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RESUMO

O arroz é considerado um alimento basico com amplo consumo mundial. No Brasil, seu cultivo
ocorre em ecossistemas de varzeas (arroz irrigado) e de terras altas (arroz de sequeiro).
Entretanto, as condi¢6es de cultivo e composic¢do podem favorecer a contaminacgao do arroz por
fungos toxigénicos e micotoxinas. Os tricotecenos sdo micotoxinas sintetizadas principalmente
por espécies de Fusarium e se ingeridos, causam micotoxicoses em humanos e animais. O
beneficiamento do arroz resulta em diferentes produtos como: arroz branco polido, integral,
parboilizado polido e parboilizado integral. Durante a parboiliza¢éo, devido ao amolecimento
dos gréos e abertura da casca durante a maceracédo e gelatinizacao, a migracdo de micotoxinas
para o interior do grdo é facilitada e a digestibilidade do amido pode ser alterada, pela
modificacdo da estrutura dos granulos de amido, aumentando a fracdo de amido resistente. O
objetivo do presente estudo foi comparar os efeitos do beneficiamento em cultivares de arroz
irrigado e de sequeiro quanto a qualidade nutricional e sua relacdo com tricotecenos do grupo
B em produtos de arroz beneficiados. A composi¢do fisico-quimica dos subgrupos branco
polido, integral, parboilizado polido, parboilizado integral de arroz irrigado e de sequeiro foi
realizada em termos de umidade, cinzas, lipidios, proteinas, carboidratos, amido total, amilose,
amilopectina, acucares redutores, amido disponivel e resistente, cor, textura, poder de
inchamento e indice de solubilidade. A determinacéo de tricotecenos do grupo B ocorreu pela
extracdo  de  deoxinivalenol ~ (DON),  3-acetil-deoxinivalenol  (3-ADON) e
15-acetil-deoxinivalenol (15-ADON) por dispersdo da matriz em fase sélida assistida por
vortex (VA-MSPD) e quantificacdo por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG-EM). A migracéo de DON foi avaliada durante a parboilizagéo de arroz irrigado e
sequeiro. A analise dos componentes principais confirmou que o grau de beneficiamento e e 0
emprego de parboilizagdo em arroz irrigado e de sequeiro sdo determinantes na composi¢ao
fisico-quimica do arroz. O arroz parboilizado integral e o integral destacaram-se pelos maiores
teores de amido resistente (11,5%-17,2%) e também de proteinas (9,0%-10,6%) em arroz
irrigado e de sequeiro. Um método para determinacdo de DON, 3-ADON e 15-ADON em arroz
por CG-EM utilizando a técnica de extracdo VA-MSPD foi desenvolvido e validado
mostrando-se confiavel e eficiente, cujas recuperacBes variaram entre 73,4% e 117,4%. A
aplicabilidade do método em diferentes subgrupos de arroz demonstrou que DON teve maior
incidéncia em arroz integral, enquanto que 3-ADON ndo foi detectado. A parboilizagdo nédo
promoveu a migracdo de DON para o interior do grdo, constatando sua presenca apenas no
farelo, cujos percentuais foram de 13,4% e 12,0% para arroz de sequeiro e irrigado,
respectivamente, ndo permitindo afirmar que o modo de cultivo influi na migracdo de
micotoxinas durante a parboilizacdo, visto que os percentuais s&o semelhantes e o DON foi
encontrado na mesma fragdo. Os cultivos irrigado e de sequeiro ndo apresentaram diferencas
marcantes em relacdo as propriedades fisico-quimicas e micotoxicoldgicas, no entanto, estes
resultados mostram que processos industriais estdo relacionados com a formacdo de amido
resistente, bem como com a mitigacdo de micotoxinas ao longo da cadeia produtiva do arroz
consumido no Brasil.

Palavras-Chave: Arroz Irrigado. Arroz de Sequeiro. Amido Resistente. Tricotecenos.
Parboilizagdo. Migracdo de micotoxinas.






PHYSICO-CHEMICAL PROPERTIES AND ITS RELATIONSHIP WITH
TRICHOTHECENES OF GROUP B IN IRRIGATED RICE AND UPLAND RICE

ABSTRACT

Rice is considered a staple food with wide world consumption. In Brazil, its cultivation occurs
in lowlands (irrigated rice) and upland ecosystems (upland rice). However, the conditions of
cultivation and composition may favor the contamination of rice by toxigenic fungi and
mycotoxins. The milling of the rice results in different products such as white polished, brown,
parboiled polished and brown parboiled rice. During the parboiling, due to softening of the
grains and opening of the husks during maceration and gelatinization, the migration of
mycotoxins into the grain is facilitated and the digestibility of the starch can be altered by
modifying the structure of the starch granules, increasing the starch fraction. The objective of
the present study was to compare the effects of milling in irrigated and irrigated rice cultivars
on nutritional quality and its relation with trichothecenes of group B in rice products milled.
The physico-chemical composition of the white polished, brown, polished parboiled and brown
parboiled subgrups of irrigated and upland rice was performed in terms of moisture, ashes,
lipids, proteins, carbohydrates, total starch, amylose, amylopectin, reducing sugars, available
and resistant starch, color, texture, swelling power and solubility index. The determination of
trichothecenes of group B occurred by extraction of deoxynivalenol (DON), 3-acetyl-
deoxynivalenol (3-ADON) and 15-acetyl-deoxynivalenol (15-ADON) by vortex-assisted
matrix solid phase dispersion (VA-MSPD) and quantification by gas chromatography coupled
to mass spectrometry (GC-MS). DON migration was evaluated during the parboiling of
irrigated and upland rice. The principal components analysis confirmed that the degree of
milling and the use of parboiling in irrigated and upland rice are determinant in the
physico-chemical composition of the rice. The brown parboilated and the brown rice were
characterized by the highest resistant starch (11.5%-17.2%) and protein contents (9.0%-10.6%)
in irrigated and upland rice. A method for the determination of DON, 3-ADON and 15-ADON
in rice by GC-EM using the extraction technique VA-MSPD was developed and validated
showing if reliable and efficient, whose recoveries ranged from 73.4% to 117.4%. The
applicability of the method in different rice subgroups showed that DON had a higher incidence
in brown rice, whereas 3-ADON was not detected. Parboiling di not promote the migration of
DON to the interior of the grain, noting that it was present only in the meal, whose percentages
were 13.4% and 12.0% for upland and irrigated rice, respectively. cultivation influences the
migration of mycotoxins during parboiling, since the percentages are similar and the DON was
found in the same fraction. The irrigated and upland crops did not present marked differences
in relation to the physico-chemical and mycotoxicological properties, however, these results
show that industrial processes are related to resistant starch formation, as well as to the
mitigation of mycotoxins along the productive chain of rice consumed in Brazil.

Key-Words: Irrigated Rice. Upland Rice. Resistant Starch. Trichothecenes. Parboiling.
Migration of mycotoxins.
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1 INTRODUCAO

O arroz Oryza sativa L., é o terceiro cereal mais produzido no mundo, cerca de
741 milhdes de toneladas, sendo a China a maior produtora mundial e o Brasil o maior produtor
do Continente Americano (FAOSTAT, 2018). Este cereal é considerado um alimento basico
em muitos paises, devido a sua alta produtividade e por ser fonte de energia acessivel
(BHULLAR; GRUISSEM, 2013). No Brasil, o cultivo do arroz ocorre em dois tipos de
ecossistemas, o predominante é o de varzea, que produz arroz irrigado sob inundac&o, e o de
terras altas, o qual produz arroz de sequeiro em regides de cerrado com ou sem irrigagéo
suplementar (GUIMARAES et al., 2006). O levantamento realizado pela Companhia Nacional
de Abastecimento sobre a safra de arroz 2018/2019, estima que a produ¢do nacional para este
periodo é de 11.269,3 mil toneladas, sendo 90,1% da producdo total de arroz irrigado e 9,9%
de arroz de sequeiro (CONAB, 2018).

Apesar da composicdo do arroz estar sujeita aos efeitos de variaveis bidticas, de
manejo e de processamento, este é composto basicamente por amido e por menores teores de
proteinas, lipidios, fibras e cinzas (ZHOU et al., 2002). A retrogradacdo do amido ocorre em
alimentos que séo gelatinizados e resfriados. O amido retrogradado fica menos disponivel para
a digestdo, sendo uma interessante fonte de amido resistente (THOMPSON, 2000; TOVAR
et al., 2002). Diferentemente do arroz integral e branco polido, o arroz parboilizado sofre um
tratamento térmico que pode proporcionar o aumento da fracdo ndo digerivel (WALTER;
SILVA; EMANUELLLI, 2005). O amido resistente atua como fibra funcional (MONTEIRO;
NASCIMENTO, 2013) na reducdo da glicemia pés-prandial e nas respostas insulinémicas,
contribuindo para o tratamento da diabetes (THARANATHAN; MAHADEVAMMA, 2003;
KUMAR et al., 2018) e na excrecdo de micotoxinas pela possibilidade de associacdo do
polimero a estes contaminantes (MASSAROLDO et al., 2018; DA SILVA et al., 2019).

Devido a praticas de manejo inadequadas, o arroz é facilmente contaminado por
fungos que podem levar ao acimulo de micotoxinas (ZHAO et al., 2019), como aflatoxinas,
citrinina, fumonisinas, tricotecenos, ocratoxina A e zearalenona (TANAKA et al., 2007). Na
pos-colheita, a contaminagdo ocorre se a secagem for retardada e durante o armazenamento se
a umidade exceder o nivel critico, propicio ao crescimento fungico. A colheita atrasada em
clima chuvosos, precipitagéo ndo sazonal e deposi¢do do orvalho, séo fatores que favorecem a
contaminagdo por micotoxinas. Durante a parboilizacdo, devido ao amolecimento dos graos e

abertura da casca durante o encharcamento e gelatinizagdo, a migracéo de fungos e micotoxinas
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para o interior do grdo é facilitada (COELHO; FURLONG; ALMEIDA, 1999; KUMAR;
BASU; RAJENDRAN, 2008; DORS; PINTO; BADIALE-FURLONG, 2009).

A contaminacdo do arroz por micotoxinas resulta em sério risco a satde mundial
(TANAKA et al., 2007). O deoxinivalenol é um tricoteceno comumente encontrado em arroz,
sendo relatado mundialmente por diversos autores (NUNES et al., 2003; MURTHY; RATI,
MANOMANI, 2009; DORS; BIERHALS; BADIALE-FURLONG, 2011; OK; LEE; CHUN,
2018), porém, outros tricotecenos do grupo B como nivalenol, 3-acetil-deoxinivalenol e
15-acetil-deoxinivalenol também sdo encontrados em arroz, porém com menor frequéncia
(PARK et al., 2005; LEE et al., 2011; OK et al., 2011; KIM et al., 2016; SUN; HU, 2016; OK;
LEE; CHUN, 2018). A ingestdo de alimentos contaminados por tricotecenos do grupo B
provoca diversos efeitos em humanos e animais como anorexia, dor abdominal, vémitos, perda
de peso, alteragbes neuroendocrinas e imunoldgicas, leucocitose, hemorragia, choque
circulatorio e, eventualmente, morte (PESTKA; SMOLINSKI, 2005; PESTKA, 2010).

Portanto, o desenvolvimento de técnicas para a determinacdo de diversos
contaminantes em uma Unica extracdo bem como a busca pela minimizacdo do impacto
ambiental, o tempo de exposi¢do dos analistas a solventes tdxicos sdo fatores importantes a
seres considerados (HANS et al., 2008; HERNANDEZ-HIERRO et al., 2008). A técnica de
extracdo Dispersdo da Matriz em Fase Solida, permite que as etapas de extracdo e limpeza
ocorram simultaneamente, possibilita a combinacéo de diferentes suportes sélidos e solventes
e reduz a quantidade minima de amostra, caracterizando a técnica como viavel, de baixo custo,
rapida, flexivel, versatil e confiavel (CALDAS et al., 2013; CAPRIOTTI et al., 2013). A
substituicdo do empacotamento em coluna pelo emprego de vortex durante a eluicdo
(VA-MSPD), além de reduzir o risco de exposi¢do do analista ao solvente e do manuseio da
amostra, tem sido aplicada na extracdo de micotoxinas, como aflatoxinas em farinhas de milho
(MASSAROLDO et al., 2018). Os tricotecenos podem ser detectados por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) (KRSKA; MOLINELLI, 2007), porém, devido
sua polaridade, hé a necessidade de derivatizacao para reducéo do ponto de ebuli¢cdo tornando-
0s vaporizaveis em CG-EM e com maior estabilidade térmica (RAN et al., 2013).

As poucas informacdes em arroz produzido por diferentes sistemas de cultivo e as
respostas destes gréos frente ao beneficiamento no que se refere a qualidade nutricional e
micotoxicologica, em particular os tricotecenos do grupo B, deoxinivalenol e seus acetilados 3-
acetil-deoxinivalenol e 15-acetil-deoxinivalenol, bem como, a necessidade de rotinas analiticas
ambientalmente amigaveis para determinacdo de tricotecenos em alimentos acessiveis a

populacéo justificam a realizacdo desta pesquisa.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Comparar os efeitos do beneficiamento em cultivares de arroz irrigado e de sequeiro
quanto a qualidade nutricional e sua relagdo com tricotecenos do grupo B em produtos de arroz
beneficiados.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Auvaliar o efeito do beneficiamento nas propriedades fisico-quimicas e na formacédo de

amido resistente em cultivares especificas de arroz irrigado e de sequeiro;

e Validar um método analitico com menor geracdo de residuos para determinacdo de
deoxinivalenol e seus acetilados 3-acetil-deoxinivalenol e 15-acetil-deoxinvalenol em
arroz por CG-EM;

e ldentificar o potencial de migracdo de deoxinivalenol durante a parboilizacdo de

cultivares de arroz irrigado e de sequeiro.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 ARROZ E SEU CULTIVO

O arroz, pertencente a familia Gramineae e subfamilia Pooideae, € originario do
Sudoeste Asiatico. Dentre as 21 espécies existentes do género Oryza, a espécie Oryza sativa €
uma das mais produzidas mundialmente (JULIANO, 1985). As principais subespécies de arroz
cultivadas séo a Indica, Japonica e Javanica, sendo as duas primeiras as de maior consumo. Os
grdos da subespécie Indica sdo mais longos e finos e 0s da subespécie Japbnica sdo mais curtos
e largos. Graos da subespécie Indica possuem maior teor de amilose, endosperma vitreo e amido
com maior temperatura de gelatinizacdo. Graos da subespécie japdnica possuem menor teor de
amilose, endosperma menos vitreo e amido com menor temperatura de gelatinizacdo
(KENNEDY; BURLIGAME, 2003; KOBLITZ, 2011).

O arroz é considerado uma espécie hidrofilica adaptavel a uma grande variedade de
ecossistemas. No Brasil, seu cultivo ocorre em dois tipos de ecossistemas, o predominante é o
de véarzea onde a producdo de arroz irrigado ocorre por meio de inundacgdes controladas, e o de
terras altas, empregado para produzir arroz de sequeiro em regides de cerrado com ou sem
irrigacdo suplementar por aspersdo (GUIMARAES et al., 2006).

A escolha da cultivar de arroz deve ser realizada com base em diversos fatores,
como o sistema de cultivo (irrigado ou de sequeiro), disponibilidade de agua e o conhecimento
das principais caracteristicas das cultivares, verificagdo de quais cultivares sdo recomendadas
para a regido de interesse, disponibilidade de sementes certificadas, nivel de tecnologia a ser
empregado e fertilidade do solo. O ciclo, a altura da planta, tolerancia ao estresse hidrico,
qualidade do produto e produtividade sdo também caracteristicas das cultivares a serem
consideradas. Dentre as principais cultivares de arroz irrigado recomendadas para cultivo no
Brasil, ttm-se: BRS Tropical, BRS Jacand, BRS Chui, BR Irga 424, BRS Pampa, Puité Inta
CL, Guri Inta CL, etc. As principais cultivares de arroz de sequeiro recomendadas para cultivo
no Brasil sdo: BRS Esmeralda, BRS Sertaneja, BRS Monarca, BRS Pepita, BRS Primavera,
BRSGO Serra Dourada, etc. (EMBRAPA, 2013).

As diferengas na qualidade do arroz proveniente de ecossistemas irrigado e de terras
altas estdo cada vez menores devido ao melhoramento de suas cultivares recomendadas para
cada modo de cultivo (GARCIA et al., 2011). A qualidade do arroz ndo é somente definida
pelas propriedades fisico-quimicas do grdo, mas também pelas propriedades apds cocgédo do
arroz, como viscosidade e maciez (MOHAPATRA; BAL, 2006).
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Apesar de cerca de 33% das areas de arroz plantadas no mundo corresponderem a
arroz de sequeiro, apenas 19% da producdo total provem de arroz de sequeiro e o restante é
proveniente de arroz irrigado (aproximadamente 81%) (GRIiSP, 2013). No Brasil, o
levantamento realizado pela Companhia Nacional de Abastecimento sobre a safra de arroz
2018/2019, estima que a area destinada a rizicultura é de 1.836,5 mil hectares, sendo 74%
proveniente do cultivo de arroz irrigado e 26% do cultivo de arroz de sequeiro. A producéo
nacional para este periodo é de 11.269,3 mil toneladas, destas 1.114,5 mil correspondem a arroz
de sequeiro e 10.154,8 mil toneladas a arroz irrigado, representando cerca de 9,9% e 90,1% da
producdo total, respectivamente. Além disso, o arroz de sequeiro possui menor produtividade
média (2.368 kg ha) em relagéo ao arroz irrigado (7.434 kg ha') (CONAB, 2018).

O arroz de sequeiro (arroz de terras altas), caracterizado pela condicdo aerdbia de
desenvolvimento radicular da planta, é adotado principalmente no Brasil e no Continente
Africano. A regido Centro-Oeste do Brasil apresenta condi¢es que favorecem o cultivo em
sequeiro. Na década de 1960, no Brasil, a cultura do arroz de sequeiro foi pioneira no processo
de ocupacdo agricola dos cerrados. A exploracdo das regides de cerrado ocorreu devido ao
baixo custo de producdo que ndo requer observacao de praticas de plantio muito elaboradas,
incluindo a possibilidade de plantios tardios. A partir de 1980, o sistema de sequeiro comegou
a ser explorado com o maior emprego de tecnologia e desde entdo é considerado uma alternativa
para a cadeia produtiva nacional (GUIMARAES et al., 2006).

O arroz de sequeiro adquiriu destaque em sistemas de producdo utilizados na
abertura de cerrados anteriormente destinados para a producdo de pastagens. O decréscimo da
sua area cultivada ocorreu devido a preferéncia dos consumidores pelo arroz tipo agulhinha,
cultivado em condigdes irrigadas, principalmente na regido Sul do pais, e pela reducdo de
incorporacdo de novas areas a agricultura do pais, na regido central do Brasil (GUIMARAES;
STONE, 2004).

O cultivo em sequeiro € realizado em solos desnivelados onde o abastecimento de
agua durante o plantio é decorrente principalmente das chuvas, logo, ndo ha acumulo de agua
durante o crescimento das plantas. A semeadura ocorre de forma direta, sob as condic¢des
ambientais instaveis, e como consequéncia ha grande incidéncia de doengas, insetos e ervas
daninhas, e o rendimento dos gréos é baixo (FAGERIA, 2001). Em vista disso, as condi¢des de
sequeiro devem ser aplicadas em cultivares de arroz tolerantes a seca. As plantas ficam
propensas a mudancas fisioldgicas, metabdlicas e moleculares devido ao estresse hidrico (ZU
et al., 2017), portanto, o fornecimento de agua é um aspecto muito importante para o aumento

da eficiéncia do uso de nutrientes do solo, pois a deficiéncia de agua prolongada reduz a
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disponibilidade de nutrientes, comprometendo o crescimento da planta e a produtividade dos
gréos (FAGERIA, 2001; CRUSCIOL et al., 2013).

Devido a baixa capacidade de retencdo de agua e a ocorréncia de periodos de
estiagem durante a estacdo chuvosa (“veranicos”) uma das alternativas encontradas para o
aumento da produtividade e qualidade das culturas de sequeiro € a utilizacdo da irrigacdo por
aspersédo (CRUSCIOL et al., 2003).

O primeiro sistema de cultivo irrigado foi introduzido no Brasil, no estado do Rio
Grande do Sul, na cidade de Pelotas, no ano de 1903, que passou a se destacar pela maior
produtividade em relacdo ao cultivo em sequeiro. A partir disso, o continuo desenvolvimento
de cultivares modernas e 0s avangos da mecanizagédo de irrigacdo consolidaram ainda mais este
modo de cultivo no pais (GOMES; TERRES; AZAMBUJA, 2002).

