eficiéncia quanto os custos envolvidos (SUKUMARAN et al. 2009).

A otimizacdo da hidrdlise enzimatica € mais bem alcancada por meio de coquetéis
enzimaticos. Em proporcfes adequadas para diferentes substratos, esses coquetéis demonstram a
capacidade de aprimorar a sacarificacdo da biomassa em diversas aplicacbes (BUSSAMRA,
FREITAS; COSTA, 2015). Isso inclui a hidrdlise de carboidratos presentes no farelo de trigo,
especialmente considerando que esse substrato contém uma combinacdo de lignocelulose, pectina e
betaglucana.

A hidrolise enzimatica do amido se baseia na realizacdo de duas etapas: a liquefacdo e a
sacarificacdo. No processo de liquefacdo, os granulos de amido sdo dispersos em solucdo aquosa,
aquecidos (causando a gomificagdo) e hidrolisados parcial e irreversivelmente, com auxilio de uma
amilase. A presenca adequada de enzimas desempenha um papel crucial na hidrolise de derivados
amilaceos, exercendo uma influéncia significativa no processo. Determinar a concentracao Otima para
essa etapa € essencial para assegurar uma hidrélise eficaz (ESCARAMBONI et al., 2018).

Assim sendo, diversas enzimas sdo utilizadas comercialmente, das quais metade é de origem
fungica. Uma grande parte destas enzimas atualmente vem sendo aplicadas industrialmente, como é
0 caso das amilases e proteases principalmente (MCKELVEY; MURPHY, 2018).
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Na esfera industrial, focando na produgéo de enzimas, o farelo de trigo tem sido valorizado
de diversas maneiras, isso inclui a extracdo e utilizacdo das enzimas presentes no farelo para
aplicac@es industriais. Além disso, pode servir como uma fonte rica de biomassa para a producéo de
enzimas por meio de processos especificos. Essas enzimas extraidas do trigo s&o valiosas na industria
devido as suas propriedades cataliticas, sendo aplicadas em uma variedade de processos, como na
producdo de biocombustiveis e na inddstria alimenticia para melhorar a eficiéncia dos processos de
producdo (MADHAVAN et al., 2022).

Por outra vertente comercial se encontram também varias outras enzimas passiveis de
aplicacéo industrial, incluindo além das j4 comentadas amilases e proteases, também as celulases,
xilanase, lipase, e fitase, e elas podem ser produzidas por muitos géneros diferentes de
microorganismos, incluindo cepas fangicas de Aspergillus, Rhizopus e Penicilium (SCHMIDT et al.,
2014; GUSMAO et al., 2014).

Neste estudo o microrganismo utilizado foi o Rhizopus oligosporus, é um Zygomiceto
geralmente considerado seguro com a capacidade de assimilar diversas fontes de carbono para seu
crescimento e tem sido utilizado hd muito tempo como cultura inicial para a producdo de Tempeh na
Indonésia para consumo humano (POLANOWSKA et al., 2020). Além disso, a biomassa fangica
rica em proteinas de fungos filamentosos como R. oligosporus pode ser prontamente aplicada e
possuem um amplo valor de mercado (NITAYAVARDHANA e KHANAL, 2010). Varios relatos na
literatura tém estudado o potencial de produgdo de biomassa de R. oligosporus utilizando fluxos de
residuos de agro processamento (WAINAINA et al., 2020).

Figura 10 — Imagem do fungo R. oligosporus por microscopico eletrénico

Fonte: elaborado pelo Autor (2023).

Diversos processos industriais utilizam produtos que contaminam o meio ambiente. A
substituicdo de produtos quimicos por enzimas esta permitindo tornar os processos mais ecoldgicos
e com isso minimizando os danos ao ambiente. No entanto, quando as enzimas atuam em seus
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respectivos substratos, elas se decompdem em aminoacidos que sdo naturalmente reciclados no
ambiente. Permitem também aumentar a eficiéncia da producdo nas industrias, além disso, sua
utilizacao prevé processos mais ecologicos, reduzindo os gastos com energia, &gua e matérias-primas
(RAO et al., 2016; WANG et al., 2017).

As enzimas podem ser produzidas por meio da fermentacdo, variando de microrganismo para
microrganismo (MESZAROS et al., 2019). A aplicacdo industrial de enzimas tornou-se possivel
devido a habilidade dos fungos, leveduras e algumas bactérias podendo ser cultivado em escala
industrial onde podem se destacar fontes de substratos ideais para a fermentagdo microbiana, devido
a sua riqueza organica, baixo custo e ampla disponibilidade (GONCALVES, FONSECA, 2018;
LANGE et al., 2019). A fermentacao pode melhorar a digestibilidade e consequente aproveitamento
dos compostos contidos no farelo de trigo, pois o amido contido neste grdo ndo é diretamente

fermentavel, necessitando de hidrolise prévia de suas cadeias para a obtencéo de glucose.

Figura 11 — Obtencdo de enzimas de origem microbiana.
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Fonte: elaborado pelo Autor (2023).

2.5 Xarope de glucose

O termo "xarope de glucose" refere-se a todas as solu¢bes aquosas purificadas e concentradas
de polimeros de D-glicose, adquiridas por meio da hidrélise do amido. Quando mencionamos glicose,
estamos nos referindo a hidrolisados que contém moléculas de glicose em uma proporcéao entre 5% e
95%, com a condicdo de que predominem em relagdo aos outros polissacarideos (SURMELY et al.,
2003).

O xarope de glucose é um produto amplamente utilizado na industria alimenticia devido a sua
versatilidade e caracteristicas funcionais. Trata-se de um liquido doce, viscoso e transparente,
composto principalmente por glicose e outros agucares simples. Sua producdo envolve a

transformac&o de materiais ricos em amido, como cereais ou tubérculos, por meio de processos como
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a hidrolise enzimatica (GUPTA et al., 2013). Essa conversao resulta em um xarope que serve como
ingrediente essencial em diversas aplicacdes culinarias e na fabricacdo de uma variedade de produtos
alimenticios, desde confeitos e bebidas até produtos de panificacdo e molhos. A utilidade do xarope
de glicose reside ndo apenas em sua dogura, mas também em suas propriedades que melhoram a
textura, prolongam a vida util e contribuem para a estabilidade de muitos produtos alimentares
(KOGNOU et al., 2022). Neste contexto, o xarope de glicose desempenha um papel central na
industria alimenticia moderna, sendo essencial para a formulacéo e producdo de uma ampla gama de
alimentos consumidos diariamente.

Atualmente, transformar residuos em xaropes de acucar é feito utilizando a hidrolise
enzimatica. Antes disso, os residuos passam por uma etapa chamada pré-tratamento, onde sua
estrutura € modificada. Essa estrutura naturalmente resistente é ajustada para ficar mais acessivel a
enzimas. O objetivo é expor ao maximo a amilase presente, permitindo que um conjunto de enzimas
a transforme em moléculas de glicose, o tipo de agucar desejado. Esse processo torna a producao de
xaropes de acucar mais eficiente (PIHLAJANIEMI et al., 2020).

Algumas enzimas hidroliticas que compreende a-amilases, B-amilases, glicoamilases,
isopululanases, pululases, isoamilases e exopululanases, podem ser obtidas de fontes vegetais e
animais, mas as amilases microbianas possuem maior aplicacdo. As amilases sdo extremamente
importantes para a industria de alimentos e bebidas, e sdo empregadas em diversos processos como
hidrolise do amido, obtencdo de xarope de milho com alto teor de frutose, maltodextrinas e na
producdo de cerveja (FREIRES, 2019).

O xarope de glicose de milho é um liquido doce e viscoso derivado do amido de milho por
meio de um processo de hidrélise enzimatica ou acida. Durante esse processo, o amido complexo do
milho é quebrado em acUcares simples, predominantemente glicose. E um adocante comum em
muitos produtos alimenticios, incluindo doces, refrigerantes, molhos e produtos de panificagdo. Além
disso, o xarope de glicose de milho é escolhido por sua resisténcia a cristalizacdo, adogante e
edulcorante, aumento da viscosidade, estabilizador e emulsificante e por fim € responsavel pelo
fornecimento de energia em produtos como sorvetes e confeitos, entre outros (MCKELVEY;
MURPHY, 2018; BARROS et al., 2019).