O cultivo irrigado é caracterizado por ocorrer em solos nivelados, com
abastecimento de &gua proveniente de chuvas e irrigacdo facilitando o acimulo de &gua no
campo durante o crescimento da cultura. A semeadura é direta ou suplantada, as condicdes de
cultivo sdo mais estaveis do que as de sequeiro, hd menor risco de incidéncia de doencas, insetos
e ervas daninhas e o rendimento dos grdos é alto e estavel (FAGERIA, 2001).

O manejo integrado da cultura de arroz irrigado é importante para a maximizacdo
da eficiéncia dos recursos naturais e insumos, uma vez que propicia aumento da produtividade
da lavoura e reduz o custo de producdo. A irrigagdo permanente e a fertilizacdo nitrogenada no
arroz irrigado deve ser realizada em épocas apropriadas. A manutencao da lamina de agua na
superficie do solo influencia os aspectos fisioldgicos da planta de arroz, as condicdes fisicas,
quimicas e bioldgicas do solo e interfere na disponibilidade de nutrientes, no controle de plantas
indesejaveis, pragas e doencas (FAGERIA; BALIGAR, 2005).

Durante as fases de cultivo da planta de arroz é possivel observar os impactos
decorrentes da temperatura. Baixas temperaturas limitam a expansdo de area foliar e reduzem
o numero de folhas e a quantidade foliar decresce na etapa de maturacdo (SHIMONO et al.,
2012). O percentual de espiguetas estéreis aumenta, diminuindo consideravelmente a biomassa

acumulada e, consequentemente, a produtividade do arroz (DENG et al., 2015).

3.2 MORFOLOGIA E COMPOSICAO QUIMICA DO GRAO DE ARROZ

O arroz é responsavel pelo suprimento de 20% de calorias necessarias diariamente.

O consumo médio mundial de arroz é de 54 kg/pessoa/ano, sendo que nos paises asiaticos esta
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média é mais elevada (78 kg/pessoa/ano) e o Brasil tem destaque na América do Sul por ser um
grande consumidor deste cereal (32 kg/pessoa/ano) (SOSBAI, 2018).

O gréo de arroz é constituido por casca, cariopse e germe. A casca, formada pela
palea e lema, representa cerca de 20% do grdo inteiro. Além disso, 80% da casca séo
consideradas partes do gréo de arroz integral. A composicdo da casca consiste em celulose e
minerais (WALTER; MARCHEZAN; AVILA, 2008; KOBLITZ, 2011). A cariopse é composta
por camadas distintas, sendo as principais 0 pericarpo, 0 tegumento e a aleurona,
correspondendo de 5 a 8% do arroz integral, e pelo endosperma. O endosperma é formado pela
aleurona e pelo endosperma amiléceo e representa de 89 a 94% do grdo. O germe, ou embrido,
encontra-se no lado ventral da base do gréo e constitui de 2 a 3% do arroz integral (JULIANO;
BRECHTEL, 1985; ZHOU et al, 2002) (Figura 1).

Figura 1 — Estrutura do gréo de arroz
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Fonte: MCLEAN et al. (2002).

A composicao do arroz esté sujeita aos efeitos de variaveis bitticas, de manejo e de
processamento (abidticas). O amido € o principal constituinte, seguido de quantidades menores
de proteinas, lipidios, fibras e cinzas (ZHOU et al, 2002). O polimento reduz o valor nutricional
do gréo devido a distribuicdo dos nutrientes ndo ser uniforme nas diferentes fragcdes do grdo. O
endosperma é rico em amido e as camadas externas possuem maiores teores de proteinas,
lipidios, fibras, minerais e vitaminas, afetando a composi¢do do arroz integral, branco polido e
parboilizado (WALTER; MARCHEZAN; AVILA, 2008).

O teor de proteinas encontrado no arroz varia de 7% a 10% (WALTER;
MARCHEZAN; AVILA, 2008; DORS; BIERHALS; BADIALE-FURLONG, 2011;
ABUBAKAR et al., 2018) e ¢ influenciado pelas condi¢cbes de manejo, clima e gendtipo
(CHAMPAGNE et al., 2004). O polimento reduz o teor proteico do arroz devido a remocao do
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farelo rico em proteinas, logo, arroz integral apresenta maiores contetdos de proteinas do que
o polido (AMAGLIANTI et al., 2017) com ou sem emprego de parboilizagdo (HEINEMANN et
al., 2005). A glutelina é a maior fracdo proteica do endosperma do arroz e a albumina é
predominante no farelo. Em relacdo aos demais cereais, 0 arroz se destaca pelo maior conteudo
do aminoécido limitante lisina (KOBLITZ, 2011; AMAGLIANI et al., 2017).

No arroz, os lipidios (cerca de 2%) podem estar na forma livre na aleurona, no
endosperma e no germe, ou ligados a granulos de amido (KOBLITZ, 2011). O teor de lipidios
€ maior no arroz integral e menor em arroz branco polido (menor que 1%), uma vez que 0S
lipidios estdo mais concentrados no gérmen (1/3 do contetdo total) e na camada de aleurona
(WALTER; MARCHEZAN; AVILA, 2008). Os principais &cidos graxos encontrados no arroz
sdo os acidos palmitico, oleico e linoleico, correspondendo a 95% dos &cidos graxos presentes
nos lipidios totais (ZHOU et al., 2003; STRIEDER et al., 2017).

Os minerais estdo mais concentrados nas camadas externas do grdo de arroz,
correspondendo a aproximadamente 72% no farelo e 28% no gréo, e apresentam grande
influéncia pelas condicbes de cultivo e de processamento. As vitaminas do complexo B e
vitamina E estdo mais concentradas nas camadas externas do grdo (WALTER; MARCHEZAN,;
AVILA, 2008). A parboilizagdo promove a migragdo de componentes do farelo e da casca para
o interior do grdo, como vitaminas, minerais e proteinas, melhorando o valor nutricional e
alterando as propriedades fisico-quimicas e organolépticas do arroz (LAMBERTS et al., 2008).

Os principais constituintes do arroz sdo o0s carboidratos, compostos
majoritariamente por amido que compde aproximadamente 90% da matéria seca do arroz
polido, e por menores fracdes de acucares livres e fibras. O endosperma é composto
basicamente por amido enquanto que no farelo e gérmen estdo as fibras e os acucares livres
(JULIANO, 1993; WALTER; MARCHEZAN; AVILA, 2008) A sacarose, glicose e frutose sdo
0s agUcares livres mais encontrados no arroz (TRAN et al., 2004). As paredes celulares do
endosperma do arroz apresentam maiores quantidades de celulose e pectina e menores
quantidades de pentosana e B-glicanas do que o0s demais cereais, apresentando menores
proporc¢oes de fibras (ZHOU et al., 2002; KOBLITZ, 2011).

3.3 BENEFICIAMENTO DO ARROZ
A Instrucdo Normativa n°® 6 de 2009 do Ministério da Agricultura Pecuéria e

Abastecimento (MAPA) estabelece que o arroz no Brasil deve ser proveniente da espécie Oryza

sativa L e sua forma de apresentacdo deve ser arroz com casca ou arroz beneficiado. O arroz
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com casca engloba arroz natural e o arroz parboilizado, e o arroz beneficiado compreende o
arroz integral, arroz polido, arroz parboilizado integral e arroz parboilizado polido (BRASIL,
2009).

A colheita ocorre quando os graos de arroz apresentam umidade entre 18 e 24% e
o prolongamento do periodo de campo néo é indicado devido ao aumento do risco de ocorréncia
de gréos quebrados e defeituosos no beneficiamento (GOMES; MAGALHAES JUNIOR, 2004;
SANTOS; STONE; VIEIRA, 2006). O beneficiamento consiste basicamente nas etapas de pré-
armazenamento, armazenamento e industrializa¢éo e pode ocorrer pelo modo convencional ou

com o emprego de parboilizagéo (Figura 2).

Figura 2 — Fluxograma do beneficiamento industrial de arroz
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Fonte: Adaptado de Koblitz (2011) e Elias, Oliveira, Vanier (2012).
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Ao chegar a industria, o arroz é submetido a pesagem e a amostragem para analises
de qualidade dos gréos. Posteriormente, devido a possibilidade do arroz chegar na unidade
industrial com teores de impurezas, matérias estranhas e umidade elevadas, € necessario realizar
pré-limpeza e secagem dos mesmos na etapa de pré-armazenamento. Os graos pré-limpos e
secos sdo armazenados em silos metalicos onde ocorre o controle da qualidade do cereal
basicamente pela verificacdo da temperatura do silo, incidéncia de pragas e umidade dos gréos
(GOMES; MAGALHAES JUNIOR, 2004; ELIAS et al., 2012).

Na industrializacdo, os grdos sdo submetidos a um flutuador em méaquina de
limpeza convencional de ar e peneiras planas para completar a retirada de poeiras e materiais
leves. Em seguida, os graos passam por um conjunto composto por “trieurs” e peneiras. O
“trieur” é um cilindro de paredes alveoladas que separa os graos quebrados e outroS materiais
de comprimento menor do que os graos. A peneira, plana ou cilindrica, separa os materiais de
menor espessura dos graos (ELIAS et al., 2012).

Na etapa de industrializacdo convencional, o arroz integral € obtido por meio do
descascamento do grdo de arroz separando a casca da cariopse. Durante o polimento, obtém-se
o0 arroz branco polido, pela remocéo do farelo, composto pelo pericarpo, tegumento, aleurona e
germe (WALTER; MARCHEZAN; AVILA, 2008).

A parboilizagdo dos gréos de arroz com casca contribui para o aumento do
rendimento industrial devido a reducdo da quebra dos grdos durante a moagem, redugédo da
adesividade do arroz, aumento da vida util, migracdo de vitaminas hidrossollveis e minerais do
farelo para o centro do grdo (HEINEMANN et al., 2005; LAMBERTS et al., 2008). Porém,
ocorrem algumas transformacdes fisico-quimicas indesejaveis, como desenvolvimento de
sabor, textura e cor desagradaveis para alguns consumidores e também a migracdo de
contaminantes (COELHO; BADIALE-FURLONG; ALMEIDA, 1999). A parboilizacédo
consiste nas etapas de encharcamento, autoclavagem e secagem (AMATO; ELIAS, 2005).

O encharcamento (maceracao) consiste na hidratacdo dos graos de arroz com casca
em agua aquecida para que o amido tenha umidade adequada a fim de facilitar sua gelatinizacéo.
A absorcdo de agua ocorre até o gréo atingir cerca de 30% de umidade, evitando 0 maximo
possivel a abertura da casca. Esta etapa resulta na difusdo de substancias solliveis em agua e
facilita a distribuicéo de calor da casca até o centro do endosperma conforme 0s espagos vazios
sdo umedecidos. O processo € realizado com agua quente pois facilita a atuacdo da agua sobre
as pontes de hidrogénio existentes entre as estruturas de amilose e amilopectina que compdem
0 amido, rompendo-as e aumentando a absor¢do de agua pelos graos (BHATTACHARYA,
ALLI, 1985; ELIAS etal., 2012). A hidratacdo pode ser acelerada por temperaturas acima da
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temperatura de gelatinizacdo, porém, favorece a acdo microbioldgica e a abertura das cascas
resultando em perda de compostos hidrossolUveis. Temperaturas abaixo da temperatura de
gelatinizacdo, resultam em maior tempo para encharcamento e menor quantidade de agua
absorvida (GUTKOSKI; ELIAS, 1994). Comumente temperaturas entre 58 e 70 °C com
duracgéo de 4 a 7 h séo utilizadas para que os gréos atinjam cerca de 30% de umidade (MIAH
etal., 2002; AMATO; ELIAS, 2005).

Ao fim da etapa de maceracgéo, 0 excesso de agua dos grdos € eliminado e 0s graos
sdo transferidos para a autoclave. A autoclavagem utiliza pressdes que variam de 0,5 a
1,2 kgf cm™ durante 5 a 30 min (ELIAS et al., 2012; BUGGENHOUT et al., 2013). A
gelatinizacdo, é uma operacao unitaria que visa “soldar” os grdos que estariam quebrados na
operacdo de beneficiamento convencional, especificamente quando ha a remocéo da casca e do
farelo, para obtencdo de arroz branco polido. Esta etapa possui efeito positivo de pasteurizagéo,
devido ao fornecimento de calor, eliminando micro-organismos e inativando enzimas
(AMATO; CARVALHO; SILVEIRA FILHO, 2002). Quando o arroz atinge a temperatura de
gelatinizacdo, rupturas na estrutura cristalina dos granulos de amido ocorrem e 0S mesmos
comecam a intumescer e formar solucgdes viscosas, promovendo um excesso de agua no grao
(BOTELHO, et al. 2010). A gelatinizacdo torna os graos mais resistentes a quebra e fixa
nutrientes que migraram durante o encharcamento, como vitaminas e sais minerais
hidrossollveis. Apos a gelatinizacdo, os graos de arroz com casca encontram-se com umidade
entre 30 e 32% (AMATO; CARVALHO; SILVEIRA FILHO, 2002).

A secagem reduz a umidade dos gréos a valores abaixo de 14% e favorece a
retrogradacdo do amido. Para a obtencdo do rendimento maximo de gréos inteiros, determina-se
uma condicdo 6tima entre tempo e temperatura para que a secagem seja lenta e prolongada
(AMATO; ELIAS, 2005; RAO; BAL; GOSWAMI, 2007).

3.4 AMIDO E SEU PAPEL NA QUALIDADE DO ARROZ

A alta concentracdo de amido presente no arroz caracteriza o cereal como excelente
fonte de energia, pois representa cerca de 80 a 90% do total de polissacarideos consumidos em
uma dieta (WALTER; SILVA; EMANUELLI, 2005). O amido é um carboidrato de reserva
abundante em cereais, raizes e tubérculos. E composto por cadeias de amilose (ligagBes
a-1,4 linear) e amilopectina (ligagdes a-1,4 ¢ a-1,6 ramificado). O teor de amido e a proporgao
de amilose-amilopectina dependem do tipo de cereal, tubérculo, raiz e gendtipo (FENNEMA,;
DAMADORAN; PARKIN, 2010).
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As moléculas de amilose e amilopectina estdo dispostas radialmente no granulo de
amido (FENNEMA; DAMADORAN; PARKIN, 2010). A cristalinidade dos granulos €
atribuida principalmente em funcdo das duplas hélices formadas pelas ramificacbes da
amilopectina (HOOVER, 2001). As areas cristalinas mantém a estrutura do amido e controlam
0 seu comportamento na presenca de 4gua e o tornam resistente ou ndo a ataques quimicos e
enzimaticos. A regido amorfa do amido é menos densa, mais suscetivel a ataques enzimaticos
e absorve mais &gua em temperaturas abaixo da temperatura de gelanitizacdo
(BILLIADERIS, 1991).

Em funcéo dos diferentes teores amilose, o amido de arroz é classificado em quatro
grupos: ceroso (1-2% de amilose), teor muito baixo de amilose (2-12%), baixo teor de amilose
(12-20%), contetdo intermediario de amilose (20-25%) e alto teor de amilose (>25%)
(JULIANO, 1993; TECHAWPHARAT; SUPHANTHARIKA; BEMILLER, 2008). O
contetdo de amilose é um parametro importante para avaliacdo da qualidade tecnolégica e de
consumo do arroz (WALTER; MARCHEZAN; AVILA 2008). Graos aquosos e pegajosos no
cozimento sdo caracteristicos de cultivares com baixo teor de amilose; grdos secos, soltos e
mais duros sdo de cultivares com alto teor de amilose; e gréos soltos e macios sao de cultivares
com teor intermediario de amilose (PEREIRA; RANGEL, 2001). A estrutura das cadeias de
amilopectina e o teor de proteinas também sdo parametros importantes para caracteristicas
tecnoldgicas do arroz (ONG; BLANSHARD, 1995).

A gelatinizacdo do amido ocorre quando granulos, aquecidos em agua, incham de
forma irreversivel, causando perda da organizacdo estrutural, isto é, perda de birrefringéncia e
fusdo dos cristais. Este processo inicia no hilum e se expande rapidamente para a periferia,
iniciando em regides amorfas devido a fragilidade das liga¢fes de hidrogénio nessas areas, ao
contrario do que ocorre nas regides cristalinas (SINGH et al., 2003). O conjunto de mudancas
que envolvem a ruptura da estrutura granular, o inchamento, a hidratagéo e a solubilizacdo das
moléculas de amido caracteriza o fim da gelatinizagdo (THARANATHAN, 2002).

A retrogradacdo é caracterizada pela reassociacdo das moléculas de amido,
estabilizadas pelas ligagdes de hidrogénio, obtendo uma estrutura mais ordenada (KOKSEL
etal., 2008). Esse fendmeno ocorre, principalmente, pelas moléculas de amilose que se
aproximam com maior facilidade devido a sua estrutura linear, enquanto que na amilopectina,
a retrogradacédo ocorre somente na periferia da sua molécula (JAILLAIS et al., 2006).

Em relacdo a digestibilidade, o amido pode ser classificado como glicémico ou
resistente. O amido glicémico, ou amido disponivel (AD), é degradado a glicose por meio de

enzimas do trato digestivo no qual se subdivide em amido rapidamente digerivel (ARD) e em
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amido lentamente digerivel (ALD) no intestino delgado (ENGLYST; KINGMAN;
CUMMINGS, 1992; YUE; WARING, 1998). O amido resistente (AR) é a fragdo de amido que
resiste a digestdo no intestino delgado, mas que € fermentado no intestino grosso pela
microflora bacteriana (YUE; WARING, 1998). Os produtos dessa fermentacdo sdo acidos
graxos de cadeia curta, acético, propidnico e butirico e gases como hidrogénio, didxido de
carbono e metano (TOPPING; CLIFTON, 2001). A produgdo de acidos graxos de cadeia curta
contribui para a salde intestinal, como aumento da absorcdo de calcio e de magnesio,
proliferacdo epitelial e a manutencdo do equilibrio das espécies bacterianas. Estes efeitos
auxiliam na prevencdo de doengas, como cancer do trato digestivo, dislipidemia, diabetes e
doencas cardiovasculares (BROUNS; KETTLITZ; ARRIGONI, 2002).

O amido resistente é classificado em cinco tipos: AR; é o amido fisicamente
inacessivel, envolto por matriz proteica e material de parede celular que o impede de sofrer
hidrélise enzimatica e de gelatinizar, e € comumente encontrado em graos grosseiramente
moidos integrais como o trigo duro; AR2 € o amido granular com polimorfos do tipo B ou C
em sua estrutura que o tornam altamente resistente a hidrolise enzimatica, como o amido de
batata crua, amido de banana verde e amido de milho com alto teor de amilose; ARs se refere a
amilose e ao amido retrogradado que apoOs gelatinizacdo e armazenamento (4-5°C), suas
moléculas de amilose e as longas cadeias ramificadas de amilopectina formam dupla hélices,
perdendo sua capacidade de ligacdo com a &gua e dificultando a hidrélise enzimatica, e é
comum em alimentos amilaceos que foram cozidos e resfriados; AR4 € o amido quimicamente
modificado, como amido reticulado e amido octenil succinato; e ARs, provenientes da amilose
e das cadeias longas de amilopectina que formam complexos helicoidais com &cidos graxos
simples e alcoois graxos, este tipo é termicamente estavel e é encontrado em alimentos com
alto teor de amilose e acido estearico (BIRT et al., 2013).

Os teores de amido disponivel e resistente sao parametros importantes para avaliar
a qualidade do arroz, principalmente quanto a digestibilidade do amido. O consumo de
alimentos a base de arroz com maiores teores de AR pode auxiliar no controle de diabetes
Mellitus tipo 11, devido sua lenta digestéo e absorcéo no intestino delgado, reduzindo respostas
glicémicas e insulinémicas pés-prandiais (KUMAR et al., 2018). Os tipos de amido resistente
que podem estar presentes no arroz cozido sdo principalmente ARz, formado pela lixiviacéo e
retrogradacdo da amilose, em que a estrutura helicoidal dupla da amilose retrogradada perde
sua capacidade de associagdo com a agua e ndo se encaixa no sitio de ligagdo da amilase,
resistindo a digestdo, e ARs, pela formagdo de complexos amilose-lipideo (BIRT et al., 2013).

As mudancas na estrutura do complexo durante o cozimento e resfriamento podem afetar a
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formagéo de AR e as camadas de aleurona presentes em gréos de arroz integral e parboilizado
integral inibem a penetragdo das enzimas digestivas para o interior do gréo, reduzindo a taxa de
hidrolise do amido durante a digestdo gastrointestinal (TAMURA et al., 2016).

A digestibilidade do amido também pode ser afetada por fatores intrinsecos como
a presenca de complexos amido-lipidio e amido-proteina ¢ de inibidores como a a-amilase e
polissacarideos ndo amilaceos (THARANATHAN, 2002), assim como por fatores extrinsecos,
como tempo de mastigacdo, tempo de transito do alimento da boca até o ileo terminal,
concentracdo de amilase no intestino, quantidade de amido presente no alimento e a presenca
de outros componentes que podem retardar a hidrélise enzimatica (ENGLYST; KINGMAN;
CUMMINGS, 1992; THARANATHAN, 2002).

O teor de AR pode ser determinado por método in vivo, técnica onerosa e complexa,
pois envolve humanos e animais, que consiste na realizacéo de coletas de amostra diretamente
do ileo ou pela estimativa da quantidade de amido fermentado no célon. Os métodos in vitro
simulam a hidrolise realizada por meio de enzimas amiloliticas que ocorre na parte superior do
trato digestivo e determinam o teor de AD de acordo com a glicose liberada. O residuo
remanescente passa por outra hidrdlise com hidroxido de potéssio ou dimetilsulfoxido e
enzimas amiloliticas, sendo determinado como AR (CHAMP; FAISANT, 1996). Os métodos
de determinacdo de AR in vitro dependem do preparo da amostra, tipo e quantidade de enzimas,
condigdes de tempo e temperatura de incubagéo e substancias utilizadas para a solubilizacdo da
fracdo resistente (WALTER; SILVA; EMANUELLLI, 2005).

3.5 FUNGOS E MICOTOXINAS

Os fungos tendem a crescer em alimentos com pH baixo (3 ou menos), atividade de
agua de 0,66 a 0,99 e em temperaturas que variam de 0 °C a acima de 40 °C, utilizam uma gama
de nutrientes e podem formar esporos e se disseminar. O metabolismo fungico adapta-se melhor
a alimentos com alto teor de carboidratos, pois possuem enzimas ativas para hidrolisar este tipo
de substrato (TANIWAKI; IAMANAKA; BANHE, 1999), como é o caso dos cereais.

Fungos patogénicos causam danos a produtividade de commodities agricolas
(BRYDEN, 2007). Em plantas de arroz e em seus graos, os fungos sdo 0s principais
responsaveis pela deterioragdo da cultura desde o cultivo até as etapas de pos-colheita, levando
a perda do valor nutricional e alteracGes de cor, sabor e odor dos graos de arroz. A presenca de
fungos, mesmo quando pouco visivel, gera grandes perdas durante o cultivo e armazenamento
(SCUSSEL; SAVI; BEBER-RODRIGUES, 2012).
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Os fungos contaminantes de gréos séo divididos em dois grupos, de campo ou de
armazenamento. Dentre os fungos de campo, tém-se 0 género Fusarium, que invade 0s graos
no periodo de pré-colheita e requer um alto teor de umidade para seu crescimento, em torno de
20%. Os fungos de armazenamento, principalmente os géneros Aspergillus e Penicillium,
requerem menor teor de umidade para seu crescimento, ao redor de 16%
(FIGUEIRA et al., 2003).

O Fusarium pertence ao género cosmopolita de fungos ascomicetos filamentosos
(O’DONNELL et al., 2013) e é geralmente encontrado na fase haploide em parte do ciclo, os
quais se multiplicam como saprofitos em residuos da cultura de cereais (MCMULLEN;
JONES; GALLENBERG, 1997). Na fase assexuada, de um ascomiceto ocorre a producédo de
esporos assexuais (macroconidios). Na fase sexuada, hd a producdo de esporos sexuais
(ascosporos) em corpos de frutificacdo (peritécios). Ambos esporos podem iniciar epidemias
de grande impacto em cultivos de cereais (GOSWAMI; KISTLER, 2005; KLIX; BEYER,;
VERRET, 2008).

O género Fusarium possui uma ampla gama de espécies adaptaveis em diferentes
climas. Muitas destas espécies sdo patogénicas e afetam a producéo agricola e a satde animal
devido a capacidade de producdo de micotoxinas como zearalenona, fumonisinas e
tricotecenos, responsaveis por micotoxicoses que acometem globalmente a satde de humanos
e de animais. As espécies F. graminearum e F. culmorum sdo comumente encontradas nas
etapas de pré e pos-colheita de muitos cereais, como trigo, cevada, milho e arroz, ou até mesmo
apos processamento destas matérias-primas (BRYDEN, 2007).

As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios produzidos por fungos filamentosos
como resposta ao estresse oxidativo, deficiéncia de nutrientes, competicdo com outros
micro-organismos ou pragas e presenca de ativadores e inibidores no ambiente de infeccdo
(BADIALE-FURLONG, 2012; PONTS et al., 2006). Durante a colonizagédo e infeccdo, 0s
fungos podem ser expostos aos metabolitos do hospedeiro e espécies reativas de oxigénio,
podendo desencadear vias de resposta, como a que produz estas toxinas fangicas (PONTS et al.,
2006). As micotoxinas possuem baixo peso molecular e estruturas distintas pois sao
provenientes de metabolismos secundarios distintos, proprios das espécies produtoras e da
biomolécula precursora. A termoestabilidade das micotoxinas esta relacionada com as suas
estruturas, geralmente ciclicas e complexas (BADIALE-FURLONG, 2012).
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3.5.1 Tricotecenos

Os tricotecenos sdo sesquiterpendides ndo volateis sintetizados pela via
biossintética dos terpendides (GROVE, 2007) provenientes principalmente dos metabolismos
secundarios dos fungos das espécies de Fusarium e em menor extensdo pelos géneros
Trichotecium e Myrothecium (HUSSEIN; BRASEL, 2001). Esta classe de micotoxinas é
composta por anéis sesquiterpénicos com uma estrutura central de 12,13-epoxitricotec-9-eno
triciclico, caracterizada pela presenca de dupla ligacdo entre os carbonos 9 e 10 e um grupo
epoxido entre os carbonos 12 e 13. A toxicidade dos tricotecenos € atribuida principalmente
pelo anel 12,13-epdxido (ALEXANDER; PROCTOR; MCCORMICK, 2009). A classificacdo
dos tricotecenos em tipos A, B, C ou D refere-se aos grupos de substituicdo nos carbonos 3, 4.
7, 8 e 15 em que os tipos A, B e C diferem apenas no substituinte do carbono 8
(TERCIOLO et al., 2018).

Os tricotecenos do grupo B, sdo encontrados em maiores concentragdes nos
alimentos a base de cereais, sendo o deoxinivalenol o mais prevalente (LEBRUN et al., 2015).
O grupo B ¢é representado por nivalenol (NIV), deoxinivalenol (DON), 3-acetil-deoxinivalenol
(3-ADON) e 15-acetil-deoxinivalenol (15-ADON) (KRSKA; MOLINELLI, 2007). O
deoxinivalenol (DON) é o tricoteceno mais estudado do grupo B, e dele derivam os acetilados
3-acetil-deoxinivalenol (3-ADON) e 15-acetil-deoxinivalenol (15-ADON) (BENSASSI et al.,
2009). O 3-ADON possui um grupamento acetil na posicdo 3 da molécula de DON, enquanto
gue o 15-ADON possui um grupamento acetil na posicdo 15 da molécula de DON
(ALEXANDER et al., 2011) (Figura 3).

Figura 3 — Estrutura quimica dos tricotecenos DON, 3-ADON e 15-ADON.
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Em nivel celular, os tricotecenos ligam-se aos ribossomos, inibem a sintese de
proteinas, DNA e RNA e ativam varias quinases de sinalizacdo associadas ao ribossomo
(MINERVINI; FORNELLI; FLYNN, 2004; PESTKA, 2010). Além disso, induzem o estresse
oxidativo e afetam a integridade e funcdo da membrana celular em células eucaridticas
(ARUNACHALAM; DOOHAN, 2013). O DON inibe a sintese proteica pela ligacdo ao
ribossoma e interage com a peptidil-transferase na subunidade ribossémica 60S, levando a
estresse ribotoxico, ativacdo da via de sinalizacdo MAPK e parada do ciclo celular
(SUNDSTOL; PETTERSSON; LUNDH, 2004; WANG et al., 2014).

A ingestdo de alimentos contaminados por tricotecenos do grupo B ocasiona
diversos efeitos em humanos e animais como anorexia, dor abdominal, vomitos, perda de peso,
alteracBes neuroenddcrinas e imunologicas, leucocitose, hemorragia, choque circulatorio e,
eventualmente, morte. A gravidade dos efeitos destas micotoxinas, depende da dose e duracao
da exposi¢do (PESTKA; SMOLINSKI, 2005; PESTKA, 2010). Os tricotecenos podem atuar
como imunoestimuladores ou imunossupressores em animais (LI; PESTKA, 2008).

A transformacdo microbiologica do DON pode ocorrer no intestino de animais
principalmente no ceco, colon e reto. Essa transformacao de DON ¢é caraterizada pela reducéo
da citotoxidade em células do rim de suinos (UENO, 1986). A tolerancia a agdo de tricotecenos
€ maior em ruminantes, enquanto que animais monogastricos sdo mais sensiveis a estas
micotoxinas (UENO, 1986; LANGSET; RUNDBERGET, 1998). Em humanos, 0 decréscimo
na taxa de leucocitos, nausea, vOmito, anorexia e convulsdes estdo relacionados a
contaminacgdes de alimentos por F. graminearum (BRYDEN, 2007). Os derivados acetilados
3-ADON e 15-ADON apresentam toxicidade equivalente ou maior do que o DON em animais.
Alem disso, podem ser desacetiladas em DON no trato digestivo de organismos (ERIKSEN;
PETTERSSON; LUNDH, 2004).

3.5.2 Tricotecenos em Arroz

O arroz ¢é facilmente contaminado por fungos devido a praticas de manejo
inadequadas que levam ao acimulo de micotoxinas (ZHAO et al., 2019) como aflatoxinas,
citrinina, deoxinivalenol, fumonisinas, nivalenol, ocratoxina A e zearalenona, resultando em
sério risco a saude de humanos e animais (TANAKA et al., 2007). Na pos-colheita, a
contaminagé@o ocorre se a secagem for retardada e durante o armazenamento se a umidade
exceder o nivel critico, propicio ao crescimento fungico. A colheita atrasada em climas

chuvosos, precipitacdo ndo sazonal e deposicdo de orvalho, sdo fatores que favorecem a
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contaminagdo por micotoxinas. Durante a parboilizagéo, devido ao amolecimento dos graos e
abertura da casca durante a maceracao e gelatinizacéo, a migracao de fungos e micotoxinas para
o interior do grao é facilitada (KUMAR; BASU; RAJENDRAN, 2008).

O deoxinivalenol é o tricoteceno mais comumente encontrado no arroz, sendo
relatado mundialmente por diversos autores. No Brasil, Nunes et al. (2003) ao realizarem
levantamento de ocorréncia de micotoxinas em 56 amostras de arroz comercial da regido Sul
do Brasil, detectaram a presenca de DON em apenas uma amostra de arroz branco polido na
concentragéo de 300 pg kg, correspondendo a apenas 1,8% de incidéncia desta micotoxina em
relacdo as demais amostras analisadas e Dors, Bierhals e Badiale-Furlong (2011) verificaram
22% de incidéncia de DON com concentracdes obtidas de até 400 pg kg™ em amostras de arroz
parboilizado polido e parboilizado integral. Em outros paises, como india, Murthy, Rati e
Manonmani (2009) revelaram incidéncia de 24% de DON, em concentra¢des que chegaram até
500 pg kg em amostras de arroz. Lee et al. (2011), na Coreia, relataram indicéncia de DON
de 4% ,4%, 68% e 0% para arroz integral, arroz tingido de azul, arroz descolorido e branco
polido, respectivamente. O arroz descolorido destacou-se por apresentar a maior contaminacao
por DON, a qual correspondeu a 1355 pg kg?. Ok, Lee e Chun (2018) verificaram incidéncia
de DON em 5% das amostras de arroz branco polido (contaminagdo maxima de 372,2 pg kg™l),
7% em arroz integral (concentragdo maxima de 434,5 pg kg?') e 31% no farelo de arroz
(concentragio méaxima de 655,6 pg kg™) da Coreia do Sul.

Outros tricotecenos do grupo B como nivalenol, 3-acetil-deoxinivalenol, 15-acetil-
deoxinivalenol e fusarenona X ja foram encontrados em arroz produzido no mundo, porém com
menor frequéncia (PARK etal., 2005; LEE etal., 2011; OK et al., 2011; KIM et al., 2016; SUN;
HU, 2016; OK; LEE; CHUN, 2018). No Brasil, Gomes et al. (2015) ao avaliarem a extensédo
da diversidade do complexo de espécies de Fusarium Graminerarum (FGSC) em sementes de
arroz produzidas no sul do pais, detectaram 4 espécies e 2 genétipos de tricotecenos entre 0s 89
isolados do complexo. Dentre os isolados, 69,6% corresponderam a F. asiaticum com o
gendtipo nivalenol (NIV), 14,6% a F. graminearum com o genotipo 15-ADON e 14,6% de F.
cortaderiae e 1,1% de F. meridionale, ambos com o genétipo de NIV. Além disso, 7 isolados
de F. asiaticum produziram NIV e 2 isolados de F. graminearum produziram 15-ADON e 3-
ADON em teste in vitro com substrato a base de arroz. Com isso, 0s autores confirmaram a
dominéncia de F. asiaticum em agroecossistemas de arroz do Brasil bem como a composigéo
do complexo FGSC em arroz fora da Asia.

A legislagdo vigente no Brasil delimita limite maximo tolerdvel apenas para o

tricoteceno deoxinivalenol (DON) (BRASIL, 2011). Para o arroz beneficiado e seus derivados,
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o Limite Méaximo Toleravel (LMT) de DON no Brasil é de 750 ug kg (BRASIL, 2011), no
entanto, a partir do ano de 2019, o LMT de DON em farelo de arroz o passa a ser de 1000 g
kg™ (BRASIL, 2017). A Unido Europeia estabelece limite maximo toleravel de 1250 pg kg
para cereais nao transformados com excecdo de trigo duro, aveia e milho, cabendo apenas ao
arroz com casca, e de 750 ug kg para alimentos destinados ao consumo direto, farinha, sémola
e gérmen de cereais, onde 0 arroz dos subgrupos de arroz branco polido, parboilizado integral,
parboilizado polido e integral se enquadram a esta ultima classificacdo (UE, 2007).

Os tricotecenos sdo estaveis por muitos anos quando estocados a temperatura
ambiente e podem ser aquecidos a 100 °C sem sofrer degradacdo. VariacGes das propriedades
fisico-quimicas tornam complexa a detec¢cdo destes compostos (SNYDER, 1986). Para a
quantificacdo simultanea de tricotecenos dos grupos A e B é importante considerar suas
diferentes polaridades, necessitando a padronizacdo de metodologias para determinacao destes
analitos em matrizes especificas, preferencialmente com geracdo minima de residuos
(IBANEZ-VEA; LIZARRAGA; GONZALEZ-PENAS, 2011).

3.5.3 Determinacéo de Micotoxinas

Para minimizar os niveis de contaminagdo ou evitar os efeitos toxicos causados em
humanos e animais por micotoxinas, a determinacdo destes contaminantes pela utilizacdo de
métodos analiticos que envolvem técnicas de separacdo é necessaria. Em funcdo disso, a
sensibilidade, especificidade, rapidez e eficiéncia exigidos, bem como, os limites de tolerancia
para micotoxinas estabelecidos pelos érgdos regulamentadores, tém sido respeitado pelos
pesquisadores (RODRIGUEZ-MOZAZ; ALDA; BARCELO, 2007).

Os métodos para determinacdo de micotoxinas devem ser rapidos, confidveis e
economicamente viaveis. Dentre eles, 0os mais conhecidos e utilizados sdo os instrumentais,
como cromatografia gasosa e liquida de alta eficiéncia, e 0s métodos rapidos, que envolvem a
cromatografia de camada delgada, métodos enzimaticos e imunoensaios. Em vista disso, a
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas tem sido considerada uma boa
ferramenta para deteccdo simultanea e confirmacédo de tricotecenos e zearalenona (TANAKA
et al., 2000; FURLONG; BARAJ, 2003; EKE; TORKOS, 2004).

Em multi-analise de micotoxinas um dos principais desafios € desenvolver uma
técnica répida e simples de extracdo destes analitos em matrizes de alimentos complexas. As
etapas de extracdo e de limpeza sdo consideradas as mais criticas para a determinagdo de

micotoxinas, devido a possibilidade de ocorrer perdas que comprometem os resultados das
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anélises (LATTANZIO et al., 2007). A extracdo de micotoxinas de suas matrizes € complexa
pois depende do tipo de matriz, das propriedades fisico-quimicas das micotoxinas e do solvente
mais apropriado para seu isolamento (SORIANO et al., 2004). As principais técnicas bem como
métodos de extracdo de micotoxinas que vem sendo utilizados séo a particdo solido-liquido,
particdo liquido-liquido, extragdo em fase sélida (SPE), QUEChERS, dispersao da matriz em
fase sélida (MSPD), e colunas de imunoafinidade (SOARES; RODRIGUES-AMAYA, 1989;
ANASTASSIADES et al., 2003; BARKER, 2007; LAGANA et al., 2010). A minimizagio do
impacto ambiental, o tempo de exposicdo dos analistas a solventes toxicos e o desenvolvimento
de multimétodos que determinam uma ampla gama de analitos em uma Unica extracdo sao
fatores que também tém sido considerados ao longo dos anos na analise de contaminantes
(HANS et al., 2008; HERNANDEZ-HIERRO et al., 2008).

A técnica de extracdo MSPD (do inglés Matrix Solid-Phase Dispersion), aplicada
a amostras bioldgicas solidas, semi-sélidas e/ou altamente viscosas, envolve a dispersdo da
matriz sobre suportes sélidos, seguida de eluicdo (BARKER, 2000). A MSPD, permite que as
etapas de extracdo e limpeza ocorram simultaneamente, possibilita a combinacdo de diferentes
suportes sdlidos e solventes e reduz a quantidade minima de amostra, caracterizando a técnica
como viavel, de baixo custo, rapida, flexivel, versatil e confiavel (BARKER, 2000; CALDAS
etal., 2013; CAPRIOTTI et al., 2013).

A utilizagdo de menores quantidades de amostra combinada com menor consumo
de solvente aumentam consideravelmente a competitividade da MSPD frente a outros métodos
classicos ja utilizados e dever ser considerada como alternativa no desenvolvimento de novos
protocolos analiticos (BARKER, 2007), uma vez que esta técnica apresenta procedimento
analitico simplificado e reduzido, elimina a possibilidade de formacdo de emulséo e eleva a
eficiéncia de extracdo dos analitos a medida que toda a amostra é exposta ao suporte sélido
(BOGLIALLI; DI CORCIA, 2007). A natureza do suporte sélido e o tipo de solvente de eluicéo,
sdo fatores que podem afetar esta técnica (BARKER, 2002). O desenvolvimento e/ou utilizagdo
de novos suportes solidos aliado a utilizacdo de solventes apropriados para isolar o0 composto
de escolha e a miniaturizacdo e automacdo da técnica de MSPD ampliam sua aplicagdo para
diversas matrizes e analitos (BARKER, 2007).

Em razdo da complexidade da matriz em estudo, a utilizacdo de suportes sélidos
alternativos para melhorar a extragdo de analitos e a retirada de interferentes torna-se necessaria
(CALDAS et al., 2013). Os suportes solidos (dispersantes), podem ser materiais inertes que
possuem material abrasivo simples que garantem a completa ruptura da matriz, ou materiais

seletivos que melhoram a seletividade e limpeza juntamente com a etapa de extracdo
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(CAPRIOTTI et al., 2015). O suporte s6lido C18 atua na retirada de interferentes de carater
lipofilico (LANCAS, 2008) e ja foi reportado para a extracdo de micotoxinas (RUBERT;
SOLER; MANES, 2011; MASSAROLO et al., 2018). A alumina neutra atua como suporte
alternativo para a retirada de interferentes polares e ja foi relatada na extracdo de pesticidas em
arroz (DOREA; SOBRINHO, 2004). Quando a cromatografia gasosa ¢ utilizada como técnica
analitica de separagdo, o sulfato de sodio anidro pode ser adicionado ao meio de dispersdo da
técnica de MSPD como agente dessecante, retendo agua e solventes menos polares, para
melhorar a extracdo e posteriores recuperaces do método analitico (CAPRIOTTI et al., 2010).

Algumas modificagdes da técnica tém sido realizadas para torné-la mais simples e
de fécil execucdo, como a modificacdo conhecida como dispersdo da matriz em fase sélida
assistida por vortex (VA-MSPD) em que a etapa de eluicdo realizada em cartucho € substituida
pela agitacdo em vortex (SEBASTIA et al., 2010; CALDAS et al., 2013; CERQUEIRA et al.,
2018). A substituicdo do empacotamento em coluna (cartuchos) pelo emprego de vértex na
etapa de eluicdo (VA-MSPD) além de proporcionar reducdo do risco de exposicao do analista
ao solvente e do manuseio da amostra, ja tém sido aplicada na extracdo de micotoxinas em
matrizes complexas proporcionando resultados satisfatorios e confiaveis no que se refere a
extragdo de aflatoxinas em farinhas de milho e arroz (MASSAROLDO et al., 2018; DA SILVA
etal., 2019).