Sua composicdo varia, mas geralmente € composta principalmente por glicose, maltose e
outros oligossacarideos. O xarope de glicose de milho desempenha um papel significativo na industria
alimenticia, oferecendo uma alternativa pratica e econémica para adogantes naturais. E importante
notar que, embora seja um ingrediente comum, 0 consumo excessivo de xarope de glicose, como de
qualquer acucar, deve ser monitorado devido as implicacdes para a saude associadas ao consumo
excessivo de agucares refinados (GLENDINNING; WILLIAMS, 2022).
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O xarope de glicose de milho e o xarope de glicose de trigo s&o ambos produtos utilizados na
industria alimenticia, cada um derivado de sua respectiva fonte principal através de processos de
hidrolise enzimética ou acida. Ambos os xaropes tém composicdo semelhante, sendo amplamente
empregados para melhorar a textura, sabor e estabilidade de uma variedade de produtos alimenticios
processados, como confeitos, refrigerantes, molhos e produtos de panificagdo. Contudo, as variagdes
na composi¢do podem ocorrer, dependendo dos processos de producdo especificos e das fontes
utilizadas, seja milho ou trigo. A escolha entre xarope de glicose de milho e xarope de glicose de trigo
muitas vezes depende das caracteristicas desejadas para um produto alimenticio especifico e das
consideracdes econdmicas relacionadas a disponibilidade regional das matérias-primas (HARNI et
al., 2020).

Figura 12 — Xarope de glicose de milho

Fonte: Nobrega et al. (2018).

Figura 13 — Xarope de glicose trigo

/

Fonte: elaborado pelo Autor (2023).

O xarope de glicose é frequentemente utilizado como um dos ingredientes principais na
fabricacdo de barras de cereais e alimentos de conveniéncia, principalmente como um ingrediente

adogante e para melhorar a textura dos produtos (VINHAL et al., 2022).
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2.6 Alimentos de conveniéncia

Alimentos de conveniéncia referem-se a produtos alimenticios que sao projetados para serem
convenientes e de facil preparo, geralmente exigindo pouco ou nenhum tempo de cozimento ou
preparacdo. Esses alimentos sdo destinados a atender a necessidade de refeiges rapidas e praticas,
especialmente para pessoas com um estilo de vida acelerado. Esses alimentos séo projetados para
oferecer conveniéncia, economizando tempo e esforco no preparo de refeicGes. No entanto, é
importante equilibrar o consumo desses alimentos com opc¢Bes mais nutritivas para garantir uma dieta
saudavel e equilibrada (DEVELOPMENT INITIATIVES, 2021).

A prética de se alimentar de forma solitaria e em horérios variados torna-se cada vez mais
prevalente, resultante de mudancas nos padrdes alimentares, na percepcdo do ato de cozinhar e em
estilos de vida agitados. PadrBes de consumo moldam as mentalidades dos consumidores ao longo do
tempo, gerando transformacfes duradouras nos habitos alimentares. A preferéncia por praticidade
surge da busca dos consumidores contemporaneos por solucdes que otimizem seu tempo e orgamento,
representando uma das principais correntes na industria agroalimentar atualmente (BRUNNER; VAN
DER HORST; SIEGRIST, 2010; MUTLU; GRACIA, 2004). Devido as alteracbes no modo de vida,
como o prolongamento da jornada de trabalho, os consumidores dispdem de menos tempo para
planejar e confeccionar suas refeigdes. Conforme mencionado por AHLGREN et al. (2005), cozinhar
em casa € encarado como uma tarefa, e todo o processo de preparo da refeicdo, desde a sua elaboracédo
até o consumo e a subsequente limpeza é considerado demorado.

E crucial direcionar nossa atencdo para todos os fatores que podem impactar a qualidade e a
seguranca alimentar desse tipo de produto, visando a minimizacgéo de riscos e assegurando que 0S
alimentos de conveniéncia disponiveis para o consumidor final sejam seguros e de alta qualidade
(YOUSUF et al., 2020; LEHEL et al., 2020).
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Na figura 14, séo destacados os principais fatores que devem ser considerados:
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Fonte: Yousuf et al. (2020).

No Brasil, mesmo com o amplo consumo de alimentos frescos, observa-se um crescimento na
demanda por produtos de conveniéncia. As mudangas nos habitos alimentares decorrentes do estilo
de vida moderno impulsionam a popularidade dos alimentos convenientes, que variam desde saladas
prontas e embaladas com tempero, até baguetes congeladas para assar e sobremesas como pudim com
calda congelado e sopas em lata ou congeladas (IMTIYAZ; SONI; YUKONGDI, 2022).

Vaérios estudos destacaram que 11 das 20 principais empresas agroalimentares no pais
oferecem produtos classificaveis como alimentos de conveniéncia. O aumento do impulso comercial
nessa area pode ser atribuido ao crescimento da tendéncia de conveniéncia no pais. Das cinco
tendéncias observadas para o consumo de alimentos em nivel nacional: conveniéncia e praticidade,
confiabilidade e qualidade, sensorialidade e prazer, saudabilidade e bem-estar, a Gltima se destaca
como o segmento atitudinal mais representativo, correspondendo a 34% do total (FIESP; ITAL,
2020). Com o fortalecimento da busca por conveniéncia, diversos estudos ao redor do mundo tém se

dedicado a explicar o comportamento do consumidor de alimentos convenientes.

2.7 Barra de cereais

A barra de cereais é um produto composto por diversos ingredientes secos e agentes ligantes,
desenvolvido como uma alternativa rapida e pratica para atender as necessidades nutricionais e/ou
energéticas de diferentes consumidores (FREITAS; MORETTI, 2006). Esses alimentos integram a
categoria dos conhecidos "snacks™ ou "snack foods", caracterizados por seu tamanho reduzido,
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facilidade de consumo e requisitos minimos ou nulos de preparacdo, tornando-os ideais para serem
consumidos entre as refeicdes principais (MATSUURA, 2005).

A fabricacdo de barras tem se voltado para segmentos de mercado especificos (MATSUURA,
2005), categorizando-se em quatro tipos distintos: 1) as fibrosas, caracterizadas por elevados teores
de glicose e fibras, sendo recomendado o consumo apos atividades fisicas devido ao fornecimento
consideravel de energia; 2) as diet, que apresentam menor quantidade de calorias e gorduras, auséncia
de acucar, sendo apropriadas para diabéticos e aqueles em dietas com restricdo caldrica; 3) as barras
energeéticas, mais caloricas e de facil absorcdo, indicadas para consumo durante ou apds exercicios
fisicos; e 4) as barras proteicas, com menor teor lipidico e alta concentracdo de proteinas, destinadas
a individuos que buscam ganho de massa muscular (DEGASPARI et al., 2008).

Diversos ingredientes podem ser incorporados as barras de cereais, como cereais integrais,
frutas desidratadas ou cristalizadas, sementes, castanhas, nozes, améndoas, acglcares, entre outros
(FERREIRA, 2018).

A elaboracdo desse produto envolve consideracdes essenciais, como a escolha do cereal
(aveia, trigo, arroz, cevada, milho), a selecdo cuidadosa do carboidrato para equilibrar sabor e vida
de prateleira, o enriquecimento com diversos nutrientes, a estabilidade durante o processamento e a
incorporagéo de fibra alimentar (SRIKAEO, 2020).

Entre os diversos ingredientes que podem ser adicionados, a aveia se destaca. Rica em fibra
sollvel, a aveia desempenha um papel crucial na reducdo do risco de doencas cardiovasculares
quando parte de uma dieta equilibrada. Os flocos de arroz, milho ou trigo sdo utilizados na
composicdo da barra para conferir textura agradavel e menor densidade ao produto final (SAAD et
al., 2011). A combinacdo precisa desses ingredientes é fundamental para garantir que o produto
apresente crocancia, textura e sabor adequados, atendendo as preferéncias de diversos consumidores
(FREITAS; MORETT], 2006).

A introducdo das barras de cereais no Brasil ocorreu em 1992, pela empresa Nutrimental.
Inicialmente, ndo foram amplamente aceitas pelos consumidores, mas alguns anos depois
conquistaram espaco, experimentando um crescimento anual de 25% no mercado. Esse sucesso atraiu
importantes empresas do setor alimenticio (BARBOSA, 2003).

Essa categoria esta experimentando um notavel crescimento em comparacgéo a outros tipos de
alimentos (PAIVA, 2008). No Brasil, o0 consumo estd em ascensédo diéria, conquistando individuos
de diversas idades e classes sociais (BUENO, 2005). Nos Estados Unidos, o impulsionador desse
crescimento na Ultima década foram produtos inovadores, com foco em praticidade e salde
(PALAZZOLO, 2003). A conex&o entre barras de cereais e uma alimentacdo saudavel representa uma
tendéncia no setor alimenticio, proporcionando beneficios ao mercado desses produtos (SOUIY et
al., 2022).
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As barras de cereais possuem uma configuragdo retangular e sdo de tamanho reduzido,
evoluindo ao longo dos anos de um produto "duro™ e crocante para uma op¢ao "macia™ e mastigavel.
Hoje em dia, algumas variantes sdo até mesmo cobertas com chocolate. Os consumidores vinculam
essas barras a produtos saudaveis, e o sabor permanece a principal motivacdo de compra (FREITAS
e MORETT], 2006).