A cromatografia é uma técnica analitica de separagdo amplamente utilizada devido
ao seu alto desempenho e por ser possivel sua combinacdo a diferentes sistemas de deteccao
(VEKEY, 2001). A cromatografia gasosa (CG) e a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) sdo as técnicas cromatograficas mais comumente acopladas a espectrometria de massas
(CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008). Este acoplamento combina as vantagens da
cromatografia como alta seletividade e eficiéncia de separacdo com as vantagens da
espectrometria de massas como obtencdo de informag0es estruturais, massa molar e aumento
da seletividade (VEKEY, 2001).

A grande vantagem da cromatografia gasosa é seu alto poder de resolucéo, superior
a outras técnicas cromatograficas. Além disso, € capaz de separar dezenas de substancias
presentes em uma mesma amostra em aproximadamente 20-30 minutos. A preparacdo da
amostra pode ser longa e complexa, pois para separacdo por cromatografia gasosa, 0S
compostos devem ser volateis, ou tornados volateis por derivatizacdo quimica, e termicamente
estaveis (SOARES, 2006). O acoplamento do cromatografo a gas ao espectrometro de massas
(CG-EM) promove alta especificidade, preciséo e facilidade para lidar com misturas complexas

que este detector possui (PITT, 2009) e € simples pois a necessidade de alto vacuo do
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espectrometro de massas é compativel com o funcionamento do cromatografo a gas
(ARDREY, 2003).

Os tricotecenos podem ser detectados empregando cromatografia gasosa, acoplada
a detectores de ionizacdo de chama, captura eletronica e espectrometria de massas devido a
baixa absortividade na regido do ultravioleta-visivel (CIGIC; PROSEN, 2009; KOCH, 2004;
KRSKA; MOLINELLI, 2007). Embora os tricotecenos, em funcdo da sua polaridade,
necessitem de derivatizacdo para reducdo do ponto de ebuli¢do tornando-os vaporizaveis em
CG-EM e com maior estabilidade térmica (RAN et al.,, 2013). A CG-EM oferece um
desempenho analitico vantajoso, conferindo maior seletividade e resolucdo cromatogréfica
(SOARES, 2006; RODRIGUEZ-CARRASCO et al., 2014).

A derivatizacdo consiste em uma reacdo quimica que modifica a estrutura de
compostos pela geracdo de novos produtos com melhores propriedades cromatogréaficas.
Moléculas contendo grupos funcionais como —COOH, —OH, —-NH e —SH em sua estrutura tem
a capacidade de formar pontes de hidrogénio, acarretando em fraca volatilidade e baixa
estabilidade térmica, o que leva a interacdes com a fase estacionaria, resultando em baixa
deteccdo e diminuicdo da vida til da fase estacionaria (HALKET; ZAIKIN, 2003).

A principal funcéo da derivatizacdo é reduzir o ponto de ebuli¢do de moléculas ndo
volateis tornando-as vaporizadas em CG-EM, contribuindo também para maior estabilidade
térmica de moléculas labeis ao calor (RAN et al., 2013), aumento da sensibilidade e seletividade
de analises em nivel traco e determinacdo quantitativa por monitoramento de ion selecionados
(SIM) (HALKET; ZAIKIN, 2003).

As reacdes de derivatizacdo mais utilizadas na deteccdo de analitos por CG-EM sé&o
sililag&o, acilacéo e alquilacdo. Para a deteccéo de tricotecenos como o deoxinivalenol e seus
derivados, as reacdes de sililacdo e acilacdo sdo as mais adotadas. Dentre os reagentes de
sililagéo estdo o BSA (N,O-bis-(trimetilsilil)-acetamida), TMCS (trimetilclorossilano), TMSI
(N-trimetilsililimidazol) e TMS (trimetilsilil) (TANAKA et al., 2000). Os reagentes de acilagdo
mais utilizados sdo TFAA (anidrido é&cido trifluoroacético), PFPA (anidrido
pentafluoropropiénico) e HFBI (heptafluorobutiril imidazol) (YUE et al., 2010).

A sililagdo é vantajosa devido sua simplicidade, rapidez e versatilidade para
analises via CG, além de ocorrer em uma unica etapa e apresentar alto rendimento até em
condi¢des brandas, ha o blogueio dos sitios proticos, o que reduz as interacdes do tipo
dipolo-dipolo e eleva a volatilidade dos compostos de interesse, resultando em picos
cromatograficos mais estreitos e simétricos (HALKET; ZAIKIN, 2003).
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O mecanismo da reacdo de sililacdo é de substituicdo de segunda ordem Sn2, em
que o par de elétrons do heterotdtomo mais eletronegativo (oxigénio, nitrogénio ou enxofre)
ataca o atomo de silicio do grupo silil pela regido de menor impedimento estérico, produzindo
um estado de transicdo bimolecular (Figura 4). O grupo de saida (X) deve apresentar pouca ou
nenhuma tendéncia para se ligar novamente com o 4tomo de silicio e ter facilidade de saida do
estado de transi¢do bimolecular. Devido a formacgdo do estado de transicdo ser reversivel, a
derivatizacdo completa ocorre se a basicidade do grupo de saida X for maior que a do grupo
analito-silil (BLAU; HALTEK, 1993). Além disso, quanto menor o impedimento estérico do
grupamento do analito a ser ligado no grupo silil, mais rdpida e facilitada se torna a
derivatizacdo. A sililagcdo ocorre em hidrogénios ativos, logo, é necessario evitar a utilizacdo de
solventes proticos, portanto, os solventes mais comumente utilizados séo piridina, hexano,
isoctano, dimetilsulféxido e acetonitrila. O emprego de aquecimento durante a reacdo também

proporciona uma derivatizagdo mais efetiva (HALKET; ZAIKIN, 2003).

Figura 4 — Reacdo de derivatizacdo por Sililacdo

CHy H;C CH, CH,

analito—Q: +H;C——Si— X —| analitb— Q) —S§j— X |—» analito—Q—Si—CH; + HX

H CH; H CH; H CH;
Para BSAX: H3C—C=N——"S5i(CHj3)3
OH
TMCS X: Cl
TMSI X: NCH = NCH= CH

FONTE: Adaptado de Knapp (1979).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

Os reagentes e solventes utilizados nos experimentos foram: metanol grau HPLC
(J. T. Baker), acetonitrila grau HPLC (J. T. Baker), n-hexano grau HPLC (Qhemis), tolueno
(Merck), sulfato de sédio anidro (Dinamica), alumina neutra (Merck), C18 (DSC 18 Supelco),
derivatizante composto  por  N,O-bis(trimetilsil)acetamida, trimetilclorossilano e
N-trimetilsilimidazol (BSA:TMCS:TMSI, 3:2:3, v/v/v, Supelco), bicarbonato de sodio
(ProQuimios), éter de petréleo P.A. (Neon), albumina de soro bovino (Inlab), alcool etilico
95% (Dinamica), agua destilada, hidroxido de sédio P.A. (Cinética), acido cloridrico P.A.
(Vetec), iodo P.A. (Synth), cloreto de sddio P.A. (Synth), éleo de soja, bicarbonato de sédio
P.A. (Synth), &cido citrico P.A. (Vetec), citrato de sodio P.A. (Synth), citrato de sodio tribasico
(Sigma-Aldrich), acetato de sodio P.A. (Synth), dimetilsulfoxido P.A. (Neon), &cido
3,5-dinitrosalicilico P.A. (Vetec), glicose P.A. (Synth), acido sulfarico (Synth), perdéxido de
hidrogénio (Synth), acido borico (Synth), folin (Dinamica), a-amilase (produzida por
Aspergillus oryzae, Sigma-Aldrich), amiloglicosidade (produzida por Aspergillus niger,
Sigma-Aldrich) e protease (produzida por Aspergillus oryzae, Sigma-Aldrich).

Os principais equipamentos utilizados nos experimentos foram espectrofotdmetro
(UV-Vis modelo Cirrus 80, Femto; modelo SP220, Biospectro), balanca analitica de precisdo
(modelo AY220, Marte), banho termostatico com agitacdo (Quimis), banho ultrassénico
(modelo Ultrassonic Cleaner, Unique), centrifuga refrigerada (modelo CT-5000R, Cientec),
agitador tipo vortex (modelo Biomixer VTX-2500), agitador orbital (Incubadora modelo
TE-420, Tecnal); autoclave (Phoenix); mufla (Quimis), pHmetro (modelo HI221, Hanna
Instruments), peneiras (Bertel Industria Metalurgica), bloco digestor (Oxylab), destilador
(modelo TEO0363, Tecnal), digestor (Gerhardt Kjeldatherm), estufa de secagem com circulacdo
de ar (modelo Q314M222, Quimis), extrator Soxhlet (modelo Q30826B, Quimis), banho de
areia (Quimis), cromatografo a gas acoplado a espectrometro de massas (Shimadzu, modelo
GC-MS-QP2010 SE), mini-engenho de provas (modelo PAZ-1-DTA; Zaccaria S/A, S&o Paulo,
Brasil), colorimetro (Minolta, modelo CR400, Jap&o) e texturdometro (TA.XTplus).
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4.2 AMOSTRAS

As amostras de arroz irrigado (cultivar Guri Inta CL) e de arroz de sequeiro (cultivar
BRSGO Serra Dourada) foram obtidas dos estados brasileiros Rio Grande do Sul e Goias,
respectivamente, coletados em empresas destas regides. Cerca de 1 kg de arroz foram
beneficiados em mini-engenho de provas Zaccaria (modelo PAZ-1-DTA; Zaccaria S/A, Séo
Paulo, Brasil) para obter arroz branco polido, integral, parboilizado polido e parboilizado
integral. Os gréos foram moidos e as particulas passantes por peneiras com diametro de 0,5 mm
foram utilizadas para o estudo da composicdo quimica, determinacdo das fracGes de amido
disponivel e resistente, indice de solubilidade em agua, poder de inchamento e na determinacgéo
de tricotecenos.

Para a realizacdo da aplicabilidade do método validado para determinacdo de
tricotecenos em arroz, foram adquiridas 16 amostras de arroz (tipo 1, classe longo fino) de
diferentes marcas do comércio local da cidade de Rio Grande (RS). Além destas, as 4 amostras
de arroz irrigado (cultivar Guri Inta CL) e 4 amostras de arroz de sequeiro (cultivar BRSGO
Serra Dourada) também foram utilizadas. Entre as 24 amostras de arroz, foram avaliados 0s
subgrupos de arroz branco polido (n=6), integral (n=6), parboilizado polido (n=6) e
parboilizado integral (n=6) devido a maior preferéncia do consumidor e disponibilidade no

mercado para compra.

4.3 PADROES

Os padrdes de tricotecenos deoxinivalenol (DON), 3-acetil-deoxinivalenol
(3-ADON) e 15-acetil-deoxinivalenol (15-ADON), com pureza > 98%, foram adquiridos da
Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, EUA). Foram preparadas solug@es trabalho de 50 pg mL™*,
para cada micotoxina, a partir das solugdes estoque previamente ressuspensas em
tolueno:acetonitrila (95:5, v/v). As concentragdes dos tricotecenos foram determinadas em
espectrofotbmetro a 220 nm considerando as absortividades molar de DON
(6805 mol L), 3-ADON (6983 mol L) e 15-ADON (6983 mol L*). Posteriormente, as
solucdes trabalho foram secas em atmosfera de N> e armazenadas sob congelamento a -18 °C
até a utilizacdo (AOAC, 1995).
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4.4 COMPOSICAO QUIMICA

Os contetdos de umidade (Método n° 935.29), cinzas (Método n° 923.03), lipidios
(Método n° 920.85) e proteinas (fator de conversdo 5,95) (Método n°® 920.87) foram
determinados de acordo com a AOAC (2000). Os carboidratos foram estimados por diferenca.
Os teores de agUcares redutores e redutores totais foram quantificados por método colorimétrico
com o &cido 3,5-dinitrosalicilico (3,5-DNS) de Miller (1959).

O amido total presente nas amostras de arroz foi determinado pelo método
colorimétrico do complexo amido-iodo adaptado (GARDA-BUFFON; BARAJ;
BADIALE-FURLONG, 2010). Para a obtencdo do extrato, 0,3 g de amostra e cerca de 30 mL
de &gua destilada foram aquecidos a 80 °C por aproximadamente 5 min, sob constante agitacéo,
até a gelatinizacdo dos granulos (solucdo translicida). Apds resfriamento, o extrato teve seu
volume ajustado para 50 mL. A rea¢do colorimétrica consistiu na adicdo de 0,4 mL de extrato,
14,4 mL de agua destilada e 0,2 mL de iodo (0,3% de I> em solucdo de Kl 3%) em tubo de
ensaio. A quantificacdo foi realizada pela curva padrdo de amido (faixa linear
0 a 0,21 mg mL™) em espectrofotdmetro a 620 nm.

O contetdo de amilose foi determinado segundo Martinéz e Cuevas (1989) com
adaptacdes. A extracdo de amilose do arroz foi realizada a partir de 100 mg de amostra, 1mL
de alcool etilico (95%, v/v) e 9 mL de NaOH 1M, seguido de incubagdo a 100 °C por 10 min,
resfriamento a temperatura ambiente, volume ajustado a 100 mL com &gua destilada e repouso
por 3 h. A reacdo colorimétrica consistiu na adicdo de 1 mL de extrato, 8,2 mL de agua
destiladas e 0,8 mL de iodo (0,3% de 1> em solugdo de Kl 3%). Os extratos foram quantificados
pela curva padrdo de amilose (0 a 20 pug mL1) em espectrofotdmetro a 620 nm. A amilopectina
foi estimada pela diferenca entre o conteido de amido e amilose para cada amostra de arroz.

4.5 TRATAMENTO HIDROTERMICO

Para determinacdo das fracGes de amido disponivel e resistente, cor e textura, graos
beneficiados de arroz irrigado e de sequeiro foram tratados hidrotermicamente em chapa
elétrica simulando a coccdo convencional doméstica conforme Becker-Algeri et al. (2013). A
proporcdo de arroz:NaCl:6leo de soja foi de 1:0,01:0,02 (p/p/p). As proporcbes de agua em
relacdo ao arroz foram 1:3 (p/v) para arroz branco e parboilizado polido e de 1:4 (p/v) para
arroz integral e parboilizado integral. O tratamento hidrotérmico foi realizado a 100 °C até

completa absorc¢éo de agua e gelatinizacao. O teste de coc¢éo foi realizado pela compressao do



50

gréo cozido sobre duas placas de vidro para avaliacdo visual da gelatinizacdo dos gréos. O
produto foi considerado cozido quando o centro do gréo se tornou transparente.

4.6 DETERMINACAO DAS FRACOES DE AMIDO DISPONIVEL E RESISTENTE

As fragGes de amido disponivel (AD) e amido resistente (AR) foram determinadas
para as amostras de arroz cozido de acordo com método de digestdo in vitro da AOAC 996.11
com modificacdes de Walter, Silva e Perdomo (2005). Foram realizadas duas lavagens com
20 mL de etanol 80% aquecido nas amostras previamente pesadas (300 mg) para remocao de
interferentes (agUcares livres e lipidios). Apos, as amostras foram hidrolisadas com 190 pL de
a-amilase e 3 mL de tampéo citrato 100 mM pH 6,0 (incubagédo por 5 min a 95 °C); 25 pL de
protease (incubacéo de 30 min a 60 °C); e 3 mL amiloglicosidase e 4 mL tamp&o acetato de
sodio 200 mM pH 4,5 (incubacédo de 30 min a 50 °C). Em seguida, foram centrifugadas a 3220
xg por 10 min. Aos residuos foram adicionados 10 mL tampdo acetato de sdédio 200 mM pH
4,5 seguido de centrifugacdo a 3220 xg por 10 min. Para cada amostra, 0s sobrenadantes
resultantes das duas centrifugacdes foram avolumados a 100 mL para determinacdo do amido
disponivel. Aos residuos obtidos da segunda centrifugacdo foram adicionados 2 mL de
dimetilsulfoxido com posterior incubacgéo por 5 min a 95 °C e realizacdo de hidrolises com 190
pL de a-amilase (incubagdo de 5 min a 95 °C) e 3 mL de amiloglicosidase e 4 mL de tampéo
acetato de s6dio 200 mM pH 4,5 (incubacdo de 30 min a 50 °C). Ao fim das incubaces, as
amostras foram centrifugadas a 3220 xg por 10 min e entdo os sobrenadantes foram avolumados
a 10 mL para a determinacdo de amido resistente. As atividades enzimaticas das enzimas o.-
amilase, protease e amiloglicosidase utilizadas foram, respectivamente, 30 U mg™ de amido
n&o hidrolisado, 1 U mL* de tirosina consumida e 1,8 U mL™ de glicose produzida.

Os teores de AD e AR foram determinados pela quantificagdo da glicose livre pelo
método colorimétrico de reducdo do &cido 3,5-DNS (Miller, 1959) considerando o fator de
conversao de glicose livre em amido de 0,9. O percentual de absorcdo de 4gua pelas amostras
de arroz cozido foi considerado nos célculos e os resultados foram expressos em relacdo aos

percentuais de amido dos gréos de arroz.

4.7 PROPRIEDADES FISICAS DO ARROZ

A cor dos grdos crus e cozidos das amostras de arroz foi avaliada utilizando

colorimetro (Minolta, modelo CR400, Japdo). Foram medidos os parametros luminosidade L*
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(luminosidade;  branco=100; preto=0) e cromaticidades a* (positivo=vermelho;
negativo=verde) e b*(positivo=amarelo; negativo=azul).

O perfil de textura dos grdos de arroz cozidos foi obtido em texturémetro
TA.XTplus, software Exponent Stable Micro System, com célula de carga de 5 g e compressao
de dois ciclos necessaria para comprimir 80% da espessura original do grdo cozido, retornar a
sua posicao original e comprimir novamente. A velocidade de pré-teste e pos-teste foi de 1 e
5 mm s, respectivamente, velocidade de teste de 5 mm s e distancia inicial de teste de 10 mm.
Os parametros determinados foram: dureza, forca maxima requerida para comprimir a amostra
em percentagem pré-estabelecida (N); mastigabilidade, nimero de mastigacdes necessarias
para tornar o alimento com consisténcia aceitavel para ser engolido (N/s); gomosidade, energia
requerida para desintegrar um alimento semissolido para um estado pronto para ser engolido,
sem mastigar (N); elasticidade, grau com que o alimento retoma a sua forma ap6s compressao
parcial da lingua contra os dentes ou céu da boca (mm); e adesividade, for¢a necessaria para
remover o alimento que adere na lingua, nos dentes e nas mucosas (N/s) (BOURNE, 2002).

O indice de Solubilidade em Agua (ISA) e o Poder de Inchamento das amostras de
arroz foram determinados de acordo com Leach, McCowen e Schoch (1959). Para a
determinacdo do indice de solubilidade em agua, 1 g de amostra foi adicionado em tubo Falcon
com 50 mL de agua com posterior agitacdo em voértex por 30 s, em seguida, foi incubado a
90 °C por 30 min. Apds resfriamento, a solucdo foi centrifugada por 20 min a 3220 xg. O
sobrenadante foi coletado e transferido para uma capsula e entdo foi seco a 105 °C até peso
constante. O indice de solubilidade em agua foi calculado de acordo com a Equacéo 1. O poder

de inchamento consistiu em pesar o residuo solido para posterior calculo pela Equacéo 2.

PRE
1SA = (32)x100 (1)
_PRC
PI= PA-PRE (2)

Em que ISA € o indice de Solubilidade em Agua (%); PA é o Peso da Amostra em
base seca (g); Pl é o Poder de Inchamento (%); PRC é o Peso do Residuo de Centrifugagéo (g);

e PRE é 0 Peso do Residuo de Evaporacéo (g).



52

4.8 DETERMINACAO DE TRICOTECENOS

4.8.1 Condicdes Cromatograficas

A identificacdo e quantificacdo de tricotecenos foi realizada em Cromatdgrafo a
Gas (CG) acoplado a um Espectrometro de Massas (EM) (Shimadzu — GC-MS-QP2010 SE)
equipado com porta de injecdo slipt/splitless com cdmara de ionizacdo de Impacto de Elétrons.
A separacdo ocorreu em coluna capilar (Restek, modelo RTX-5MS 30m x 0,25mm ID X
0,25 um UDF), tendo como gas de arraste Hélio e analisador tipo Quadrupolo.

Os parametros cromatograficos e de espectrometria de massas aplicados foram de
acordo com Pereira, Fernandes e Cunha (2015). A injecdao cromatografica foi realizada no modo
splitless a 270 °C (60 s). A programacdo da rampa de aquecimento do forno foi a seguinte:
a. 140 °C por 1,5 min; b. 280 °C a 10 °C min; ¢. 300 °C a 20 °C min, mantido por 5 min. O
tempo total de execucdo foi de 21,5 min. A temperatura da interface para o EM foi de 280 °C.
Os parametros espectrométricos utilizados foram: ionizacao por impacto de elétrons de 70 eV;
temperatura da fonte de ions de 230 °C; temperatura do analisador quadrupolo de 150 °C; e
tempo de atraso do solvente de 3 min.