As barras de cereais tém potencial para se alinhar a essa tendéncia, sendo produzidas atraves
da extrusdo de uma massa de cereais com sabor adocicado e agradavel. Elas constituem uma fonte de
fibras, vitaminas, sais minerais, proteinas e carboidratos digestiveis (SANTOS et al., 2019). O
mercado dessas barras estd em expansao, impulsionado pela busca por produtos saudaveis, o que tem
levado a industria alimenticia a diversificar sabores e atributos. O crescimento nas vendas desse
produto esta relacionado ao resgate de habitos alimentares saudaveis e a recomendacao de consumo
regular de fibras por parte de nutricionistas e 6rgdos oficiais. Essa promocdo € embasada na
constatacdo de que as fibras, embora ndo fornecam energia, desempenham um papel crucial em
melhorias nas funcdes gastrointestinais, regulando os niveis plasmaticos de glicose, colesterol e
triacilglicerois, contribuindo assim para o controle e/ou reducéo do risco de certas doencas cronicas
e degenerativas. Em uma dieta equilibrada, o consumo de fibras pode diminuir o risco de doencas
como as coronarianas e alguns tipos de cancer (PINTO et al., 2017; BOUKID et al., 2022).

Considerando atributos sensoriais e vantagens para a saude, é relevante destacar a importancia
de investigar novos ingredientes alimenticios que possam aprimorar a qualidade nutricional de
maneira econdmica e com ampla aplicabilidade industrial. Nesse cenario, as agroindistrias geram
volumes substanciais de residuos, os quais apresentam potencial para beneficiar a saide humana, pois
contém elevados teores de proteinas, fibras, minerais e vitaminas. Além disso, o uso eficiente desses
residuos ndo apenas contribuira para reduzir sua inadequada eliminacdo, mas também minimizara os
efeitos poluentes no meio ambiente (SANTOS et al., 2019; MELO et al., 2020; MUNIZ et al., 2020).

O farelo de trigo pode ser considerado uma alternativa vidvel para a transformacédo de seus
residuos agroindustriais em produtos comercializaveis como o xarope de glucose de trigo, devido ao
seu alto valor nutritivo em relacdo aos flocos de arroz, gergelim, aveia e xarope de glucose de milho,
constituintes normalmente utilizados em barras de cereais, a sua excelente aceitagdo do consumo in
natura, as suas caracteristicas de sabor apreciadas para o consumo e, sobretudo, pela facilidade de
manipulacdo de seus residuos.

Os flocos de arroz sé@o um ingrediente alimentar versatil e amplamente utilizado na producgéo
de uma variedade de produtos. Obtidos a partir do arroz, esses flocos passam por um processo de pré-
cozimento e prensagem, resultando em finas laminas crocantes. Sua textura leve e sabor suave fazem
deles uma escolha popular para a criacdo de cereais matinais, barras de cereais, snacks e outras
iguarias (DIAS, 2020; VINHAL et al., 2022).
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Compostos por carboidratos, gorduras e fibras, os flocos de arroz ndo apenas contribuem para
a textura crocante dos produtos em que sdo utilizados, mas também oferecem uma base versatil para
a adicdo de sabores complementares (DIAS, 2020).

Além de sua caracteristica crocante, os flocos de arroz séo apreciados por sua capacidade de
absorver sabores e aromas, tornando-os uma base ideal para criagdes culinérias diversas. Sua
neutralidade permite a combinacdo com uma variedade de ingredientes, desde frutas e mel até
chocolates e frutos secos, resultando em produtos alimentares com diferentes perfis de sabor. A
praticidade e a versatilidade dos flocos de arroz os tornam uma opg¢do conveniente para incorporar
em receitas caseiras ou como base para produtos alimenticios industrializados. Seu papel vai além de
simplesmente adicionar crocancia; os flocos de arroz frequentemente atuam como uma tela em
branco, permitindo a criacdo de alimentos equilibrados em termos de sabor e textura (SOUIY et al.,
2022; FRIEDRICHSEN et al., 2022).

Figura 15 - Barra de flocos de arroz e Barra de cereal com glicose de trigo
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Fonte: elaborado pelo Autor (2023).

2.8 Alimento funcional

Conforme estabelecido pela resolugdo Anvisa n° 18 de 30 de abril de 1999, os alimentos
denominados funcionais devem aderir as seguintes diretrizes: "Alegagdo de propriedade funcional
refere-se ao papel metabdlico ou fisiol6gico que o nutriente ou ndo nutriente desempenha no
crescimento, desenvolvimento, manutencéo e outras fungdes normais do organismo humano.” Por
sua vez, "Alegacdo de propriedade de salde é aquela que declara, sugere ou implica uma conexao
entre o alimento ou ingrediente e doenca ou condicao relacionada a sadde."

Figura 16 - Propriedades bioldgicas de componentes/compostos bioativos dos alimentos

funcionais.
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Alimentos

Funcionais

Um alimento é considerado funcional quando vai além de sua funcdo bésica de fornecer
nutrientes essenciais para o corpo. Os alimentos funcionais sdo formulados para proporcionar
beneficios especificos a saude, além das necessidades nutricionais basicas. Geralmente, eles contém
ingredientes ativos que podem ter efeitos positivos no organismo, promovendo fungdes metabdlicas
ou fisioldgicas especificas. Deve atender a certos critérios como por exemplo, deve conter substancias
que oferecam beneficios comprovados a saude. Isso pode incluir vitaminas, minerais, antioxidantes,
fibras, probidticos, acidos graxos 6mega-3 e outros compostos bioativos (CHANDIMALI et al.,
2024).

As barras de cereais podem ser categorizadas como alimentos funcionais, desde que
apresentem em sua composi¢ao uma concentracdo adequada de substancias com esse propdsito. Uma
abordagem abrangente para definir alimentos funcionais engloba qualquer alimento, seja natural ou
preparado pelo homem, que contenha uma ou mais substancias classificadas como nutrientes ou néo
nutrientes. Essas substancias sdo capazes de influenciar o metabolismo e a fisiologia humanos,
promovendo efeitos benéficos a salude. Além disso, tais alimentos tém o potencial de retardar
processos patoldgicos associados a doencas cronicas e/ou degenerativas, contribuindo assim para a
melhoria da qualidade de vida e expectativa de vida das pessoas (PEREZ-RODRIGUEZ et al., 2023).

As barras de flocos de arroz vém ocupando espaco e se destacando por aliar inovacao,
praticidade e saudabilidade em um Unico alimento. Sdo elaboradas a partir de uma base sélida
nutritiva podendo acrescentar posteriormente uma mistura de cereais integrais de sabor agradavel,

fonte de vitaminas, sais minerais, fibras, proteinas, carboidratos complexos, compostos bioativos e
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xarope de glucose, que aumentam a aceitabilidade pelos consumidores que associam as barras a
produtos saudaveis (AHMAD et al., 2017; MELO et al., 2020).

No entanto, estudos com foco na sustentabilidade ambiental dos agucares fermentaveis como
plataforma intermediaria para a producdo de bioprodutos ou biocombustiveis sdo escassos. Desta
forma, ndo sé se torna um elemento valioso na formulacéo de alimentos e ra¢fes, mas também para
uma ampla gama de aplicagdes industriais (por exemplo, biopolimeros, bioquimicos etc.) (SOUSA
et al., 2019). A disponibilidade de informag6es sobre o0 assunto resultou em uma nova demanda por
tais alimentos e acelerou o desenvolvimento deste grupo de produtos. Como resultado, ha uma busca
constante por novos produtos que tenham uma influéncia positiva adicional no corpo humano. Com
efeito, existem novos termos diferentes utilizados para descrever novos tipos de tais produtos, por
exemplo, alimentos saudaveis, alimentos ecologicos, alimentos concebidos, alimentos adaptados,
alimentos funcionais e nutracéuticos (PINTO et al., 2017; VINHAL et al., 2022).

A inddstria alimentar, particularmente no processamento de alimentos e na producao de novos
produtos alimentares, esta sempre a procura de formas mais economicas e que poupem tempo para
manter intactos o valor nutricional, as caracteristicas funcionais e o prazo de validade dos seus
produtos (VERMA et al., 2018; SRIVASTAV et al., 2020). Recentemente, tem havido um aumento
na procura entre os consumidores por produtos alimentares que proporcionem vantagens para a salde.
Isto se deve a crescente conscientizacdo dos consumidores sobre a influéncia que um alimento
adequado pode ter na salde. Por causa disso, os alimentos funcionais que incluem componentes
biofuncionais que sdo benéficos para a salde, como antioxidantes, 6leos essenciais, minerais,
vitaminas e flavonoides, estdo experimentando um aumento na popularidade (CAKMAKCI,
CAKMAKCI, 2023; VERMA, THAKUR, 2021). De acordo com LIU et al. (2022), a instabilidade
destes nutrientes é causada pela oxidacdo que é desencadeada por uma série de factores externos,
incluindo luz, temperatura, oxigénio, pH etc.

A preocupacdo com a alimentacdo vem mudando nas Ultimas décadas, uma vez que hd um
aumento crescente do interesse dos consumidores por alimentos que assegurem ndo s6 o bem-estar e
a salde, mas que possam, também, reduzir o risco de doencas ao longo da vida, como evidenciado
por um aumento significativo da demanda por alimentos funcionais (SINHA; PARMAR, 2023).

Os resultados das pesquisas realizadas neste estudo evidenciaram que os alimentos funcionais
representam uma promissora opc¢ao na alimentacdo humana e os advindos de residuos na producéo
de novos produtos se destacam por sua tecnologia. Quando integrados a uma dieta adequada, esses
alimentos tém o potencial de proporcionar diversos beneficios a satde, apresentando também elevado
valor nutricional associado a sua composi¢do quimica (AMORIN et al., 2023).

Em resumo, esta pesquisa destacou especificamente varios produtos a base de cereais como

exemplos promissores de alimentos funcionais. Além disso, os estudos revisados demonstraram que
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esses alimentos oferecem ndo apenas proteinas, vitaminas e minerais, mas também propriedades
funcionais que contribuem para a prevencao de doencas. Assim, fortalecer a compreenséo e a eficacia
da inclusdo de alimentos a base de cereais na dieta, como pdes, bolos, barras de cereais, biscoitos,
leites a base de cereais e bebidas fermentadas de produtos ndo lacteos, torna-se crucial.

Nos Ultimos anos, muito tem-se falado e buscado sobre uma alimentacéo saudavel e maneiras
de alcanca-la. Os alimentos funcionais a base de cereais, por exemplo, vem sendo uma estratégia
interessante para que este objetivo seja alcangado, pois, os diversos produtos fornecidos pelo mercado
atualmente sdo descritos como benéficos ao consumidor quando inseridos em uma alimentacao
balanceada. Até 0 momento atual, muitas empresas ja investiram na ideia, visto que, ao se pensar
neste tipo de proposta ela tende a dominar cada vez mais o mercado, pois, a busca por uma
alimentacdo mais saudavel cresce acentuadamente em diversos paises do mundo. Diante disso, as
barras de cereais apresentam propriedades sensoriais agradaveis, similares as industrializadas e mais
bem aceitas quando elaboradas com média concentracdo de agucar na calda, altos teores de fibra
alimentar e reducdo de sddio. As barras de cereais apresentam baixa atividade de agua e atendem as
especificacbes sanitarias, sendo estaveis durante 60 dias de armazenamento (ADEFEGHA, 2018;
DAMIAN et al., 2022).

Diante do exposto, as barras de flocos de arroz produzidas com xarope de glicose de trigo
mantiveram caracteristicas organolépticas comparadas aquelas produzidas com produto
industrializado (xarope de glicose de milho) e apresentaram diminuicdo do valor caldrico e do teor
de sddio. Portanto, barras de cereais produzidas com xarope de glicose de trigo podem ser de grande
interesse para a induastria alimenticia, agregando valor nutricional e funcional a um produto bem

estabelecido.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

A presente tese teve por objetivo o aumento da eficiéncia da extracdo de amido na inddstria
de farinha de trigo e desenvolvimento de novos produtos a partir de técnicas fisicas e biotecnoldgicas.
Assim, a obtencdo adicional de amido soltvel e um composto rico em glucose, aminoacidos, proteinas

e fibras, sendo como base para producdo de uma barra de flocos de arroz.

3.2 Objetivos especificos
Caracterizacdo centesimal do farelo de trigo;
Avaliar parametros técnicos de gelatinizacdo do farelo de trigo para otimizar a extracao

adicional de amido;
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Avaliacdo da producéo enzimatica utilizando farelo de trigo em cultivo com Rhizopus
oligosporus através de técnica de cultivo em estado sélido;

Determinacgdo dos parametros de hidrdlise enzimatica de amido e proteinas da fracdo fibrosa
extraida da etapa de gelatinizacdo do farelo de trigo;

Atividade antioxidante da glucose de trigo obtida e determinacdo do teor de polifendis e
flavonoides totais.
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Abstract

Wheat bran is one of the most abundant by-products from grain milling, which can be used as substrate for solid-state
fermentation (SSF) to obtain enzymes able to convert this agro-industrial waste into glucose syrup, which in turn can be
applied to produce different food products. The present study aimed to determine centesimal composition of wheat bran,
obtain enzymatic extract that converts wheat bran into wheat glucose syrup (WGS), produce rice flakes cereal bars
(RFCB), and evaluate their nutritional composition and the presence of functional compounds, as well as their antioxidant
potential. Determination of centesimal composition of wheat bran demonstrated its nutritional potential. Enzymatic
extract was obtained, and it converted wheat bran into WGS, which were applied to rice flakes producing RFCB. These
cereal bars proved to be a source of dietary fiber (1.8 g) and soluble protein (7.2 g) while RCFB produced with corn
glucose syrup did not present these nutritional components. In addition, RFCB produced with WGS showed polyphenolic
compounds, among them flavonoids, which exhibited antioxidant activity by DPPH and ABTS radical scavenging
(47.46% and 711.89 uM Trolox Equivalent/g, respectively), and iron ion reduction (71.70 uM Trolox equivalent/g). Final
product maintained organoleptic profile characteristic of cereal bars and it showed a decrease in caloric value and sodium
content. Therefore, the present study showed that the bioprocess of SSF yields a nutritional, ecological, and functional
food product, which might be of great interest for food industry, adding nutritional and functional value to a well-
stablished product.

Keywords: Agro-industrial waste, Bioactive compounds, Cereal bars, Convenience food, Rice flakes.

1. Introduction

Wheat bran is the main and most abundant by-product of grain milling and it consists of a residue that can be
considered a renewable food resource [1, 2]. This waste product is produced in large quantities worldwide, although only
10% of wheat bran generated is used to supplement human food in food industry, while the rest is used for animal feed
or as soil fertilizer, which are considered low added-value by-products [3]. Wheat bran is composed of the outermost
layer of the wheat grain, known as pericarp, which surrounds the endosperm and germ [4]. During conventional milling,
the bran is separated from the endosperm by milling, sifting, and purification processes that result in the refined wheat
flour, which is used to produce a wide range of food products [5].

Microorganisms have been used to produce several products, including industrially important biomolecules,
although, they have been applied to bio-recycle agro-industrial wastes. The low cost of microorganisms allows the
development of economically competitive and eco-friendly processes [6]. In recent years, there has been an increase in
the number of studies aimed to identify possible applications of agro-industrial wastes to generate high added-value
products [7-9]. These studies have been marked by the attempts to find solutions for environmental problems and reduce
bioprocesses costs [10]. Solid-state fermentation (SSF) is one of the processes in which agro-industrial wastes can be
used since the physico-chemical nature of these substrates facilitates the growth and development of microorganisms
[11].

SSF is a bioprocess that uses a moist, solid, non-soluble organic material that acts as a support and nutrient source
for the growth of microorganisms [12, 13]. This process is considered an important approach for bioconversion of agro-
industrial wastes. Several industries are benefited by SSF such as pharmaceutical, chemical, and food industries, which
can apply this bioprocess to produce useful industrial products [12, 14, 15]. Currently, industries have been investing in
research and new bioprocess technologies capable of using agro-industrial wastes to obtain high added-value products

such as organic acids, antibiotics, bioethanol, enzymes, secondary metabolites, biofuels, and biosurfactants [15-18].
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The operation of SSF can be used to produce different enzymes of industrial interest, mainly amylases that are
generally used in the degradation and transformation of substrates composed of lignocellulosic biomass into concentrated
sugar syrups [19]. The lignocellulosic biomass is a rich and chemically complex material whose structure is represented
by the physico-chemical interaction of cellulose, hemicellulose, and lignin [20]. In order to convert lignocellulosic
biomass into sugar syrups by enzymatic hydrolysis a pretreatment step must be undergone to alter its complex structure
[21, 22]. The pre-treatment is responsible for exposing the chains of cellulose to enzyme to convert polysaccharides into
glucose [23, 24].