Primeiramente, foi utilizado o modo SCAN para a identificacdo e definicdo do
tempo de retencdo, ion de quantificacdo e ions de identificacdo pela varredura dos ions gerados
para cada micotoxina em estudo. Posteriormente, para quantificacdo destes analitos foi adotado
0 modo SIM, que consiste no monitoramento dos ions selecionados na etapa anterior (Tabela
1).

Tabela 1 — CondicOes espectrométricas para analise de tricotecenos derivatizados por
CG-EM.

_ _ Tempo de fons modo SIM (m/z)
Micotoxinas [M]*

Retencédo (min) Identificacdo Quantificacdo

DON [MW+216]° 14,6 235 247,297, 422
3-ADON [MW+144]* 15,6 377 223, 289, 244
15-ADON [MW-+144]* 15,8 235 350, 392, 304

[M]*: forma ionizada dos analitos; DON: deoxinivalenol; 3-ADON: 3-acetil-deoxinivalenaol;
15-ADON: 15-acetil-deoxinivalenol.
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4.8.2 Extragéo de Tricotecenos

O método de extracdo utilizado foi o de Dispersdo da Matriz em Fase Soélida
Assistido por Vortex (em inglés, VA-MSPD) adaptado de Massarolo et al. (2018). As
modificacOes realizadas foram: adi¢do de 0,25 g de Na>SO4 anidro, redugdo do volume de
solvente na etapa de eluigdo de 10 mL para 5 mL, volume de extrato coletado de 5 mL para 2
mL e testes variando proporcdo de solventes MeOH:MeCN (0:100, 100:0 e 50:50, v/v) e de
quantidades de suportes sélidos C18 (0, 0,25, 0,3 e 0,5 g) e Al.O3 neutra (0, 0,25, 0,3,0,5e 1,0
el1,50).

Em um graal de porcelana foram adicionados 1 g de amostra, 0,25 g de
Na>SO4 anidro e misturas de C18:Al>03 neutra, seguido por maceracgdo por 5 min. Em seguida,
a mistura foi transferida para tubos de polipropileno para realizagéo da etapa de eluicdo com
5 mL de diferentes propor¢cdes de MeOH:MeCN. Posteriormente, a amostra foi agitada em
vortex por 3 min, centrifugada a 3220 xg por 10 min e 2 mL do sobrenadante foram coletados
para a obtencgdo do extrato. O extrato obtido foi seco a 60 °C em banho de areia para posterior
etapa de derivatizacdo.

4.8.3 Derivatizacao de Tricotecenos

O método de derivatizagdo utilizado foi adapatado de Pereira, Fernandes e Cunha
(2015). Inicialmente, foram adicionados 50 pL do derivatizante BSA:TMCS:TMSI (3:2:3,
v/IvIv) ao extrato seco com posterior agitacdo em vortex por 30 s. Apds, a mistura foi aquecida
em banho de areia a 80 °C por 20 min seguida da adi¢do de 1 mL de n-hexano e 300 pL de
NaHCO30,1% pH 9,1. Em seguida, a mistura foi agitada vortex por 30 s e submetida a
congelamento a -18°C por 30 min, para separacao e visualizagao das fases pelo congelamento
da fase inferior. Por fim, 800 pL da fase superior foram recolhidos, seco sob atmosfera de N2 e
ressuspenso em 1 mL de n-hexano e agitado em vortex por 1 min antes da injecéo

cromatografica.

4.8.4 Validagdo do Método Cromatografico

O limite de deteccdo (LOD) e limite de quantificacdo (LOQ) para cada tricoteceno
foi obtido considerando trés e dez vezes a relacdo sinal-ruido, respectivamente. A linearidade
foi avaliada pelas curvas de calibragdo padrdo na faixa de concentracdo do LOQ para cada
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micotoxina, variando do LOQ a 10 vezes o LOQ para cada micotoxina. A exatidao
(recuperacado) e precisao (repetibilidade e precisdo intermediaria) do método foi avaliada em
conformidade com SANTE/11945/2015 (SANTE, 2016) e Brasil (2003). Arroz integral
irrigado (1g) foi fortificado com os padrbes de DON, 3-ADON e 15-ADON em trés niveis de
recuperagdo 1, 5 e 10 vezes o LOQ para DON e 15-ADON e 1, 3 e 6 vezes 0 LOQ para 3-
ADON. Cada nivel de fortificacdo foi extraido por VA-MSPD em triplicata e injetado trés vezes
(n=9). As recuperacOes, exatiddo e precisdo para cada micotoxina nos trés niveis de

contaminacgdo foram obtidas de acordo com as Equacdes 3 e 4, respectivamente.

R (%)= (C‘C—fz) x100 3)

CV (%) = (£)x100 @)

Onde R(%) € o percentual de recuperagdo, C1 concentragdo determinada na amostra
fortificada, C> concentracdo determinada na amostra ndo fortificada (branco da amostra), Cs
concentracdo do analito no solvente, CV(%) € o coeficiente de variacdo em percentual, s é 0
desvio padrdo das recuperacgdes e X é a média das recuperagdes.

A incerteza do método foi determinada segundo Ellison e Williams (2012) e
Martins et al. (2016) a partir dos resultados de repetibilidade e precisdo intermediaria referentes
aos trés niveis de recuperacdo de DON, 3-ADON e 15-ADON, conforme indicado pelas
Equacbes 5,6, 7,8 ¢ 9.

Inivelz % (5)
L=, / IR P (6)
[p=100- Rynedia (7)

Leo=. /Ifﬂf (8)

I=2'I(C,t) (9)
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Em que Inivel € a incerteza calculada em cada nivel de recuperacédo, s é o desvio
padrdo, n é o numero de réplicas, I é a incerteza padrdo combinada dos trés niveis, I € a
incerteza total obtida pela médias das recuperagdes obtidas dos trés niveis, Iy € a incerteza
obtida pela incerteza padrdo combinada e a incerteza total e | é a incerteza obtida para cada
micotoxina em termos de repetibilidade e precisdo intermediéria.

O efeito de matriz (EM) foi avaliado de acordo com SANTE/11945/2015
(SANTE, 2016) e Brasil (2003) conforme a Equacao 10, comparando a inclinacdo da curva do
solvente com a inclinacdo da curva da matriz, preparadas com fortificacdes (seis pontos) das
micotoxinas no solvente e no branco do extrato de arroz integral, respectivamente. A extensdo
dos efeitos provenientes dos interferentes da matriz foi observada pela porcentagem de

superestimacdo (+) ou supressao (-) do sinal.
EM(%)=(1-2L:)x100 (10)

Onde EM(%) é o efeito de matriz, Sm é a inclinacdo da curva na matriz e Ss é a

inclinacdo da curva no solvente.
4.9 MIGRAQAO DE DEOXINIVALENOL DURANTE A PARBOILIZACAO DO ARROZ

Para a realizacdo do estudo de migracdo de deoxinivalenol durante a parboilizacédo
dos grdos de arroz irrigado e de sequeiro, as amostras foram previamente contaminadas com
750 ug kg? do tricoteceno deoxinivalenol 24 h antes da realizagdo do processo. A
contaminacgdo consistiu em adicionar aliquotas de deoxinivalenol a medida que os grdos com
casca eram colocados em camadas no frasco de parboiliza¢do. A proporcéo de arroz com casca
e agua foi utilizada de acordo com Dors, Pinto e Badiale-Furlong (2009) e as condicdes de
processo adotadas foram segundo Paiva et al. (2016). Primeiramente, foi realizada a etapa de
maceracao em que 0s grdos com casca foram submersos em agua destilada na propor¢édo 1:2
(p/v) e mantidos em banho-maria a 60 °C por 4 h. Posteriormente, 0 excesso de dgua dos graos
foi retirado e estes foram gelatinizados a 108 °C (0,4 kgf cm2) por 10 min. Em seguida, os gréos
gelatinizados foram deixados em repouso por aproximadamente 12 h a temperatura ambiente.
Por fim, os graos parboilizados foram secos a 38 °C em estufa de secagem com circulagéo de

ar ate alcancarem aproximadamente 13% de umidade.
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Os gréos parboilizados e secos foram beneficiados em mini-engenho de provas
Zaccaria (modelo PAZ-1-DTA; Zaccaria S/A, S&o Paulo, Brasil) para obtengdo de arroz
parboilizado polido, parboilizado integral, casca e farelo. Os grdos beneficiados foram moidos
e as particulas passantes por peneiras com didmetro de 0,5 mm foram utilizadas para
determinacéo de deoxinivalenol.

A determinacdo de deoxinivalenol foi de acordo com o método validado para
extracdo por VA-MSPD e determinacdo dos tricotecenos por CG-EM descrito ao decorrer do

Item 4.8. O percentual de migracao para cada amostra foi calculo de acordo com a equacéo 6.

C 1na
Mpon(%)= (2) x100 ®)

inicial

Em que Mpon € 0 percentual de migracdo do deoxinivalenol (%), Cfina € a
concentragdo de deoxinivalenol final na amostra ap6s parboilizacdo (ug kg™t) e Cinicial € a

concentragdo de deoxinivalenol inicial na amostra antes da parboilizagdo (ug kg™).
4.10 ANALISE ESTATISTICA

Os efeitos do emprego de parboilizacdo (parboilizado ou ndo) e grau de
beneficiamento (integral ou polido) foram analisados frente a composicéo fisico-quimica das
cultivares de arroz irrigado (Guri Inta CL) e de sequeiro (BRSGO Serra Dourada),
respectivamente, e o efeito de diferentes condi¢des de extracao sobre as recuperagdes das trés
micotoxinas estudadas (DON, 3-ADON e 15-ADON) foram avaliados por Analises de
Variancia Bifatoriais (ANOVA). Testes de Shapiro-Wilks e Bartlett foram utilizados para
verificagdo da normalidade e homocedasticidade dos dados, respectivamente. Quando
necessario, os dados foram transformados para melhor ajuste aos pressupostos da ANOVA. O
Teste de Tukey foi utilizado para avaliar a diferenca estatistica entre as médias dos
experimentos realizados em triplicata. As Analises de Variancia foram realizadas utilizando o
software Statistica 7.0 (StatSoft. Inc.) a 5% de significancia.

Relacdes entre a composicdo proximal (cinzas, lipidios, proteinas e carboidratos),
acucares redutores e redutores totais, amido total, amilose, amilopectina, amido disponivel,
amido resistente, dureza, poder de inchamento e indice de solubilidade em agua foram
verificadas por correlagdes de Pearson. Posteriormentes, estas variaveis depentes foram

submetidas a analise multivariada ACP (Andlise dos Componentes Principais) para suas
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interacdes com as independentes Emprego de Parboilizacdo e Grau de Beneficiamento. As
correlagfes de Pearson e as andlises dos componentes principais foram realizadas para cada

cultivar em estudo (Guri Inta CL e BRSGO Serra Dourada) utilizando o software Past versao

2.17c (D.A.T. Harper).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DO ARROZ IRRIGADO E DE SEQUEIRO

Os efeitos das variaveis independentes de pds-colheita tais como o emprego de
parboilizagéo e o grau de beneficiamento foram avaliadas na caracterizagdo de duas variedades
de arroz: uma recomendada para cultivo irrigado (Guri Inta CL) e outra pra cultivo em sequeiro
(BRSGO Serra Dourada). O grau de beneficiamento (GB) estd considerado em dois niveis,
menor GB, etapa em que ocorre apenas o descascamento dos gréos (obtengédo dos subgrupos de
arroz integral e parboilizado integral), e maior GB, etapa em gque ocorre descascamento seguido
de polimento dos grédos (obtencdo dos subgrupos de arroz branco polido e parboilizado polido).
A Tabela 2 apresenta os resultados de composi¢do quimica, amido disponivel e resistente e na
Tabela 3 estdo os resultados dos pardmetros fisicos para as cultivares de arroz irrigado e de

sequeiro, respectivamente.

5.1.1Composi¢ao Quimica

Os teores de cinzas para as cultivares Guri Inta CL e BRSGO Serra Dourada foram
menores em grdos com maior grau de beneficiamento (polidos). Para os diferentes subgrupos
da cultivar Guri Inta CL, o grau de polimento provocou diferenca estatistica entre arroz polido
e integral pelo teste de Tukey (p<0,05). Os subgrupos integral e parboilizado polido da cultivar
de arroz de sequeiro néo diferiram significativamente em relacdo ao grau de polimento (p>0,05)
(Tabela 2). O emprego da parboilizacdo proporcionou aumento no percentual de cinzas em
arroz parboilizado polido e parboilizado integral quando comparado ao arroz branco polido,
principalmente para os produtos provenientes do arroz cultivado em sequeiro. Os resultados
obtidos estdo de acordo com Abubakar et al. (2018), que encontraram variacdes entre 0,3% e
0,6% e 1,7% e 1,8% para arroz branco e arroz integral, respectivamente, e Dors, Pinto e
Badiale-Furlong (2009) com variacéo entre 0,6% e 0,7% em arroz parboilizado polido.

O conteddo lipidico do arroz é reduzido com a remocéo do farelo e do gérmen
durante o polimento dos grdos, como indicado pelos diferentes subgrupos das cultivares de
arroz irrigado e de sequeiro em relacdo a diferenca estatistica (p<0,05) (Tabela 2).
Heinemann et al. (2005), encontraram resultados semelhantes, obtendo para amostras de arroz
branco polido, integral, parboilizado polido e parboilizado integral, cultivados sob irrigacao,
teores de lipidios de 0,5%, 2,7%, 0,4% e 2,7%, respectivamente.
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O conteudo de proteinas encontrado em arroz branco polido difere
significativamente dos subgrupos integral e parboilizado integral (p<0,05), sendo o teor
proteico maior nos subrgrupos parboilizados provenientes da cultivar BRSGO Serra Dourada
(Tabela 2). Os teores de proteinas obtidos estdo de acordo com o encontrado na literatura em
que Abubakar et al. (2018) encontraram em arroz branco e arroz integral contetdos proteicos
entre 7,8e 9,8% e 9,5 e 9,8%, respectivamente.

Os teores de carboidratos encontrados em arroz branco polido provenientes das suas
cultivares sdo significativamente diferentes dos encontrados em arroz integral e parboilizado
integral (p<0,05) (Tabela 2), devido a estes compostos estarem mais concentrados no
endosperma amil&ceo do grdo, no entanto, menores fraces de carboidratos também podem ser
encontradas no farelo e no gérmen sob a forma de aclcares livres. Silva et al. (2017)
encontraram valores semelhantes na farinha obtida do arroz branco polido da cultivar
Guri Inta CL (aproximadamente 91%).

Uma vez que o amido € o principal carboidrato deste cereal, este também foi maior
em arroz branco polido e parboilizado polido e menor em arroz integral tanto da cultivar Guri
Inta CL quanto para a cultivar BRSGO Serra Dourada (p<0,05) (Tabela 2). Li et al. (2016),
obtiveram resultados semelhantes quando determinaram teores de amido entre 78% e 86,1%
em 12 variedades de arroz branco polido. As condicGes de cultivo, como suprimento de dgua e
temperatura, influenciam a formacao de amido no grdo de arroz, além disso, sua concentracdo
pode ser alterada pelo emprego de parboilizacdo onde a gelatinizacdo parcial acarreta na
modificacdo estrutural desta macromolécula. O maior grau de beneficiamento promove
aumento do teor de amido total dos gréos de arroz branco polido e parboilizado polido devido
a remocdo de outros constituintes do farelo como proteinas, lipidios e cinzas.

Maiores teores de amilose foram encontrados em arroz branco polido das cultivares
Guri Inta CL (21,0%) e BRSGO Serra Dourada (19,0%), que diferiram significativamente dos
outros produtos (p<0,05). Em contrapartida, maiores teores de amilopectina foram encontrados
em arroz parboilizado, destacando-se o arroz parboilizado polido proveniente da cultivar Guri
Inta CL (66,9%) e o parboilizado integral da cultivar BRSGO Serra Dourada (64,5%). A
proporcao amilose/amilopectina foi maior em arroz branco polido tanto para a cultivar irrigada
(0,35) quanto para a de sequeiro (0,30) (Tabela 2). Silva et al. (2017), encontraram 21,4% de
amilose em arroz branco (cultivar Guri Inta CL) e Abubakar et al. (2018) obtiveram variacoes
entre 12,5-26,1% e 12,5-25,7% nos teores de amilose de arroz branco polido e integral,

respectivamente, valores similares aos encontrados neste estudo.
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Segundo Birt et al. (2013), ocorre lixiviagdo durante a parboilizagdo e posterior
retrogradacdo das cadeias de amilose que anteriormente estavam ligadas as moléculas de
amilopectina, podendo facilitar a quantificacdo. No entanto, a reducdo dos contetdos de
amilose e amido total pode ocorrer devido a formacdo de complexos amilose-lipidio,
amilose-amilose e amilose-amilopectina quando o amido é submetido a tratamento
hidrotérmico (WADUGE et al., 2006) como a parboilizacéo e/ou cocgdo do arroz. Além disso,
os resultados de quantificacdo de amido total e amilose pelo método colorimétrico utilizando
iodo podem ser afetados pela competicdo entre o iodo e os lipidios na formacdo do complexo
com a amilose (SILVA et al., 2017).

Maiores conteildos de acUcares redutores e redutores totais, encontrados em arroz
integral e parboilizado integral de ambas cultivares (Guri Inta CL e BRSGO Serra Dourada,
Tabela 2), podem estar relacionados com o emprego de temperaturas mais altas e pressdo
durante a parboilizacdo, o que facilita a degradacdo do amido, bem como a migragdo dos
acucares presentes nas camadas externas para o interior dos grdos durante a parboilizacao e/ou
isomerizacdo de outros carboidratos concentrados no farelo (LAMBERTS et al., 2008;
MOONGNGARM; SAETUNG, 2010), visto que o arroz branco polido foi o que apresentou
menor teor de acucares redutores. Moongngarm e Saetung (2010) encontraram valores
semelhantes em arroz integral, correspondendo a 190 mg e 910 mg 100g™ para aglicares
redutores e agUcares redutores totais, respectivamente.

Os teores de amido disponivel (AD) e de amido resistente (AR) sdo parametros
considerados importantes para avaliar a qualidade do arroz, principalmente quanto a
digestibilidade do amido. O AD é degradado a glicose por enzimas do trato digestivo
(ENGLYST; KINGMAN; CUMMINGS, 1992) enquanto que 0 AR resiste a digestdo no trato
gastrointestinal (KUMAR et al., 2018). Portanto, esta relacdo afeta o valor nutricional do arroz
como fonte de energia uma vez que o consumo de alimentos a base de arroz com maiores teores
de AR pode auxiliar no controle de diabetes tipo Il, devido sua lenta digestdo e absor¢do no
intestino  delgado, reduzindo respostas glicémicas e insulinémicas poOs-prandiais
(KUMAR et al., 2018).

O arroz parboilizado integral da cultivar Guri Inta CL e o arroz integral da cultivar
BRSGO Serra Dourada apresentaram os menores teores de amido disponivel (67,7% e 68,6%,
respectivamente). Quanto ao amido resistente, o arroz parboilizado integral e o integral da
cultivar de sequeiro seguido do arroz parboilizado polido da cultivar irrigada, destacaram-se
pelos maiores contetdos (17,2%, 16,4% e 15,7%, respectivamente) (Tabela 2). Farooq et al.

(2018), encontraram teores de amido resistente semelhantes em amido de arroz dos subgrupos
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integral (16,1%) e branco (18,9%) tratados termicamente. O polimento dos gréos de arroz
contribuiu para aumento do percentual de amido disponivel enquanto que a parboilizacéo
promoveu a formacdo de maiores teores de amido resistente, provavelmente devido a
potencializar a formacéo de amido resistente do tipo 3 (AR3).

De forma geral, comparando a composi¢do quimica dos produtos beneficiados das
cultivares irrigada e sequeiro, percebe-se que a cultivar BRSGO Serra Dourada se destacou
pelos maiores teores de proteinas e amido resistente, principalmente para os subgrupos integral
e parboilizado integral. Em contrapartida, a cultivar Guri Inta CL apresenta maior teor de
carboidratos e amilose, 0 que pode justificar a maior migracdo de agucares redutores durante a
parboilizacdo. No campo, estas variacfes entre as cultivares, podem ser atribuidas
principalmente as praticas de manejo, clima, genotipo e cultivar que podem interferir na
acumulacao e/ou degradacédo de nutrientes dos graos, do que pelo tipo de ecossistema utilizado
para cultivo de arroz, uma vez que o melhoramento genético das cultivares tem diminuido as
diferencas entre cultivares de sistema irrigado e de sequeiro. Apds beneficiamento dos gréos
arroz provenientes das cultivares Guri Inta CL e BRSGO Serra Dourada, a parboilizacdo e o
grau de beneficiamento apresentaram grande influéncia na composi¢do quimica dos diferentes

subgrupos de arroz.