Convenience foods refer to foods that have been gaining market popularity due to easy preparation and
consumption, reducing the need of time, effort, and cooking skills [25, 26]. Cereal bars are bar-shaped convenient food
products, usually prepared by pressing whole or flaked cereals with dried fruit, candied fruit, or berries, which are in most
cases held together by glucose syrup [27, 28]. They can be produced using several cereals as basis for the other ingredients,
among them rice is commonly used in the form of flakes that are prepared with dehusked rice and consequently are easy
to digest. Besides, production process of rice flakes involves rice roasting, which increases shelf life of these flakes [29,
30]. Rice flakes can be used in different preparations, and they are rich in carbohydrates, proteins, vitamins, minerals (Ca,
K, Na, Mg, and Fe) and fiber; however, their composition varies depending on the rice varieties and processing methods
[31].

One of the most important ingredients in the production of cereal bars is a glucose syrup, which can bind, soften,
and sweeten the final product. Glucose syrup is obtained from the hydrolysis of starch, and it is a type of sugar widely
used as a raw material in several industries including food, confectionery, beverage, jelly, pharmaceutical, and chemical
industries [23, 32]. These industries commonly use glucose syrup from corn or cassava, which is mainly composed by
sugars (glucose and sucrose) and does not attribute functional value to the products. Considering that, other sources of
starch have been considered such as fruits, seeds, roots, and agro-industrial wastes [32, 33]. Among these wastes, wheat
bran has demonstrated to be a promising by-product [34]. Glucose syrup produced from agro-industrial wastes may be an
alternative as it provides an ecological and sustainable solution for food industry [35]. Furthermore, it may add functional
compounds to food products, increasing their nutritional and economical value [36, 37].

Given the above, consumers have been increasingly concerned about their health and consequently they choose food
options that might contribute to health benefits and disease prevention. In recent decades, consumers have demanded
“clean label” foods, an eco-friendly movement aimed at improving quality of foods [38]. Considering that, the present
study aimed to produce enzymes by bioprocess of SSF and subsequently generate wheat glucose syrup (WGS) to
incorporate in rice flakes to produce rice flakes cereal bars (RFCB). It also aimed to determine nutritional composition of

RFCB and evaluate the presence of functional compounds and their antioxidant potential.

2. Material and Methods

2.1 Obtaining wheat bran

The wheat bran was provided by Moinho Nacional Ltda. (Assis, Sdo Paulo, Brazil) in the form of powder (bran)
packaged in vacuum bags. The wheat bran obtained by extrusion process, where 86% of the bran was retained on 14 and
24 mesh sieves, which corresponded to particle sizes that varied from 1.18 and 0.71 mm. Wheat bran presented initial

moisture content of 55% and it was stored in a cold chamber at -10°C.



64

2.2 Centesimal characterization of wheat bran

2.2.1 Total starch determination

Starch determination was carried out following colorimetric method described by Freitas et al. [39]. Samples
were homogenized at 80°C for 20 min before analysis. 4.8 mL HCI (0.1 M) and 0.1 mL of sample were mixed in reaction
tubes and 0.15 mL of iodine solution (0.5 g/L of sublimated iodide and 1 g/L KI) were subsequently added. Absorbances
were read at 620 nm using a spectrophotometer (BelPhotonics Brazil) and results of starch quantification were determined

by means of a standard curve plotted with starch solution (Sigma Aldrich, Brazil) gelatinized from 0 to 8 mg/mL.

2.2.2 Moisture determination
Moisture was determined by gravimetric method. Samples were placed in pre-weighted dishes, which were
heated in an oven at 105°C until a constant weight was reached. The difference of weight before and after heating process

was used to determine moisture content.

2.2.3 Ash determination

Ash determination was carried out by gravimetric method. Samples were placed in pre-weighted crucibles, which
were incinerated in a muffle furnace (Sppencer, Iperd, Brazil) at 550°C for 5 h. Then, samples were maintained in a
desiccator until room temperature was achieved. The difference of weight before and after heating process was used to

determine ash content [40].

2.2.4 Lipid determination

Soxhlet flask was dried at 105°C, weighted on an analytical balance and coupled to the extractor with petroleum
ether. Three grams of each sample was transferred into folded filter paper that was then placed in the extractor. The
apparatus was cooled to 20°C in a water bath for condensation and the flask was heated using a thermal blanket. Samples
were kept for 10 h in ether washes. Afterwards, the flask was dried at 105°C and maintained in a desiccator until room
temperature was reached. The difference of weight between empty flask and flask with lipids was used to determine lipids
content [41].

2.2.5 Protein determination

Protein determination was performed according to AOAC [41]. 0.1 g of sample was mixed with 1 g of catalyst
and 3 mL of sulfuric acid in digestion tubes and then the mixture was heated at 350°C. After cooling, 5 drops of
phenolphthalein were added, and tubes were connected to distillation apparatus. NaOH (40%, w/v) was added to the
digested sample and the distillate was collected in an Erlenmeyer containing 10 mL of H3BOj3 solution with 2 drops of

methyl red and bromocrezol green. The distillate was titrated against 0.02 N HCI solution until a pink color was observed.

2.2.6 Crude fiber determination
The analysis of total crude fiber content was performed according to AOAC [41]. Using acidic and basic

solutions for digestion of carbohydrates, lipids, among other compounds for fiber determination.

2.2.7 Carbohydrate content
The carbohydrate content was determined by the calculation of the difference between measured values of moisture, ash,
proteins, and lipids subtracted from 100% [42].
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2.3 Obtaining amylolytic enzymes

2.3.1 Preparation of microorganism and inoculum

Rhizopus oligosporus (CCT 3762) was acquired from Fundagéo Tropical de Pesquisas e Tecnologia “André
Tosello”, Campinas, Sdo Paulo, Brazil. Fungal strains were cultivated in plates containing potato dextrose agar (PDA)
(Difco, USA) for 7 days at 30°C. Viable spores from the culture were harvested under sterile conditions by flooding the

plates with Tween 80 in ultrapure water (0.01%, v/v). The spore suspension was used as inoculum for SSF.

2.3.2 Solid-state fermentation (SSF)

SSF was performed in 250 mL erlenmeyer flasks containing 10 g of wheat bran (dry basis), moistened with an
aqueous nutritive solution (ammonium sulfate (1.25%, w/w), monobasic potassium phosphate (0.25%, w/w), and urea
(1.25%, wiw)) optimized for the microorganism under study [43]. Substrate moisture was adjusted to 55%, followed by
sterilization (121°C, 1 atm, 20 min) and aseptic inoculation with 108 spores per gram of substrate. After fermentation, the
enzymes were extracted using 10 mL distilled water per gram. The mixture was shaken for 30 min at 28°C in an orbital

shaker operating at 180 rpm. Then, enzyme extract was filtered and used to measure enzymatic activity [44].

2.3.3 Amylolytic activity

Amylolytic activity was measured using 5-dinitrosalicylic acid (DNS) method described by Miller [45]. 100 pL
of enzyme extract and 650 pL of substrate (soluble starch (0.5%, w/v) in 0.05 M sodium acetate buffer (pH 5.5)) were
incubated for 10 min at 60°C. Then, 500 puL of DNS solution were added and the mixture was heated in boiling water
bath for 5 min and diluted in 3.75 mL distilled water. Absorbances were measured at 540 nm using glucose as standard.
One unit of enzyme activity was defined as the amount of enzyme that releases one pumol of reducing sugars per minute

and results were expressed as units per gram of dry substrate (U/g).

2.4 Obtaining WGS
2.4.1 Gelatinization of wheat bran using enzymatic fermentation broth
The gelatinization was carried out with constant agitation and varying time (30, 60, or 90 min), temperature (70,

80, or 90°C), and wheat bran concentration (5, 10, or 15%) to determine the best condition for gelatinization [46].

2.4.2 Enzymatic hydrolysis and production of WGS

For the analysis of enzymatic hydrolysis of wheat bran, the enzymatic extract produced in SSF was used. The
substrate (wheat bran (10%, w/v) in 0.05 M sodium acetate buffer (pH 4.5)) was gelatinized at 70°C for 30 min. After
that, temperature was reduced to 50°C for the addition of 15 U/g of enzymatic extract and the mixture was incubated at
24 h. After the reaction, hydrolysate was boiled for enzymatic inactivation and centrifuged at 3000g for 15 min. The
supernatant was removed, and the reducing sugar was measured by the DNS method and total reducing sugars was
evaluated by the method described by Miller [45]. After this process, the resulting WGS was concentrated in an

evaporator. Crude WGS was considered as 100%, which was diluted for the analyses.

2.5 Obtaining raw material for the production of RFCB
The ingredients to produce the RFCB were purchased from local specialized stores in Assis, Sdo Paulo, Brazil
(-22°3940" S and -50°23'58" W, at 560 m) except for WGS, which was produced in our laboratory by enzymatic

hydrolysis of wheat bran. Rice flakes, white sugar, water, and corn glucose syrup (CGS) or WGS were used to obtain the
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RFCB. CGS (commercial product) was used as control. Crude CGS was assumed as 100%, which was diluted for the
analyses.

The RFCB were prepared using 100g rice flakes, 100g white sugar, 15 mL water and 30 mL glucose syrup (corn
or wheat) (Fig 1). Sugar and water were mixed and heated to an average temperature of 120°C until caramelization. After
that, glucose syrup (corn or wheat) was added and when the mixture reached point of candy, rice flakes were added. The
ingredients were incorporated to form a homogeneous caramelized mass that was poured evenly onto a stainless-steel
surface coated with non-stick baking paper. After cooling, the prepared mixture was cut into bars of 7 cm x 5¢cm x 1 cm.
RFCB were wrapped in plastic film and stored at room temperature (Fig 2). Rice flakes and RFCB produced with CGS
or WGS were grounded, and solutions were prepared at 10 mg/mL (considered as 100%), which were diluted for the

analyses.

1 2 3 4
Fig 1. Raw materials used to produce rice flakes cereal bars (RFCB), where 1: 100g rice flakes, 2: 100g white sugar, 3:

15 mL water, and 4: 30 mL glucose syrup (corn or wheat).
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Fig 2. Flowchart of the production of rice flakes cereal bars (RFCB).

2.6 Determination of bioactive compounds of WGS, CGS, RFCB, and rice flakes

2.6.1 Determination of total polyphenols content
Total polyphenols content was evaluated following Folin-Ciocalteau method as reported by Singleton and Rossi [47] and
adapted by Silva et al. [48]. 250 pL samples, 2.5 mL distilled water, and 125 pL Folin-Ciocalteau reagent were mixed.
Then, 500 pL 10% Na,CO3 were added, and the mixture was incubated for 1 h. Absorbance was measured at 765 nm and

total polyphenols content was expressed as mg gallic acid equivalent per gram of dry weight (mg GAE/g DW).

2.6.2 Determination of total flavonoids content

Total flavonoids content was evaluated by aluminum chloride method as reported by Christ and Muller [49] and
adapted by Silva et al. [48]. 250 pL samples, 1.25 mL distilled water, 75 pL 5% NaNO, and 150 pL AICl; were mixed.
Afterwards, 500 pL 1M NaOH was added, and the volume was completed with 2.5 mL distilled water. Absorbance was
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measured at 510 nm and total flavonoids content was expressed as mg rutin equivalent per gram of dry weight (mg RE/g
DW).

2.6.3 Determination of total soluble proteins content

Total soluble proteins were determined by Bradford method as described by Bradford [50]. 10 puL samples (0.1
mg/mL), 790 pL distilled water, and 200 pL Bradford reagent were mixed. The mixture was incubated at room
temperature for 5 min and absorbance was measured at 595 nm. The total soluble proteins content was calculated using a

calibration curve plotted with bovine serum albumin (BSA).

2.6.4 Determination of reducing sugar content

Reducing sugar was quantified by DNS method as described by Miller [45]. 1 mL samples (0.1 mg/mL), and
500 pL DNS solution was added and the mixture was placed in a water bath at 100°C for 5 min. Then, the mixture was
diluted in 3.75 mL distilled water and absorbances were read at 540 nm using glucose as standard. An enzymatic unit was

defined as the amount of enzyme that releases 1 umol of glucose per minute of reaction.

2.7 Evaluation of antioxidant activity of WGS, CGS, RFCB, and rice flakes

2.7.1 DPPH free radical scavenging activity
Antioxidant activity was carried out using DPPH method according to Rufino et al. [51]. 1 mL of acetate buffer (100
mM/pH 5.5), 1.25 mL ethanol, 250 uL. DPPH (500 uM) and 50 pL of samples were mixed and kept in dark for 30 min.
Absorbances of samples were read at 517 nm using a spectrophotometer (BelPhotonics Brazil). Results were calculated
following the formula: Antioxidant activity (%) = [(Control-Samples)/Control] x 100, where Control is the absorbance

of control, Samples is the absorbance of samples.

2.7.2 Iron ion reducing potential (FRAP)

Antioxidant evaluation by FRAP test was conducted according to Guimaraes et al. [52]. 2.7 mL FRAP reagent
(acetate buffer (300 mM/pH 3.6) + TPTZ (10 mM/40 mM HCI) + FeCl3.6H,0 (20 mM) at 10:1:1 (v/v/v)), 270 uL
ultrapure water and 90 pL of samples were mixed in a test tube. This solution was heated for 30 min at 37°C and then
absorbances were read using a spectrophotometer at 593 nm. Results were calculated and expressed as uM Trolox

Equivalent (TE) per gram of sample.

2.7.3 ABTS radical scavenging test

Antioxidant activity was conducted according to Re et al. [53] by the evaluation of ABTS radical scavenging
potential. 7 mM ABTS and 2.45 mM potassium persulphate were mixed for the preparation of ABTS solution, which was
incubated 12-16h at 23°C in dark. Afterwards, this solution was mixed with 80% ethanol until it reached absorbance of
0.700 at 734 nm obtained with a UV-Vis spectrophotometer. 0.1 mL of samples were added to 3.9 mL of ABTS solution,
which was vigorously vortexed and kept at 23°C for 6 min. Absorbances were measured at 734 nm and results were

presented as uM Trolox Equivalent (TE) per gram of sample.

2.8 Design of Nutrition Facts label
Nutrition Facts label was designed according to the Brazilian Food Composition Table [54]. The data obtained
from the analyses and nutritional information from the raw materials served as basis to calculate and indicate micro- and

macronutrients content of RFCB in the Nutrition Facts label including calories (Kcal), carbohydrates, proteins, total fat,
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saturated fat, trans fat, dietary fiber, and sodium. Information regarding bioactive compounds with functional properties

were included as defined by current Brazilian Health Regulatory Agency (ANVISA) regulation [55].

2.9 Statistical analysis
Statistical analysis was performed with one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey test using

BioEstat 5.0 software.

3. Results and Discussion

3.1 Centesimal characterization of wheat bran

Centesimal characterization of wheat bran evaluated in this study demonstrated a starch concentration of 52%,
which was lower than values obtained by Shang et al. [56] and Babu et al. [57] that reported starch concentration greater
than 80% in wheat bran. However, Onipe et al. [34], Kong et al. [58], and Ye et al. [59] reported lower starch concentration
percentage than that observed in the present study. These variations may be attributed to grain processing stage, which
could present higher or lower values according to the desired final product.

Wheat bran presented a moisture content of approximately 14%, which differed from study performed by Shang
et al. [56] that showed 8.1% moisture content in wheat bran. Moisture content is a parameter directly correlated to storage,
packaging, and transportation of grains; thus, the variation of values may be found considering that wheat bran is an agro-
industrial waste exposed to several conditions. Wheat bran showed 3.83% ash content and this value is in accordance
with that found by Shang et al. [56], which evaluated the presence of mineral components and reported 3.9% ash content.
Wheat bran presented 2.15% lipid content, which was lower than values observed by studies conducted by Yadav et al.
[60] and Ye et al. [59]. According to Babu et al. [61], lipids in wheat bran, even at low concentrations, can be beneficial
to animal and human health due to their quality and specificity. Wheat bran also showed 12.89% crude fiber content and
this value indicates that this agro-industrial waste is an important source of fibers due to the presence of cellulose,
hemicellulose, and lignin. However, Babu et al. [61] and Ye et al. [59] reported an approximate percentage of 43.24%
fiber content in wheat bran, which demonstrates that this waste may present high percentage of fibers under specific
conditions, and it reinforces the possible application of the wheat bran in animal and human nutrition.