5.1.2 Propriedades Fisicas

Os gréos crus de arroz dos subgrupos parboilizado polido e parboilizado integral
apresentaram menor luminosidade e os subgrupos integral e parboilizado integral mostraram
tom mais avermelhado (a*), tanto para cultivar Guri Inta CL quando para a cultivar BRSGO
Serra Dourada (p<0,05) (Tabela 3). Todos os produtos de beneficiamento de arroz da cultivar
de sequeiro apresentaram cor mais amarelada (b*) em relacdo aos da cultivar Guri Inta CL.
Houve aumento da luminosidade e diminuicdo dos tons avermelhados e amarelados apds
cocgdo dos grdos de arroz. O arroz parboilizado integral cozido apresentou coloragédo mais
avermelhada e amarelada. As mudancas de coloracdo durante a parboilizacdo ocorrem devido
a migracédo de pigmentos da casca e do farelo, escurecimento enzimatico e produtos da reacéo
de Maillard (melanoidinas) (LAMBERTS et al., 2008). Neste estudo, maiores teores de
acucares redutores foram encontrados em gréos de arroz integral e parboilizado integral das
duas variedades, 0s quais sdo0 mais escuros que gréos de arroz parboilizado polido e branco
polido. Possivelmente, este escurecimento esteja relacionado com a reacdo de Maillard mais

intensa visto que estes subgrupos de arroz também apresentaram maiores teores de proteinas.
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Os subgrupos de arroz branco polido de ambas cultivares (Guri Inta CL e BRSGO
Serra Dourada), apresentaram graos menos duros, seguido pelo parboilizado polido (Tabela 3).
O arroz parboilizado integral proveniente do cultivo em sequeiro apresentou maior dureza. Os
subgrupos integral da cultivar Guri Inta CL e parboilizado polido da cultivar BRSGO Serra
Dourada apresentaram menores valores de adesividade. Arroz branco polido de ambas
cultivares apresentaram menor gomosidade e mastigabilidade, além disso, ndo houve diferenca
estatistica entre os valores de elasticidade obtidos para os diferentes subgrupos de arroz das
cultivares irrigada e de sequeiro (p>0,05) (Tabela 3).

Durante a cocgéo, ocorre a ruptura dos gréos, inchamento e diminuicao da dureza.
A maior dureza observada no arroz parboilizado polido e no parboilizado integral em relagédo
ao arroz branco polido é determinada pela intensidade do processo de parboilizacdo, que
promove aumento dos tons amarelados dos graos e menor adesividade. Graos de arroz menos
adesivos sdao desejaveis pela maioria dos consumidores brasileiros, pois os caracteriza como
mais soltos (PARAGINSKI et al, 2014).

Arroz dos subgrupos branco polido e parboilizado polido provenientes da cultivar
Guri Inta CL apresentaram maior poder de inchamento (9,0 e 9,2%, respectivamente), porém,
0s maiores percentuais de poder de inchamento foram encontrados em arroz integral (8,7%),
parboilizado polido (7,9%) e parboilizado integral (8,0%) da cultivar BRSGO Serra Dourada
(Tabela 3). Apesar das diferencas entre os valores obtidos serem baixas, 0 emprego de calor
pode melhorar o inchamento dos dominios amorfos do amido gerando instabilidade dos
cristalitos e até rompimento. Este rompimento resulta em perda da organizacdo estrutural do
amido e maior interacdo com as moléculas de agua, levando a um maior inchamento dos
granulos de amido. A reducgdo do poder de inchamento pode ser atribuida a interacdo das cadeias
de amilose-amilose, amilose-amilopectina e amilopectina-amilopectina e também pela
formacdo do complexo amilose-lipidio (HE et al., 2018).

Os diferentes subgrupos de arroz da cultivar Guri Inta CL apresentaram maior
indice de solubilidade em agua (ISA) quando comparado ao arroz da cultivar BRSGO Serra
Dourada (Tabela 3). Em virtude do amido ser semicristalino e apresentar duplas hélices em sua
estrutura, este é apenas ligeiramente solivel em &gua. Entretanto, ao invés da dissolucédo, as
moléculas de agua podem estar presentes no granulo de amido principalmente pela formacéo
de ligacdo de hidrogénio com a cadeia polimérica do amido pelo emprego de gelatinizacdo
(inchamento dos granulos de amido) (WANG et al., 2018).

Em geral, a cultivar BRSGO Serra Dourada cultivada em condic¢des de sequeiro

apresentou graos crus e cozidos mais amarelados e avermelhados e também mais duros que a
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cultivar Guri Inta CL proveniente de condigdes irrigadas. A maior dureza observada na cultivar
de sequeiro ja era esperada Vvisto que este cultivo apresenta maior teor proteico e de cinzas em

comparacdo a cultivar irrigada.

5.1.3 Analise dos Componentes Principais

A geracao de componentes principais contribui para explicacao da variabilidade dos
resultados e apresenta a correlagdo entre diferentes varidveis (KUPSKI;
BADIALE-FURLONG, 2015). As analises dos componentes principais (ACP) foram
realizadas neste estudo para verificar como as varidveis independentes emprego de
parboilizacdo e grau de beneficiamento influem na composicdo quimica (principalmente em
termos de amido disponivel e amido resistente) e nos parametros fisicos (dureza, indice de
solubilidade em &gua e poder de inchamento) nos diferentes subgrupos de arroz das cultivares
Guri Inta CL e BRSGO Serra Dourada.

5.1.3.1 Anélise dos Componentes Principais da cultivar Guri Inta CL

A Figura 5 apresenta graficamente a anélise dos componentes principais realizada
para os diferentes subgrupos de arroz (branco polido, integral, parboilizado polido e
parboilizado integral) provenientes da cultivar Guri Inta CL, a qual demonstrou que 59,2% e
25,4% da variabilidade dos resultados sdo explicados pelos componentes principais 1 (CP1) e 2
(CP2), respectivamente.

As correlacfes obtidas pela analise multivariada ACP permitiu verificar que um
aumento no teor de cinzas nos subgrupos de arroz da cultivar Guri Inta CL reduz os teores de
carboidratos (R=-0,88, p=0,12), amido total (R=-0,99, p=0,01), amilose (R=-0,80, p=0,20),
amido disponivel (R=-0,73, p=0,27) e o poder de inchamento dos grdos (R=-0,89, p=0,11).
Maiores teores de lipidios e proteinas também indicaram reducdo dos teores de carboidratos
(R=-0,99, p=0,01; e R=-0,99, p=0,00), amido total (R=-0,91, p=0,09; e R=-0,85, p=0,15),
respectivamente (Figura 5). Estas correlacfes negativas de cinzas, lipidios e proteinas com
carboidratos e amido total € explicada pelo grau de polimento, uma vez que quanto maior o
polimento dos grédos maior é a remocgéo de farelo onde estdo concentradas as maiores fragoes
de cinzas, lipidios e proteinas.

A dureza dos gréos oriundos dos diferentes subgrupos de arroz da cultivar

Guri Inta CL indicou correlagbes positivas e altas principalmente com proteinas
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(R=0,93, p=0,07) e acgucares redutores totais (R=0,97, p=0,03) e negativa com carboidratos
(R=0,93, p=0,07) e poder de inchamento (R=-0,83, p=0,17). O indice de solubilidade em &gua
apresentou correlacdo alta apenas com a propor¢do amilose/amilopectina (R=-0,93, p=0,047),
enguanto que o poder de inchamento indicou que além da dureza, também é influenciado pelos
conteddos de cinzas (R=-0,89, p=0,11), lipidios (R=-0,99, p=0,01), proteinas (R=-0,96, p=0,04)
e carboidratos (R=0,98, p=0,02) (Figura 5).

Quanto aos parametros de digestibilidade do amido dos subgrupos de arroz da
cultivar Guri Inta CL, verifica-se que o amido disponivel apresentou correlagdo positiva
principalmente com os teores de amido total (R=0,66, p=0,34), amilose (R=0,82, p=0,18),
amilopectina (R=0,51, p=0,49) e negativa com cinzas (R=-0,73, p=0,27) e agucares redutores
(R=-0,98, p=0,02). A correlacéo alta e negativa entre amido disponivel e aclcares redutores é
observada graficamente pelo angulo formado de cerca de 180°. O amido resistente apresentou
correlacdo alta e negativa principalmente com a proporcdo amilose/amilopectina
(R=0,74, p=0,26) em que € possivel observar um angulo de aproximadamente 180° (Figura 5).

Diante de todas a correlacfes obtidas e pela distribui¢do dos subgrupos de arroz da
cultivar Guri Inta CL na Figura 5, verifica-se que a CP1 parece estar associada ao grau de
polimento em que os subrgrupos de arroz branco polido e parboilizado polido estéo
posicionados ao lado positivo do eixo, enquanto que os subgrupos de arroz integral e
parboilizado integral, estdo no lado negativo do eixo. Além disso, a CP, parece estar relacionada
ao emprego de parboilizacdo, onde os subgrupos de arroz parboilizados (parboilizado polido e
parboilizado integral) estdo localizados na parte negativa do eixo e 0s que ndo sdo parboilizados

(branco polido e integral) encontram-se positivamente no eixo da CP».

5.1.3.2 Analise dos Componentes Principais da cultivar BRSGO Serra Dourada

A Figura 6 demonstra graficamente a analise dos componentes principais dos
diferentes subgrupos de arroz (branco polido, integral, parboilizado polido, parboilizado
integral) da cultivar BRSGO Serra Dourada em que as componentes principais 1 (CP1) e 2 (CP>)
explicaram 69,3% e 21,0%, respectivamente, a variabilidade dos resultados.

As correlagdes resultantes da analise dos componentes principais da cultivar
BRSGO Serra Dourada demonstram que 0 aumento do teor de cinzas reduz os carboidratos
(R=-0,82, p=0,18) e amilose (R=-0,90, p=0,10), porém, contribui consideravelmente para o
aumento da dureza (R=0,98, p=0,02) dos diferentes produtos beneficiados de arroz. Os lipidios

e as proteinas também sdo importantes no aumento ou reducdo dos teores de carboidratos



66

(R=-0,89, p=0,11; e R=-0,97, p=0,03) e amido total (R=-0,89, p=0,11; R=-0,80, p=0,12),
respectivamente (Figura 6). Da mesma forma que a cultivar Guri Inta CL, os teores de cinzas,
lipidios e proteinas da cultivar BRSGO Serra Dourada também exibiram correlacfes negativas
com os contetidos de carboidratos e amido total, indicando que o grau de polimento é importante
para a qualidade nutricional do cereal, independente do tipo de cultivar e modo de cultivo
(irrigado e sequeiro) devido a retirada de farelo diminuir consideravelmente os niveis de
proteinas, cinzas e lipidios.

A dureza dos grdos de arroz provenientes dos subgrupos de arroz da cultivar
BRSGO Serra Dourada, além de estar altamente relacionada com as cinzas, também
demonstrou ser influenciada por proteinas (R=0,98, p=0,02), carboidratos (R=0,90, p=0,10),
amilose (R=-0,97, p=0,03), propor¢cdo amilose/amilopectina (R=-0,94, p=0,06), acucares
redutores (R=0,87, p=0,13), acUcares redutores totais (R=0,89, p=0,11) (Figura 6).

Em relacdo ao amido disponivel dos diferentes subgrupos de arroz da cultivar
BRSGO Serra Dourada, este obteve correlagdes positivas com carboidratos (R=0,74, =0,26),
amido total (R=0,76, p=0,24) amilose (R=0,61, p=0,39) e proporcdo amilose/amilopectina
(R=0,55, p=0,45) e negativas com lipidios (R=-0,97, p=0,03), proteinas (R=-0,56, p=0,44),
amido resistente (R=-0,69, p=0,31) e acucares redutores totais (R=-0,74, p=0,26). O amido
resistente apresentou correlagbes positivas com lipidios (R=0,67, p=0,33), proteinas
(R=0,53, p=0,47), acucares redutores (R=0,75, p=0,25) e acucares redutores totais
(R=0,54, p=0,46). E importante ressaltar que o amido disponivel, além do valor de correlacio
alto e negativo, graficamente este parametro demonstrou angulo de aproximadamente 180° com
os lipidios. Angulo semelhante (180°) também é observado entre amido resistente e proporgao
amilose/amilopectina na Figura 6.

Diferentemente da analise de componentes principais da cultivar Guri Inta CL, esta
analise multivariada referente a cultivar BRSGO Serra Dourada (Figura 6), ilustra que apesar
da componente principal 1 também indicar associacdo com grau de polimento, visto que 0s
subgrupos integral e parboilizado integral estdo posicionados no lado positivo do eixo e 0s
subgrupos branco polido e parboilizado polido estdo localizados na parte negativa do eixo, ndo
é possivel predizer com qual variavel (dependente ou independente) a componente principal 2
esta mais relacionada, como na ACP da cultivar Guri Inta CL em que esta componente
demonstrou afinidade com a variavel independente emprego de parboilizacéo.
5.1.3.3 Comparacdo entre as analises de componentes principais das cultivares Guri Inta CL e
BRSGO Serra Dourada
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De forma geral, as analises dos componentes principais das cultivares Guri Inta CL
(para cultivo irrigado) e BRSGO Serra Dourada (para cultivo em sequeiro) indicaram que a
variabilidade dos resultados em termos de cinzas, lipidios, proteinas, carboidratos, amido total,
amilose, amilopectina, aclcares redutores e redutores totais, bem como a dureza possuem
correlac@es relativamente semelhantes. Além disso, a analise multivariada realizada para cada
cultivar confirmou que o grau de polimento e o emprego de parboilizacdo sdo varidveis que
influenciam grandemente na qualidade nutricional dos produtos de arroz beneficiados,
independente da cultivar e do modo de cultivo utilizado durante o plantio deste cereal.

No entanto, algumas correlagcdes obtidas merecem destaque visto que contribuem
para o0 entendimento dos resultados obtidos e informagdo sobre a qualidade nutricional,
principalmente em termos de digestibilidade do amido. O amido disponivel em ambas
cultivares (Guri Inta CL e BRSGO Serra Dourada) é maior em subgrupos de arroz com teor de
amido total e amilose maiores, porém, as correlacfes negativas com proteinas e lipidios indicam
que pode ocorrer a formacao de complexos entre amido-lipidio e amido-proteina que afetam a
digestibilidade do amido, tornando-o menos acessivel (THARANATHAN, 2002). O tamanho
dos granulos de amido também influenciam na digestibilidade da macromolécula, visto que a
alta digestibilidade do amido é maior em granulos de amido com menor tamanho de particula,
devido ao aumento da &rea de superficie que oferece maior acessibilidade as enzimas
hidroliticas, levando a uma taxa de digestdo mais alta e consequentemente maior indice
glicémico, indesejavel para individuos diabéticos (SNOW; O’DEA, 1981; GANI et al., 2017).

Em relacdo ao amido resistente, para a cultivar Guri Inta CL este apresentou
correlagdo alta e significativa com a proporcdo de amilose/amilopectina e para a cultivar
BRSGO Serra Dourada esta variavel correlacionou-se positivamente com lipidios, proteinas e
acucares redutores. Paralelamente, os tipos de amido resistente presentes no arroz cozido sdo
principalmente ARs, formado pela lixiviagdo e retrogradacdo da amilose, em que a estrutura
helicoidal dupla da amilose retrogradada perde sua capacidade de associa¢do com a 4gua e néo
se encaixa no sitio de ligacao da amilase, resistindo a digestdo (BIRT et al., 2013) e ARs, pela
formacdo de complexos amilose-lipidio (SHU et al., 2006). Logo, estas mudangas na estrutura
do complexo durante o cozimento e resfriamento podem afetar a formagéo de amido resistente
(KIM et al., 2006). Além disso, as camadas de aleurona presentes em graos de arroz integral e
parboilizado integral, inibem a penetracdo das enzimas digestivas para o interior do grdo,
reduzindo a taxa de hidrélise do amido durante a digestdo gastrointestinal
(TAMURA et al., 2016). Portanto, estes fatores associados ao grau de beneficiamento e

emprego de parboilizacdo, explicam a obtencdo de maiores teores de amido resistente em arroz
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Tabela 2 — Composicao quimica de produtos de arroz beneficiados das cultivares Guri Inta CL e BRSGO Serra Dourada.

Subgrupo  Cinz Lip Prot CHO AT Am Amp Am AD AR ARed ARedT
de Arroz (%) (%0) (%) (%) (%) (%0) (%) Amp (%0) (%)  (mg100g™*) (mg 100g™)
ap 0,7° 0,6° 6,8° 92,06  814* 21,00 604° 0,35 90,00  104° 51,7¢ 155,7¢
y (7,1)  (11,7)  (0,6) (0,6) (1,5) (2,1) (2,5) (4,4) (2,0 (1,1) (6,7) (3,1)
é | 1,23 2,3 105 859  66,6° 16,3® 50,3° 0,32° 87,4%  134%® 91,9¢ 1082,22
= (17,9 (141 (0,9 (0,9) (0,4) (1,4) (0,3) (1,3) (3,90 (13,7) (14,4) (2,4)
?:s op 0,7° 0,7 7,3¢ 91,3  836* 16,7° 66,9  0,25° 849 157 161,3° 522,2°
= (5,7) (7,7) (0,2) (0,2) 1,7) (7,7) (40) (115)  (6,6) (2,6) (2,3) (3,0
S o 1,43 1,8 9,0° 87,7° 62,9 13,6° 493 0,28 67,77 115° 329,5% 593,5°
(1,2 (11,1  (0,8) (0,8) (3,0) (1,8) (4,0) (4,8) (3,7)  (143) (0,9) (8,6)
S g 0,55 0,9¢ 9,58 89,1~  81,8* 19,04 628° 030" 848° 142° 97,4¢ 113,3°
= (12,5)  (7,6) (4,1) (0,4) (1,0) (4,4) (2,0 (6,2) (6,6) (8,3) (3,9) (8,5)
@ 1,3¢ 2,8% 105" 853 66,7° 11,3 553° 020® 686° 164 143,68 910,17
3 ! (3,4) (6,5) (2,3) (0,3) (0,3) (3,8) (0,3) (4,1) (35)  (10,0) (2,4) (11,5)
§) op 1,2¢ 09° 100" 878® 747%® 166® 581%® 0,29 896 93 90,5¢ 412,4°
o (17,9 (157 (21) (0,1) (1,7) (2,3) (1,5) (0,9) (4,9) (0,7) (7,2) (3,5)
g o 1,84 1,78 10,6~ 859 745%® 10,0 6554 0,15° 72,08 1727 237,88~ 744,28
3 (124)  (56) (0,7) (0,3) (1,0 (1,8) (1,1) (2,0 (6,6) (3,9) (2,8) (3,7)

BP: Branco Polido; I: Integral; PP: Parboilizado Polido; PI: Parboilizado Integral; Cinz: Cinzas; Lip: Lipidios; Prot: Proteinas; Carb: Carboidratos; AT: Amido Total;
Am: Amilose; Amp: Amilose; AD: Amido Disponivel; AR: Amido Resistente; ARed: Acucares Redutores; ARedT: AgUcares Redutores Totais. Dados apresentados em base
seca como Média(CV), em que CV € o coeficiente de Variagdo (%), n=3. Letras sobrescritas mindsculas diferentes na mesma coluna para cultivar Guri Inta CL e maidsculas

para cultivar BRSGO Serra Dourada indicam que ha diferenca significativa pelo teste de Tukey (p<0,05) entre os diferentes subgrupos de arroz.



Tabela 3 — Parametros fisicos de produtos de arroz beneficiados das cultivares Guri Inta CL e BRSGO Serra Dourada.