Wheat bran presented 18.29% protein content, which was higher than that observed by Papageorgiou and Skendi
[62] and Kaur et al. [63] that evaluated this waste in different conditions and reported 8.14% protein content. The
carbohydrate content was determined by the difference between moisture, ash, lipid, and protein content, and it showed
61.84%. This value is in accordance with that reported by Javed et al. [64] and Babu et al. [61] and it indicates that the
wheat bran evaluated in this study is a rich source of carbohydrates. The presence of carbohydrates can favor extraction
and gelatinization processes, besides it may present viscosity gain and water binding capacity, highlighting this agro-

industrial waste as an important source of nutritional compounds of great interest for food industry.

3.2 Obtaining amylolytic enzymes

3.2.1 Solid-state fermentation (SSF)

The development of an economically viable bioprocess focus on maximizing enzyme production with the lowest
cost [65, 66]. The use of agro-industrial waste as substrate and minimal nutrient supplementation leads to a low-cost
bioprocess [67]. In this study, enzyme production was significantly influenced by fermentation time, which lasted
approximately 120 h at 37°C. The substrate initially presented a brown color before inoculation due to the sterilization
process; however, it acquired a darker color during fermentation process due to R. oligosporus growth in the solid matrix.

The color and aroma changes in the substrate (wheat bran) indicate that the fermentation has occurred. It also demonstrates
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that the presence of nutrients dispersed throughout the fermentation process may have contributed to the growth of the
microorganisms and consequently to the conversion of the nutrients from agro-industrial waste into added value product.
Therefore, it was observed that the parameters for SSF in the present study were ideal for obtaining amylase. Similar
studies performed by Andrade [68] and Prado et al. [69] also showed promising results in SSF using 5 strains of Rhizopus
sp. on different substrates, although, they did not exhibit the same capacity to produce enzyme, which may be related to

fermentation parameters such as time and temperature.

3.2.2 Amylolytic activity

Enzyme production in the present study was conducted on a laboratory scale model suitable to produce
amylolytic enzymes, resulting in 279.92 U/g. This result is in accordance with Bachi et al. [70] that demonstrated that
wheat bran is a good source of nutrients to produce amylase by fermentation process. The result is similar to those obtained
by Escaramboni et al. [44] and Yang et al. [71] who used the same microorganism and substrate to obtain amylolytic
enzymes. According to Nufiez et al. [72] and Melnichuk et al. [73] the production of amylase using agro-industrial waste
is a promising approach, indicating that enzymes obtained by SSF in this study provide a possible application for the food
industry.

3.3 Obtaining WGS

3.3.1 Gelatinization of wheat bran using enzymatic fermentation broth

The gelatinization of wheat bran was monitored through determination of different parameters, and the best
conditions were observed at 70°C for 30 min (Fig 3) using 15 grams of wheat bran. The efficiency of conditions was
evaluated by a standard curve of iodine equation: y = 0.0203x + 0.0985 (R2 = 0.9974) and the result is in accordance with
study conducted by Freitas et al. [39] that used cassava starch and wheat bran as substrate, R. oligosporus as
microorganism, and obtained the best condition at 60 to 80°C for 5 h.

| ]
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Fig 3. Gelatinization of wheat bran (70°C) over time for starch extraction.
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3.3.2 Enzymatic hydrolysis and production of WGS

According to the profiles of enzymatic hydrolysis, a gradual decrease in starch hydrolysis was observed through
time (Fig 4). The highest conversion occurred in the 15t hour where it exhibited 2.87 mg/mL reducing sugar (glucose) and
47% starch hydrolysis. The lowest conversion was observed at the 71 hour presenting 0.53 mg/mL reducing sugar and
13% starch hydrolysis. These results corroborate with studies conducted by Escaramboni et al. [74] and Freitas et al. [39]
that demonstrated 96% starch hydrolysis and conversion into glucose using amylase obtained by SSF using R.
oligosporus, although, they required a period of 48h.

50
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Fig 4. Concentration of reducing sugar and percentage of starch hydrolysis using enzymatic extract at 70°C.

3.4 Production of RFCB

The RFCB produced with either CGS or WGS exhibited similar organoleptic characteristics such as consistency,
flavor, and taste, generating a crunchy and sweet product. However, these cereal bars presented different colors (cereal
bars with CGS showed a dark caramel color and cereal bars with WGS showed a light caramel color) (Fig 5). Studies
performed by Vollmuth [75], Kocadagli and Gokmen [76] and Aydin et al. [77] demonstrated that the caramel color of
food products is directly correlated with the amount and type of sugar. In addition, they demonstrated that antioxidant

compounds in the product might result in a light caramel color, which was observed in the present study.

A B
Fig 5. Rice flakes cereal bars (RFCB) produced with corn glucose syrup (CGS) (A) or wheat glucose syrup (WGS) (B).
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3.5 Determination of bioactive compounds in WGS, CGS, RFCB, and rice flakes

Table 1 shows total polyphenols and flavonoids content at different concentrations of WGS. The glucose syrup
presented the highest content at 25% (589.25 mg GAE/g DW for polyphenols and 152.36 mg RE/g DW for flavonoids)
and it showed a dose-dependent behavior. On the other hand, CGS (control) did not show total polyphenol and flavonoids

content at the same concentrations evaluated for WGS.

Table 1. Determination of total polyphenols and flavonoids content of wheat glucose syrup (WGS) or corn glucose syrup
(CGS).

. Total polyphenols! Total flavonoids?
Concentration (%) WGS cGS WGS cGS
1 181.88+3.24a ND 50.20+1.12a ND
5 363.00£1.19b ND 71.25+1.10b ND
10 574.00+2.25¢ ND 128.20+3.17¢c ND
25 589.25+2.20d ND 152.36+3.10d ND

Results presented as meanzstandard deviation. 'mg gallic acid equivalent (GAE)/g dry weight (DW), 2mg rutin equivalent
(RE)/g DW, ND: not detected. Same letters within the same column indicate no significant differences by Tukey test (p
<0.05).

Table 2 shows total polyphenols and flavonoids content of rice flakes and RFCB produced with WGS. Rice
flakes did not exhibit total polyphenols and flavonoids content at any evaluated concentration, while the RFCB showed
a concentration-dependent manner. The highest total flavonoids content (85.5 mg RE/g DW) was observed at 25% and it
differed from other concentrations. On the other hand, total polyphenols content (43.96 mg GAE/g DW) was observed at
the same concentration, although, it did not differ statistically from RFCB at 10%.

Table 2. Total polyphenols and flavonoids content of rice flakes and rice flakes cereal bars (RFCB) produced with wheat

glucose syrup (WGS).

Concentration (%) Total polyphen_ols1 Total flavonoids_2
RFCB/WGS Rice flakes RFCB/WGS Rice flakes
1 39.70+1.10a ND 53.2+1.20a ND
5 41.90+1.15ab ND 58.2+1.24b ND
10 43.00+1.12b ND 62.2+1.17c ND
25 43.96+1.11b ND 85.5+2.10d ND

Results presented as meanzstandard deviation. 'mg gallic acid equivalent (GAE)/g dry weight (DW), 2mg rutin equivalent
(RE)/g DW, ND: not detected. Same letters within the same column indicate no significant difference by Tukey test (p
<0.05).

According to total sugars analysis, WGS at 25% presented 41.73% total sugar content of which 29.4% were
reducing sugars. CGS at the same concentration exhibited 87.73% total sugar of which 94.35% reducing sugars. In the
reducing sugars analysis, RFCB produced with WGS presented 3.43 mg/mL and cereal bars produced with CGS exhibited
5.85 mg/mL. Studies carried out by Srebernich et al. [78] and Klerks et al. [79] showed that RFCB that undergo
caramelization have less than 1% reducing sugars and most of these sugars are sucrose, a non-reducing disaccharide.
Although, the decrease of reducing sugars content in food products is highly recommended, considering that the
consumption of these type of sugars can cause damage to human and animal health, as demonstrated by Stanner and Spiro

[80] and Huang et al. [81]. In the present study, it was possible to observe that RFCB produced with WGS maintained its
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organoleptic characteristics and exhibited a decrease of 41.36% in reducing sugars content compared to RFCB produced
with CGS.

Total soluble protein determination showed that WGS exhibited 172.90 mg BSAE/mL, and CGS did not present
total soluble proteins in its composition. In the total soluble protein’s determination, RFCB produced with WGS presented
165.9 mg BSAE/mL of total soluble proteins content, while cereal bars produced with CGS did not present total soluble
proteins in their composition. Similarly, rice flakes did not exhibit total soluble proteins content. According to Garcia et
al. [82] and Shanmugam et al. [83], total proteins content in products derived from rice grains depends on the industrial
processes for which they undergo after harvest. Patle et al. [84] demonstrated that species and varieties of rice significantly
interfere with protein composition of rice flakes. Thus, it was possible to observe that RFCB produced with WGS exhibit
total soluble proteins content, which could be attributed to the presence and incorporation of soluble proteins from WGS.

Recent study performed by Yafetto [17] have shown that different agro-industrial wastes can represent an
important source of free bioactive compounds. In the present study, WGS presented polyphenolic compounds, among
them flavonoids, and soluble proteins that can result in a more nutritional and functional food product compared to CGS
that did not show the presence of these compounds. In addition, WGS showed a lower reducing sugar content compared

to CGS, although, this content could be reduced with further studies on industrial production of WGS.

3.6 Evaluation of antioxidant activity of WGS, CGS, RFCB, and rice flakes

Table 3 shows the percentages of antioxidant activities of WGS and CGS determined by DPPH, FRAP and
ABTS tests. It is possible to observe that DPPH scavenging capacity increased according to the concentration and the
greatest antioxidant activity (52.23%) was observed at the highest concentration (25%). Furthermore, all concentrations
differed significantly from each other. In FRAP assay, the highest antioxidant activity (525.58 uM Trolox equivalent/g
of syrup) was observed at 25%, although, this result did not differ statistically from the antioxidant activity at 10%. In
ABTS test, WGS exhibited concentration-dependent manner and the greatest scavenging activity (981.88 uM Trolox
equivalent/g of syrup) was observed at the highest concentration (25%). CGS did not show antioxidant activity evaluated
by DPPH, FRAP and ABTS tests.

Table 3. Antioxidant activity of wheat glucose syrup (WGS) and corn glucose syrup (CGS) by DPPH and ABTS radical
scavenging and iron ion reduction (FRAP) tests.

Concentration DPPH! FRAP2 ABTS?
(%) WGS CGS WGS CGS WGS CGS
1 15.52+1.12a ND ND ND  84.11+0.0la ND
5 26.26+1.24b ND  40.36+2.71a ND  488.55+0.00b ND
10 38.80+0.21c ND  521.30+#3.12b ND  899.66+0.05c ND
25 52.23+1.21d ND  525.58+3.01b ND  981.88+0.01d ND

Results presented as meantstandard deviation. %Antioxidant activity, 23uM Trolox equivalent/g, ND: not detected. Same

letters within the same column indicate no significant differences by Tukey test (p < 0.05).

The antioxidant activity of rice flakes and RFCB produced with WGS evaluated by DPPH, FRAP and ABTS
tests are presented in Table 4. Rice flakes did not present antioxidant activity in DPPH, FRAP and ABTS tests; however,
RFCB exhibited antioxidant activity at all concentrations and tests. Nevertheless, the highest antioxidant activity in DPPH
test (47.46%) was observed at 25%, although this value did not differ statistically from all concentrations. These RFCB
presented 71.70 uM Trolox equivalent/g at 25% in FRAP test and this value was significant different from all
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concentrations. For ABTS test, RFCB produced with WGS exhibited concentration-dependent antioxidant activity and

the greatest activity (711.89 uM Trolox equivalent/g) was observed at the highest concentration (25%).

Table 4. Antioxidant activity of rice flakes and rice flakes cereal bars (RFCB) produced with wheat glucose syrup (WGS)
by DPPH and ABTS radical scavenging and iron ion reduction (FRAP) tests.

. DPPH! FRAP2 ABTS?
Conceontratlon Rice Rice Rice
(%) RFCB/WGS flakes RFCB/WGS flakes RFCB/WGS flakes
1 45.67+1.11a ND 51.70+1.02a ND 103.00+0.00a ND
5 45.78+1.12a ND 64.70+0.25b ND 441.89+0.00b ND
10 46.98+1.10a ND 65.00+1.12b ND 599.67+0.00c ND
25 47.46+1.16a ND 71.70+1.70c ND 711.89+0.03d ND

Results presented as meanstandard deviation. 1% Antioxidant activity, 23uM Trolox equivalent/g, ND: not detected.

Same letters within the same column indicate no significant difference by Tukey test (p < 0.05).

In recent decades, the products and by-products of wheat have been widely studied for their nutritional
composition and the possible use as a source of functional compounds. Studies conducted by Janiak et al. [85], Lépez-
Perea et al. [86], Mao et al. [87], Jimenez-Pulido et al. [88] and Wayenbergh et al. [89] have shown that in natura or low
processed wheat bran presents compounds with antioxidant activity, which are important for human and animal health,
and these findings strongly contribute to studies of application of this agro-industrial waste in food industry. Moreover,
the present study shows for the first time that WGS produced by enzymes obtained from SSF of wheat bran with R.
oligosporus, maintained antioxidant compounds, generating a nutritional and functional final product.

The present study demonstrated that RFCB produced with WGS present polyphenols and flavonoids content. In
addition, these cereal bars exhibit antioxidant activity in DPPH and ABTS scavenging, and iron ion reduction, indicating
that this RFCB may be identified as a functional food. Besides, this activity may be attributed to the presence of WGS
and its functional compounds. Studies carried out by Deepa and Singh [29], Bagchi et al. [90], and Amrinola et al. [91]
have shown that the phenolic composition and antioxidant activity of rice bran is only observed when rice is obtained in
the form of flakes, and it is enriched with pigmented compounds. This report corroborates with results obtained in the
present study, which showed antioxidant results only for RFCB produced with WGS.

3.7 Nutritional Facts label

Fig 6 shows the Nutrition Facts label of RFCB produced with WGS (Fig 6A) or CGS (Fig 6B). For a serving
size of 50 g, RFCB produced with WGS presented higher nutritional value, providing 7.2 g of soluble protein and 1.8 g
of dietary fiber, and exhibiting less calories (108 kcal), carbohydrate (20 g) and sodium (17 mg). On the other hand, RFCB
produced with CGS did not present soluble protein and dietary fiber and it showed high values of calories, carbohydrate

and sodium.
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A B
Nutrition Facts Nutrition Facts
Serving Size 50 g (1 unit) Serving Size 50 g (1 unit)
Amount Per Serving %DV (7) Amount Per Serving %DV (*)

Calaries 108 keal = 452 kJ 34% Calories 292 keal = 1222 kJ 5.4%
Carbohydrate 209 6.6% o,
Protein 729 9.6% 'C:’:?Jgi):ydrate 204gg 8.(.1 .
Total fat - -

Saturated Fat - Total fat -

Trans Fat [ 0g N Saturated Fat -
Dietary Fiber 1849 7.2% Trans Fat Og
Sodium 17 mg 0.7% Dietary Fiber Og -
(*) % Daily Values are based on a 2,000 calorie diet. Your Daily Values may be Sodium 29.5 mg 1.2%
higher or lower depending on your calories needs. (*) % Daily Values are based on a 2,000 calorie diet. Your Daily Values may be
- Daily Value not stablished. higher or lower depending on your calories needs.
This product contains bicactive compounds with functional properties. - Daily Value not stablished.

Fig 6. Nutrition Facts label of the rice flakes cereal bars (RFCB) produced with wheat glucose syrup (WGS) (A) or corn
glucose syrup (CGS) (B).

According to studies conducted by Ryland et al. [92], Machin et al. [93], and Ballco and Garcia [94], the
nutritional information provided in Nutrition Facts labels must guarantee the composition, nutritional characteristics, and
validity of products. This information can be complemented when bioactive compounds with functional properties such
as antioxidants are incorporated in the composition, benefiting products and consumers, and adding economic and
nutritional value to the final product. In the present study, it was demonstrated that RFCB produced with WGS showed
superior quality compared to those produced with CGS, presenting a high-quality product with higher soluble proteins
and dietary fibers, and lower caloric value and sodium content. Moreover, it also presented bioactive compounds including

polyphenolic compounds, among them flavonoids, which provides functional properties to the cereal bars.

Conclusion

The results obtained in the present study indicate that the application of solid-state fermentation using wheat
bran (agro-industrial waste) produced enzymatic extract that were able to convert this waste into wheat glucose syrup
(WGS), which were incorporated in rice flakes to produce rice flakes cereal bars (RFCB). Besides, this product proved
to be a source of soluble proteins, dietary fibers, and functional compounds with antioxidant activity. In addition, RFCB
produced with WGS maintained organoleptic characteristics compared to RFCB produced with industrialized product
(corn glucose syrup) and it showed a decrease in caloric value and sodium content. Therefore, this study demonstrated
that the preparation of the food product (RFCB produced with WGS) might be of great interest for food industry, adding

nutritional and functional value to a well-stablished product.
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