Subgrupo Parametros de Cor Parametros de Textura ISA -
de Arroz L*cru a*cru b*cru L*coz a*coz b*coz Dur Adesiv  Elast Gomos Mast
ap 68,33* -0,32¢  9,43° 70,08 -1,40° 0,76° 51,23° -0,23*  0,84® 11,71° 9,19¢ 33> 9(?
0,7) (7.8 (0,6) (06) (31) (144) (142) (135 (12,2) (6,00 (11,1) (7.5) (115
y | 60,33 294> 1943 59,84> 059° 16,63%° 254,05 -0,34® 0,83% 52,75° 32,13% 29° 7,72
g 06) (24 (0,8) (05) (1000 (34) (187 (89 (7,8) (16,1 (400 (149 (3,7
.; op 54,51 0,71° 19,62° 67,71*® -1,35° 7,65° 9246° -024° 0,85 23,05 19,80 65° 922
O 0,7 (@115 (@14 (04 (83) (7,3 (6,7)  (150)  (9,6) (7.9) (12,6)° (186) (4,5)
o 50,97¢ 521° 2358 5897° 1,70* 17,37*% 111,93® -0,30* 0,87 2503" 30,27 51°® 812
(16) (1,6) (0,9) (03) (87 (13) (31) (106) (59 (700 (527 (6,00 (823)
ap 75,66" -0,43° 11,14 77314 -143° 320 57,19° -0,194 092" 11,99° 922¢ 20* 6,7C
L (02 (12,9  (64) 0,7 (7 (65) (6,4) (5,3) (4,70 (142 (136) (17.4) (2,0
% | 62,185 3,76 22,32 6843% 0498 1520® 253,01® -0,37® 0,83* 4584" 2941 29° 87A
@ (11 (11 (0,5) (05 (82 (08 (142 (108  (55) (13,00 (3,6) (149 (44)
3 59,19 3,32 26,20¢ 61,43° 0,62® 1530% 170,75 -0,22*% 0,87% 25928 17,77% 274 7,98
§) (1,4)  (4,6) (0,6) (0,9 (65 (2,2 (4,5) (7,1) (11,7 (11,4 (105 (131 (1.2
o o 5454° 547~  2546° 62,36° 2,39 19,000 33562% -0,428 0,90 24,16%® 30,75 2,3* 8,08
0,7) (21 (1,1) (08) (11,2 (2,3) (5,8) (5,9 (12,4) (145 (74 (116) (0,7

BP: Branco Polido; I: Integral; PP: Parboilizado Polido; PI: Parboilizado Integral; L*, a* e b*cru e coz: Parametros de cor em graos crus e cozidos; Dur: Dureza (N); Adesiv:
Adesividade (N/s); Gomos: Gomosidade (N); Mast: Mastigabilidade (N/mm); Elast: Elasticidade (mm). ISA: Indice de Solubilidade em Agua (%); PI: Poder de Inchamento

(%). Dados apresentados como Média(CV), em que CV é o coeficiente de variacdo (%), n=3. Letras sobrescritas minUsculas diferentes na mesma coluna para cultivar Guri

Inta CL e maidsculas para cultivar BRSGO Serra Dourada indicam que ha diferenca significativa pelo teste de Tukey (p<0,05) entre os diferentes subgrupos de arroz.
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Figura 5 — Andlise dos Componentes Principais para a cultivar de Arroz Irrigado Guri Inta CL.
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Figura 6 — Andlise dos Componentes Principais para a cultivar de arroz de Arroz de Sequeiro BRSGO Serra Dourada.
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integral e parboilizado integral, principalmente em arroz proveniente da cultivar BRSGO Serra
Dourada. A formacédo de complexos com a amilose e as limitagdes quanto a sua quantificacao
também podem ter influenciado para estas correlacGes.

Diante da variabilidade dos resultados explicada correlacGes entre as variaveis
apontadas pelas anélises dos componentes principais para os diferentes subgrupos de arroz das
cultivares Guri Inta CL e BRSGO Serra Dourada, ficou demonstrado que o emprego
parboilizacdo favorece o aumento do teor de amido resistente, provavelmente pela formacao de
amido resistente dos tipos 3 (AR3) e 5 (ARs) e que polimento proporciona menores teores de
acucares redutores e maiores teores de amido disponivel, principalmente para arroz do subgrupo
branco polido, possivelmente o menor contetdo lipidico, que dificultou a formacdo de
complexos amilose-lipidio caracteristico do ARs. Logo, a parboilizagdo além de cintribuir para
maior formacéo de amido resistente, também pode facilitar a ligacdo de micotoxinas com amido
resistente. As condi¢fes de armazenamento dos graos, beneficiamento, parboilizacdo e de
cocgdo, como tempo e temperatura, Sdo pontos criticos que também podem afetar a qualidade

do arroz, em especial a formacdo de amido resistente como comprovam os dados deste estudo.

5.2 DETERMINACAO DE TRICOTECENOS

5.2.1 Derivatizacéo

Para a identificacdo das micotoxinas DON, 3-ADON e 15-ADON por CG-EM e
obtencdo das condicdes espectrométricas descritas na Tabela 1, foi necessario adaptar a etapa
de derivatizagdo dos tricotecenos de Pereira, Fernandes e Cunha (2015). As modificacdes
realizadas compreenderam em aumento do volume de n-hexano de 100 pL para 1000 pL ap6s
a adicdo do derivatizante, substituicdo do tampéo fosfato 0,1 M pH 7,2 por NaHCO3 0,1%
pH 9,1 e aumento do volume de n-hexano em que os tricotecenos derivatizados séo
ressuspensos antes da injecdo cromatogréafica de 20 pL para 1000 pL. As alteracdes realizadas
possibilitaram a melhor visualizacdo da fase superior que contém n-hexano e as micotoxinas
derivatizadas apds reacdo de sililagdo, maior separacdo e aumento dos picos cromatograficos
dos analitos. A substituicdo de tampdo fosfato 0,1 M pH 7,2 por bicarbonato de sddio 0,1%
pH 9,1 proporcionou maior volatilidade e estabilidade térmica aos tricotecenos derivatizados,
principalmente para os tricotecenos acetilados 3-ADON e 15-ADON, os quais foram melhor
identificados. Isto pode ser explicado devido a necessidade do grupo eletrofilico do
derivatizante apresentar maior basicidade que o grupo derivatizado analito-silil para que o
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estado de transicdo da reacdo ndo seja reversivel e, consequentemente, a derivatizacdo se
complete (BLAU; HALTEK, 1993). Portanto, uma vez que o bicarbonato de sddio 0,1% é mais
basico (pH 9,1) que o tampéo fosfato 0,1 M (pH 7,2) e este também pode ser adicionado na
etapa de lavagem para a retirada do derivatizante remanescente, isto pode ter auxiliado para a
maior estabilidade dos produtos formados da reacéo, neste caso, os tricotecenos derivatizados.

Furlong e Soares (1995) ao utilizarem heptafluorobutiril imidazol (HFBI) como
derivatizante dos tricotecenos do grupo A (diacetoxiscirpenol, toxina HT2, toxina T», T tetraol
e T» triol) e do grupo B (DON e NIV) testaram diferentes catalisadores, dentre eles bicarbonato
de sédio, tampdo fosfato pH 7,0 e solugdo de amdnia e verificaram que ndo houve diferenca
entre os cromatogramas. Milanez, Valente Soares e Baptista (2004) obtiveram melhores
resultados cromatograficos na derivatizacdo de DON e NIV com a utilizacdo do catalisador
bicarbonato de s6dio em conjunto com o derivatizante TFAA relatando a presenca de menos
interferentes, maior estabilidade e sensibilidade. Garda e Badiale-Furlong (2008) ao utilizarem
anidrido trifluoroacético (TFAA) como derivatizante do tricoteceno DON testaram como
catalisadores da reacdo de derivatizacdo piridina e bicarbonato de sodio e o planejamento
experimental realizado pelos autores mostrou que o bicarbonato de s6dio proporcionava maior
area relativa para o DON. Portanto, além do bicarbonato de sodio ja ter sido utilizado como
catalisador nas reacOes de derivatizacao por acilagdo citadas este também se mostrou eficaz em
reacOes de sililagdo para os tricotecenos DON, 3-ADON e 15-ADON.

5.2.2 Otimizacao da técnica VA-MSPD

ApoOs adaptacdo do método de derivatizacdo e obtencdo das condicdes
espectrométricas (Tabela 1), foram realizados doze testes com diferentes condicdes de extracdo
pela técnica de extracdo VA-MSPD com o intuito de obter as melhores recuperacfes para DON,
3-ADON e 15-ADON dentro das condicdes estabelecidas pela ANVISA e Unido Europeia
(BRASIL, 2003; EU, 2006). Nos quatro primeiros testes de extracdo (Tabela 4), foi utilizada
Al;O3 neutra como um suporte solido alternativo para a retirada de interferentes polares
(DOREA; SOBRINHO, 2004), como os carboidratos presentes no arroz, e a proporgio de
MeOH:MeCN a fim de melhorar a extracao dos analitos e promover a retirada dos interferentes
da matriz. Em todas as quatro condi¢Ges avaliadas, utilizou-se 1 g de amostra e 0,25 g de
Na2SO4 anidro durante a etapa de maceracdo. O sulfato de sddio anidro auxilia na clarificagdo
do extrato e na retirada de umidade e compostos menos polares da amostra. Para a avaliagéo

das recuperacdes nestes testes, 0 arroz integral irrigado foi escolhido devido a complexidade da
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amostra em termos de carboidratos, lipidios e proteinas, o qual fortificado simultaneamente
com 500 HOmicotoxina kgarroz-1 para DON e 15-ADON e 1000 HOmicotoxina kgarroz_1 para 3-ADON

24 h antes da extracao.

Tabela 4 — Testes preliminares de extracdo de Tricotecenos do grupo B por VA-MSPD
variando quantidade de Al2O3 neutra e proporgdo MeOH:MeCN.

) Massa Proporcéao Recuperagdes (%0)
Condicao
Al203 neutra (g) MeOH:MeCN (v/v) DON  3-ADON 15-ADON
1 0,50 0:100 8,0(12,5) 18,6(58) 81,5(6,5)
2 0,50 100:0 6,9(13,1) 0 167,7(9,5)
3 1,50 0:100 4,1(4,2) 7,8(24,0) 46,0(2,1)
4 1,50 100:0 11,3(4,2) 0 193,0(8,4)

Al>O3 neutra: alumina neutra; MeOH: Metanol; MeCN: Acetonitrila; DON: deoxinivalenol;
3-ADON: 3-acetil-deoxinivalenol; 15-ADON: 15-acetil-deoxinivalenol. Dados apresentados como média(CV%)
em que CV é o Coeficiente de Variagdo (%).

O Comité Europeu de Regulamentacdo (EC n° 401/2006) estipula que para
concentracdes de DON maiores que 100 e menores ou iguais a 500 pg kg™? as recuperacdes
devem estar na faixa de 60 a 100% e para concentracdes maiores que 500 pg kg?, as
recuperacdes devem estar entre 70 a 120%. Além disso, o coeficiente de variacdo deve ser
menor ou igual a 20%. Pela Tabela 4, pode-se verificar que as recuperacfes para DON,
3-ADON e 15-ADON variaram de 4,1-11,3%, 0-18,6% e 46,0-193,0%, respectivamente. A
condicdo 1 (0,5 g de alumina neutra e 100% de ACN) proporcionou recuperacao satisfatoria
para 15-ADON, porém, baixa para DON e 3-ADON. A utilizacdo de apenas MeOH como
eluente, tanto em quantidades menor e maior de Al>Os neutra (0,5 e 1,5 g), demonstrou que o
3-ADON ndo é recuperado (condicOes 2 e 4), em contrapartida, a ACN foi capaz de eluir DON
e seus acetilados 3-ADON e 15-ADON (condigdes 1 e 3). O aumento da quantidade de Al,O3
neutra ndo promoveu maiores recuperagdes de DON, 3-ADON e 15-ADON (condicéo 4).
Portanto, para aumentar a retirada de interferentes da matriz e melhorar a eficiéncia da extracéo,
oito novos testes foram realizados (Tabela 5 e Figura 7), utilizando 1 g de amostra, 0,25 g de
Na2SO4 anidro, propor¢do 50:50 MeOH:ACN (v/v) e quantidades variaveis dos suportes solidos
Al>O3 neutra (0, 0,25, 0,3, 0,5e 1,0 g) e C18 (0, 0,25, 0,3 e 0,5 g). O suporte solido C18 foi
adicionado aos testes com o intuito de retirar os interferentes de carater lipofilico, devida a sua
capacidade de romper as membranas celulares de amostras bioldgicas durante a etapa de
maceracdo decorrente da técnica de MSPD (LANCAS, 2008).
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Tabela 5 — Condicdes testadas para a extracdo de Tricotecenos do grupo B por VA-MSPD

variando quantidades de C18 e Al2O3 neutra.

) Massa Massa Recuperagdes (%0)
Condicao

C18(g)  Al20Osneutra (g) DON 3-ADON 15-ADON
1 0,25 0,00 113,5(6,5)* 104,1(13,3)* 164,3(15,7)?
2 0,00 0,00 33,9(11,2)%  31,1(9,7)  43,2(11,7)%
3 0,50 0,00 43,6(2,1)°"  38,2(10,6)°  49,6(3,0)
4 0,00 0,50 92,4(1,2° 41,12, 7)*  56,2(7,0)%
5 0,50 0,50 28,5(2,7)¢ 24,1(5,9)¢ 37,2(2,9)¢
6 0,25 0,25 65,3(6,2)¢ 54,6(7,4)° 68,4(5,8)°
7 0,00 1,00 49,2(0,5° 36,83, 7)™  53,0(3,8)%
8 0,30 0,30 75,7(3,8)°  104,9(4,0  102,5(1,8)°

Al,O3 neutra: alumina neutra; DON: deoxinivalenol; 3-ADON: 3-acetil-deoxinivalenol; 15-ADON:
15-acetil-deoxinivalenol. Dados apresentados como média(CV%). CV: Coeficiente de Variagdo. Letras
sobrescritas diferentes na mesma coluna indicam que existe diferenga significativa pelo teste de Tukey (p<0,05).

Figura 7 — Recuperacdes obtidas de Tricotecenos do grupo B por VA-MSPD variando
quantidades de C18 e Al>O3 neutra.
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DON: deoxinivalenol; 3-ADON: 3-acetil-deoxinivalenol; 15-ADON: 15-acetil-deoxinivalenol. 1. 0,25g de C18 e
0 g de Al,Os neutra; 2. 0 g de C18 e Og de Al;Os neutra; 3. 0,5 g de C18 e 0g de Al,O3 neutra; 4. 0 g de C18 e
0,5 g de Al;O3 neutra; 5. 0,59 de C18 e 0,5 g de Al,Os neutra; 6. 1. 0,25g de C18 e 0,25g de Al;O3 neutra; 7.0 g
de C18 e 1,0 g de Al,Os neutra; 8. 0,3g de C18 e 0,3 g de Al,O3 neutra. Dados apresentados como Média(CV%).
CV: Coeficiente de Variagdo. Letras diferentes para cada micotoxina representam que ha diferenca significativa
pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Nos testes seguintes (Tabela 5), as faixas de recuperactes para DON, 3-ADON e
15-ADON foram 28,5-113,5%, 24,1%-104,9% e 37,2%-164,3%, respectivamente. O teste de
Tukey mostrou que as condic¢Bes que utilizaram C18 ou Al>O3 neutra de forma isolada bem
como condigdes que utilizaram C18 e AlOs neutra de forma conjunta obtiveram
comportamentos distintos, a 5% de significancia, o que pode ser melhor observado pela Figura
7. Independente da mistura de C18 e Al.O3 neutra utilizada, todos os tricotecenos foram eluidos
com o emprego da proporcao 50:50 MeOH:ACN (v/v). As condi¢des 1 e 3, utilizando somente
0,25 g e 0,50 g de C18, respectivamente, mostraram que 0 aumento da quantidade deste suporte
solido provocou diminuicdo nas recuperaces de DON, 3-ADON e 15-ADON. A ndo utilizagdo
de C18 e Al>0O3 neutra promoveu baixas recuperacdes para todos tricotecenos (condigéo 2). A
utilizacdo de apenas 0,5 g de Al>O3 neutra (condicdo 4) indicou recuperagdo adequada para
DON e seu aumento para 1 g de Al.Oz neutra (condi¢do 7) mostrou recuperagdes abaixo dos
niveis estabelecidos pela EC n°® 401/2006. O emprego conjunto dos dois suportes sélidos
(condigbes 5, 6 e 8) mostrou que 0,5 g e 0,25 g, tanto para C18 quanto para Al.Oz neutra, sdo
excessivas ou insuficientes, promovendo recuperac@es baixas e medianas para DON e seus
acetilados. Uma vez que a condicdo 6 apresentou recuperacfes dentro faixa confiabilidade
analitica para DON e 15-ADON e mediana para 3-ADON, foi verificada a necessidade de
aumentar as quantidades de ambos suportes sélidos de 0,25 g para 0,3 g (condicdo 8). Esta
altima condicdo proporcionou maior retirada de interferentes da matriz e valores de
recuperacdes para DON (75,7%), 3-ADON (104,9%) e 15-ADON (102,5%) dentro da faixa de
60 a 110% para até 500 Pgmicotoxina KQarroz € de 70 a 120% para concentragcdes maiores que
500 MUgmicotoxina KQarroz, @S quais apresentaram coeficientes de variagdo abaixo de 20% conforme
estabelecido pela EC n° 401/2006.

Rubert, Soler e Mafies (2011) ao aplicarem a técnica de MSPD para extracao
seguida de identificacdo e quantificacdo por HPLC-MS/MS (cromatografia de alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massa sequencial) simultanea de micotoxinas (aflatoxinas,
fumonisina, tricoteceneos, ocratoxina A, zearalenona e beauvericina) em farinha de
multicereais composta por trigo, milho, arroz e aveia, testaram diferentes solventes como
eluentes (acetato de etila, diclorometano, metanol e acetonitrila) e suportes sélidos (C18, C8,
celite, silica, florisil, fenila, alumina basica e amina) e verificaram que a mistura
metanol:acetonitrila na propor¢do 50:50 (v/v) em formiato de aménio 1 mM fornecia 0s
melhores resultados para todas micotoxinas analisadas. Em relagdo aos suportes solidos
testados, a selecdo destes foi limitada pela fumonisina, a qual foi somente extraida com C18 e

C8, diferentemente da ocratoxina A, zearalenona e beauvericina, as quais foram extraidas pela
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maioria dos suportes solidos. Deste modo, uma vez que recuperacdes aceitaveis foram obtidas
para todas as micotoxinas (entre 72% para zearalenona e 93% para deoxinivalenol) com 1g de
C18, os autores optaram por utilizar somente este suporte solido. Massarolo et al. (2018) ao
otimizarem um método de extracdo para extracao de aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 em farinha de
milho, também baseado na técnica VA-MSPD, porém com detec¢do e quantificacdo por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de fluorescéncia (HPLC-FL), verificaram
que as melhores recuperacdes (85,7-114,8%) foram obtidas quando a extracéo foi realizada com
0,025¢g do suporte sélido C18 e 10 mL MeOH:ACN (50:50, v/v). Portanto, fica confirmado
que o C18 além de ser capaz de extrair micotoxinas citadas acima, como o DON, também
mostrou ser eficiente na extragdo de 3-ADON e 15-ADON como mostra a Tabela 5 e Figura 7.

Ficou definido que a condicdo mais adequada para extracdo dos tricotecenos DON,
3-ADON e 15-ADON em arroz por VA-MSPD compreendeu na utilizacdo de 1 g de amostra,
0,25 g de Na2S0Os anidro, 0,3 g de C18, 0,3 g de Al>O3 neutra e proporc¢do 50:50 MeOH:ACN
(v/v). Paralelamente, em comparacédo a Rubert, Soler e Mafies (2011) e Massarolo et al. (2018)
ainda foi possivel reduzir o volume para 5 mL e utilizar alumina neutra, contribuindo uma
melhor performance da matriz, em termos de recuperacdo e retirada de interferentes, por meio
da adicdo de um suporte s6lido de baixo custo em relacdo ao C18. Além disso, a extracdo por
VA-MSPD com etapa elui¢do adaptada em vortex (MASSAROLO et al., 2018) em substuicao
do empacotamento em cartuchos da mistura para posterior eluicdo caracteristico do método
convencional de MSPD (RUBERT; SOLER; MANES, 2011) facilitou a extra¢do. Em
VA-MSPD, ap6s a dispersao da matriz com os suportes solidos, a mistura é colocada em tubos
de polipropileno, seguido da adi¢do do solvente ou mistura de solventes e por agitacdo em
vortex. Esta modificacdo é vantajosa em relacdo ao tempo de empacotamento e as variacdes
resultantes deste processo e também diminui o risco de exposicdo do analista durante execucao
da técnica de MSPD (MASSAROLO et al., 2018).

5.2.3 Validagdo do Método

Apds a otimizacdo do método de extracdo VA-MSPD de tricotecenos em arroz,
foram determinados os parametros analiticos limite de deteccdo (LOD), limite de quantificacdo
(LOQ), curva padréo, linearidade, coeficiente de correlacdo (R), coeficiente de determinagéo
(R?), efeito de matriz (EM), recuperagdo (exatiddo) e repetibilidade (precisdo intermediaria)

para validar o método analitico desenvolvido (Tabelas 6 e 7).
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Tabela 6 — Parametros analiticos para determinacdo de DON, 3-ADON e 15-ADON em arroz

por CG-EM.

Parametros Analiticos DON 3-ADON 15-ADON
LODm (ug g%) 0,08 0,30 0,19
LOQm (ug g}) 0,50 1,00 0,50
Linearidade (ug g?) 0,50-5,00 1,00-10,00 0,50-5,00
Curva padrio — Solvente (ug mL™Y)  y=26169x-11453 y=17767x-14031 y=14952x-5466,7
Coef. Determinacédo — Solvente (R?) 0,9902 0,9923 0,9900
Coef. Correlagdo — Solvente (R) 0,9951 0,9961 0,9950
Curva padrdo — Matriz (ug g% y=35758x+2797,5 y=16459x-5816 y=12395x-2382,8
Coef. Determinacdo — Matriz (R?) 0,9953 0,9993 0,9984
Coef. Correlacdo - Matriz (R) 0,9976 0,9996 0,9992
Efeito de Matriz -36,6% 7,4% 17,4%

LODu: Limite de Deteccdo do método; LOQm: Limite de Quantificagdo do método; Coef.: Coeficiente;
DON: Deoxinivalenol; 3-ADON: 3-acetil-deoxinivalenol; 15-ADON: 15-acetil-deoxinivalenol.

Tabela 7 — Recuperacdes obtidas para DON, 3-ADON e 15-ADON em arroz.

Niveis Repetibilidade (%) Precisdo Intermediaria (%)

DON 3-ADON 15-ADON DON 3-ADON 15-ADON
1° 75,7(3,9)  104,9(3,9) 102,5(3,9) 97,3(9,8) 83,0(6,3) 79,1(6,2)
20 101,0(13,1) 117,3(7,5) 110,4(7,2) 110,2(3,2) 84,4(4,9) 80,8(8,8)
30 111,1(1,4) 105,6(7,3) 111,8(7,9) 117,4(5,0) 73,4(2,9) 74,2(10,4)
I (%) 12,2 20,3 18,3 18,3 39,7 44,6

CV: coeficiente de variacdo (%). DON: deoxinivalenol. 3-ADON: 3-acetil-deoxinivalenol; 15-ADON: 15-acetil-
deoxinivalenol; I: Incerteza. Dados apresentados como percentual da média(CV %) das recuperagcdes em que CV
é o coeficiente de variagdo (%).

Ferreira, Fernandes e Cunha (2012) ao desenvolverem um método para
determinacdo de multi-micotoxinas (deoxinivalenol, nivalenol, 15-acetil-deoxinivalenol,
fusarenona X e zearalenona) em pipoca utilizando QUEChERS como método de extracédo e
GC-MS para identificacdo e quantificagdo das micotoxinas, encontraram LODs e LOQs
variando entre 0,02 e 0,07 ug g e 0,05 e 0,2 pg g, respectivamente, para milho de pipoca
in natura. Cabe destacar que para fins de comparacdo, estes autores obtiveram para as
micotoxinas DON e 15-ADON, LODs de 0,05ugg! e 0,07 ug g* e LOQs de 0,141 e
0,196 ug g, respectivamente. O DON apresentou LOD (0,08 pg g) ligeiramente superior ao
encontrado por Ferreira, Fernandes e Cunha (2012). Os limites de deteccdo de 15-ADON e
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3-ADON foram superiores devido ao grupo acetil presentes em suas estruturas diminuirem a
eficiéncia de derivatizacdo quando comparado com DON, visto que o reagente BSA reagE mais
facilmente com grupos OH sem impedimentos estérico e também pela técnica de extracédo
utilizada. Isto também justifica a obtencdo de LOQs maiores para DON, 3-ADON e 15-ADON
de 0,50, 1,00 e 0,50 pg g?, respectivamente, para garantir a confiabilidade dos resultados
posteriores a partir de cromatogramas de melhor resolugéo e separacéo (Figura 8).

A faixa linear foi estabelecida considerando o LOQ como primeiro ponto da curva
padrdo e 10 vezes o LOQ como ultimo ponto, para cada tricoteceno. A partir disso, foram
obtidas as curvas padrdo do DON, 3-ADON e 15-ADON no solvente e na matriz e seus
respectivos coeficientes de correlacdo e determinacdo (Tabela 6). A Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria estabelece que para validacdo de métodos analiticos o coeficiente de
correlacdo (R) deve ser acima de 0,99 (BRASIL, 2003), logo, observa-se que ambas curvas
(solvente e matriz) atenderam ao requisito estabelecido para todos os tricotecenos. Os efeitos
de matriz (EM) foram avaliados pelas inclinagdes das curvas padrdo no solvente e da matriz
para verificar se a matriz interfere no sinal da micotoxina de interesse, sendo assim, DON,
3-ADON e 15-ADON apresentaram EM de -36,6%, 7,4% e 17,1%, respectivamente. De acordo
com SANTE/11945/2015, efeitos de matriz até 20% sdo aceitveis para analises de
contaminantes de alimentos em nivel traco (SANTE, 2016), logo, apenas o DON apresentou
EM superior a 20% e negativo, indicando supressdo de sinal. Para correcdo deste efeito,
optou-se pela utilizacdo das curvas padrdo na matriz dos trés tricotecenos com o intuito de
garantir maior confiabilidade na quantificacdo destas micotoxinas simultaneamente.

As recuperacBes e as repetibilidades foram determinadas em trés niveis de
fortificagdo, nos quais corresponderam a 1xLOQ, 5xLOQ e 10xLOQ para DON e 15-ADON e
1XLOQ, 3xLOQ e 6xLOQ para 3-ADON. A repetibilidade e a precisdo intermediaria foram
avaliadas pelos coeficientes de variagdo resultantes das recuperaces e repetibilidades,
respectivamente (Tabela 7). Nos trés niveis de recuperacdo, os valores variaram entre 75,7-
97,3%, 101,0-110,2% e 111,1-117,4% para DON; 83,0-104,9%, 84,4-117,3% e 73,4-105,6%
para 3-ADON; e 79,1-102,5%, 80,8-110,4% e 74,2-111,8% para 15-ADON, respectivamente.
A exatiddo e precisdo intermediaria do método variaram 1,4%-13,1% e 2,9-10,4%,
respectivamente, para as trés micotoxinas. As recuperacdes foram superiores a 70% e inferiores
a 120% para a exatiddo e precisao intermediaria com coeficientes de variacdo inferiores a 20%
conforme recomendado pela EC n° 401/2006. As medidas de incerteza obtidas para os trés
tricotecenos analisados em termos de repetibilidade e precisdo intermediaria variaram de 12,2%
a 44,6%, estando abaixo de 50% de acordo com a SANTE (2016). Portanto, os resultados dos
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parametros de validacdo avaliados, permitem inferir que o método desenvolvido para extracéo
e quantificacdo de DON, 3-ADON e 15-ADON é confiavel e eficiente.

Figura 8 — Cromatogramas de DON, 3-ADON e 15-ADON em seus respectivos limites de

quantificacdo ap0s etapas de extragdo e derivatizacdo.
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dos tricotecenos DON, 3-ADON e 15-ADON do branco da amostra; (d), (€) e (f) cromatogramas nos tempos de

retencdo dos tricotecenos DON, 3-ADON e 15-ADON do solvente; (g), (h) e (i) cromatogramas nos tempos de

retencdo dos tricotecenos DON, 3-ADON e 15-ADON do branco da amostra fortificado. O Solvente e o branco
fortificado foram contaminados no limite de quantificacdo de cada micotoxina.
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5.2.4 Aplicabilidade do Método

Para a avaliar a aplicabilidade do método foram analisadas vinte e quatro amostras
de quatro diferentes produtos de arroz (branco polido, parboilizado polido, integral e
parboilizado integral) como mostra a Tabela 8. Nao foi detectada a presencga de 3-ADON nas
amostras analisadas, porém 45,8% do total destas amostras apresentaram contaminagao por
DON e/ou 15-ADON (Tabela 8). Produtos de arroz branco polido e parboilizado polido
apresentaram contaminacdo apenas por DON representando um percentual de incidéncia de
16,7% para ambos. O arroz integral apresentou 50% de incidéncia de DON e 16,7% de 15-
ADON. No arroz parboilizado integral houve 83,3% de incidéncia por DON. Os diferentes
subgrupos de arroz provenientes das cultivares BRSGO Serra Dourada (cultivo em sequeiro) e
Guri Inta CL (cultivo irrigado) também estdo entre as 24 amostras analisadas e somente no
subgrupo parboilizado integral irrigado foi detectada a incidéncia de DON. Cabe salientar que

0s niveis de contaminacdo estavam abaixo do limite de quantificacdo, isto é, menor que

0,5ug g™,

Tabela 8 — Ocorréncia de Tricotecenos em Arroz.

) ] Subgrupos de Arroz
Micotoxinas Total
BP PP I Pl

Incidéncia (np/ny) 1/6 1/6 3/6 5/6 10/24

DON Incidéncia (%) 16,7 16,7 50,0 83,3 41,7
NC (ug g ) <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ

Incidéncia (np/ny) 0/6 0/6 0/6 0/6 0/24

3-ADON Incidéncia (%) 0 0 0 0 0

NC (ug g?) <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

Incidéncia (np/ny) 0/6 0/6 1/6 0/6 1/24

15-ADON Incidéncia (%) 0 0 16,7 0 4,2
NC (ug g?) <LOD <LOD <LOD <LOD <LOQ
Incidéncia (np/ny) 1/6 1/6 4/6 5/6 11/24

Soma Incidéncia (%) 16,7 16,7 66,7 83,6 45,8

Tricotecenos
NC (ug gh) <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ

BP: Branco Polido; PP: Parboilizado Polido; I: Integral; Pl: Parboilizado Integral; ny/n;: nimero de amostras
positivas/nimero total de amostras; NC: nivel de contaminacdo; LOQ: limite de quantificacdo; nd: ndo
detectado; LODpon=0,08 pg kg*; LOD3.Apon=0,3 Ug kg; LOD1s.apon=0,19 pg kg*; LOQpon=0,50 pg kg;
LOQsz-apon=1,00 pg kg™; LOQ1s-apon=0,50 pg kg™.
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A legislacdo brasileira estabelece que para arroz beneficiado e derivados, o limite
maximo toleravel (LMT) de deoxinivalenol é de 750 pg kg (BRASIL, 2011). A Unido
Europeia estipula que o LMT do deoxinivalenol seja de 1250 pg kg para cereais ndo
transformados como o arroz com casca, com excecdo de trigo duro, aveia e milho, e de
750 ug kg para alimentos destinados ao consumo direto, farinha, sémola e gérmen de cereais,
onde arroz dos subgrupos branco polido, parboilizado integral, parboilizado polido e integral
se enquadram a esta ultima classificagdo (UE, 2007). As amostras de arroz contaminadas,
apresentaram niveis de DON e/ou 15-ADON abaixo dos LMTs estabelecidos pela ANVISA e
Unido Europeia, respectivamente, apesar de ndo ter sido possivel realizar a quantificacéo,
observou-se que estas contaminagdes sdo acima dos LODs de DON e 15-ADON de 80 e
190 pg kgt, respectivamente.

No Brasil, Nunes et al. (2003), ao avaliarem a ocorréncia de aflatoxinas (B1, B2, G1
e G2), ocratoxina A, zearalenona, deoxinivalenol e toxina T-2 em 56 amostras de arroz
comercial (24 amostras de arroz branco polido, 16 amostras de arroz parboilizado e 16 amostras
de arroz integral) da regido Sul do Brasil, detectaram a presenca de DON em apenas uma
amostra de arroz branco polido na concentracéo de 300 pg kg, correspondendo a apenas 1,8%
de incidéncia desta micotoxina em relacdo as demais amostras analisadas. Dors, Bierhals e
Badiale-Furlong (2011) verificaram a ocorréncia de aflatoxina By, deoxinivalenol, ocratoxina
A e zearalenona em 20 amostras de arroz parboilizado polido e 12 amostras de arroz
parboilizado integral e encontraram 22% de incidéncia de DON referente as 32 amostras com
concentragBes de até 400 pg kg. Gomes et al. (2015) ao avaliarem a extens&o da diversidade
do complexo de espécies de Fusarium Graminerarum (FGSC) em sementes de arroz
produzidas no sul do pais, detectaram 4 espécies e 2 genotipos de tricotecenos entre os 89
isolados do complexo. Dentre os isolados, 7 isolados de F. asiaticum foram capzes de produzir
NIV e 2 isolados de F. graminearum produziram 15-ADON e 3-ADON em teste um in vitro
realizado utilizndo substrato a base de arroz. Diante disto, os autores confirmaram a dominéncia
de F. asiaticum em agroecossistemas de arroz do Brasil bem como a composic¢édo do complexo
FGSC em arroz fora da Asia e a propensdo de contaminacio do arroz pelos tricotecenos
acetilados 3-ADON e 15-ADON.

Em levantamentos realizados no exterior, a ocorréncia de deoxinivalenol,
diacetoxiscirpenol, nivalenol, toxina T-2, toxina HT-2 e zearalenona em 50 amostras de arroz
do comércio da regido de Karnataka na india, realizada por Murthy, Rati e Manonmani (2009)
revelou incidéncia de 24% de DON, com concentracdes que chegaram até 500 pg kg™.

Lee etal. (2011), avaliaram a ocorréncia de nivalenol, deoxinivalenol e zearalenona em 201
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amostras de arroz da Coreia e 0s percentuais de incidéncia encontrados para DON foram 4%,
4%, 68% e 0% para arroz integral, arroz tingido de azul, arroz descolorido e branco polido,
respectivamente. O arroz descolorido destacou-se por apresentar a maior contaminacao por
DON, a qual correspondeu a 1355 pg kg*. Ok, Lee e Chun (2018) ao estudarem ocorréncia de
deoxinivalenol e nivalenol em 241 amostras de arroz branco polido, 241 amostras de arroz
integral e 239 amostras de farelo de arroz provenientes de diferentes fazendas da Coreia do Sul,
encontraram incidéncia de DON em 5% das amostras de arroz branco polido (contaminacgéo
maxima de 372,2 ug kg?), 7% em arroz integral (concentracdo maxima de 434,5 ug kg?) e
31% no farelo de arroz (concentragdo maxima de 655,6 pg kg™).

Diante das ocorréncias de tricotecenos em arroz relatadas na literatura, verifica-se
que apesar de DON ser encontrado em arroz por diversos autores de paises distintos, estas
contaminacdes geralmente costumam estar abaixo dos niveis legislados pela Unido Europeia e
pela ANVISA (750 pg kg?), principalmente em arroz branco polido, de acordo com o
encontrado pelo presente estudo. A maior frequéncia observada de DON é em arroz dos
subgrupos integral e parboilizado integral, indicando que os tricotecenos tendem a se concentrar
no farelo, como apontado por Ok, Lee e Chun (2018). Além disso, relatos de ocorréncia dos
tricotecenos acetilados 3-ADON e 15-ADON especificamente em arroz sao escassos e ndo ha
limites maximos legislados para a presenca destas micotoxinas em arroz e outros cereais como
0 trigo, onde a presenca de tricotecenos do grupo B é comum.

Portanto, apesar das amostras de arroz brasileiras analisadas apresentarem
contaminacdo principalmente por DON abaixo da legislacéo e apenas ter detectado 15-ADON
em uma amostra de arroz integral, é necessario continuar os estudos quanto a presenca de seus
acetilados 3-ADON e 15-ADON em diferentes subgrupos e produtos a base de arroz de diversos
paises, para adotar estratégias que mitiguem os danos decorrentes da contaminacdo com estes
tricotecenos em toda a cadeia produtiva do arroz, com o intuito de garantir a seguranga e a

qualidade deste alimento considerado basico e amplamente consumido pela populagdo mundial.

5.3 MIGRACAO DE DEOXINIVALENOL DURANTE A PARBOILIZACAO DO ARROZ

Considerando que a parboilizacdo, embora possa aumentar o rendimento e o valor
nutritivo dos gréos de arroz pela migracdo de nutrientes para o endosperma, compostos t0xicos
como pesticidas e contaminantes fangicos também podem ser lixiviados, podendo aumentar a
concentragéo final destes contaminantes no arroz (COELHO; FURLONG; ALMEIDA, 1999;
DORS; PINTO; BADIALE-FURLONG, 2009). Durante a maceracdo (encharcamento) dos
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grdos com casca, a agua migra para o interior dos graos transportando compostos solUveis em
agua como vitaminas e proteinas, facilita a gelatinizacdo do amido na etapa posterior e pode
propiciar o desenvolvimento fangico (DORS; PINTO; BADIALE-FURLONG, 2009; ELIAS
et al.,, 2012). A etapa de gelatinizacdo realizada durante a autoclavagem do arroz, as
temperaturas e a secagem completam a gelatinizacdo e a retrogradacdo do amido, selando
trincamentos e fissuras, aumentando a resisténcia dos grdos a operacdes que utilizam fricgéo,
proporcionando a maior obtencéo de gréos inteiros, arroz mais nutritivo do que o branco polido
e mais estavel que o integral (ELIAS et al., 2012). Logo, o conhecimento sobre a migracao de
micotoxinas durante a parboilizacdo é importante para a mitigacdo destes contaminantes
fangicos e prevencdo de danos a salde humana e animal (DORS; PINTO;
BADIALE-FURLONG, 2009).

Os estudos que avaliam a influéncia do modo de cultivo em relacdo a migracéo de
micotoxinas durante a parboilizag&o do arroz sdo escassos, embora seja corrente a verificacdo
de diferencas de rendimento entre gréos provenientes de diferentes tipos de cultivo. Em virtude
disso, arroz irrigado (cultivar Guri Inta CL) e arroz de sequeiro (cultivar BRSGO Serra
Dourada) foram previamente contaminados com o tricoteceno legislado no Brasil
deoxinivalenol (DON) no limite maximo toleravel de 750 pg kg™, parboilizados, beneficiados
e nas suas fracOes foram determinados os percentuais de migracdo de DON como mostra a
Tabela 9 e Figuras 9 e 10.

Tabela 9 — Percentual de Migracdo de Deoxinivalenol em cultivares de arroz irrigado
(Guri Inta CL) e de sequeiro (BRSGO Serra Dourada).

Tipo de Cultivo Amostra Migracdo de DON (%)
Parboilizado Polido <LOD
) Parboilizado Integral <LOD
Irrigado
Farelo 12,0(8,2)
Casca <LOD
Parboilizado Polido <LOD
) Parboilizado Integral <LOD
Sequeiro
Farelo 13,4(10,6)
Casca <LOD

DON: deoxinivalenol; LOD: limite de deteccdo; LODpon=0,08 pg kg. Dados apresentados como média(CV),
em que CV é o coeficiente de varia¢do (%).



Figura 9 — Cromatogramas da Migracdo de DON em Arroz Parboilizado da cultivar
Guri Inta CL.
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Figura 10 — Cromatogramas da Migracdo de DON em Arroz Parboilizado da cultivar
BRSGO Serra Dourada.
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Na Tabela 9 e Figuras 9 e 10, é possivel observar que DON foi apenas detectado no
farelo, tanto em arroz da cultivar irrigada quanto de sequeiro, apresentando percentuais de
migracao de 12 e 13,4%, respectivamente.

Coelho, Furlong e Almeida (1999) ao avaliarem a migracdo de Ocratoxina A e
Aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 para o interior do endoperma amil&ceo (arroz parboilizado polido)
durante o processo de parboilizacdo, verificaram percentuais médios de migracao de 66%, 32%,
44%, 36% e 22% para Ocratoxina A e Aflatoxinas Bi, B2, G1 e Gz, respectivamente, e
observaram que 0 aumento nas concentragdes de micotoxinas ocorre em tempos maiores
utilizados nas etapas de encharcamento (6h) e gelatinizacdo (30 min). Estes autores relatam que
pode ocorrer a diluicdo de micotoxinas na agua de maceragdo quando o equilibrio é atingido
nesta etapa e também a degradacdo das micotoxinas € dificultada pela alta estabilidade térmica
que muitas apresentam.

Dors, Pinto e Badiale-Furlong (2009) avaliaram a migracdo de Deoxinivalenol,
Zearalenona e Aflatoxina B1 para o endosperma amilaceo do arroz durante a parboilizacdo e
observaram que no nivel mais baixo de contaminagdo de DON (720 ug kg™?) com o menor
tempo de imerséo (4h) e 30 min de gelatinizacao ocorreu a maior migracdo do tricoteceno para
0 endosperma amilaceo (100%), enquanto que as menores migracdes de DON (3% e 8%)
ocorreram com o emprego de 6 h de imerséo e 30 e 15 min de gelatinizacdo, respectivamente.
A aflatoxina Bi, naturalmente presente no arroz (17 ug kg?), apresentou a menor migracéo
(7%) quando os tempos de encharcamento e de autoclavagem foram de 4h e 15 min,
respectivamente. Nos tempos de 4h de encharcamento e 15 min de gelatinizacdo, bem como
menor nivel de contaminacio (476 pg kg™), a zeralanenona apresentou a menor migragio para
0 endosperma amiladceo (46%). Os autores ndo encontraram uma Unica condicdo que
apresentasse menor migracdo para as trés micotoxinas simultaneamente e justificaram que pode
ter ocorrido a interferéncia de uma micotoxina sobre a outra e também por outros compostos
presentes na matriz.

Diferentemente de Coelho, Furlong e Almeida (1999) e Dors, Pinto e
Badiale-Furlong (2009), este estudo ndo observou migracdo de DON para o endosperma
amilaceo (arroz parboilizado polido), assim como no parboilizado integral e na casca. Cabe
ressaltar que nosso estudo utilizou menor relagdo temperatura x presso (108 °C, 0,4 kgf cm)
de gelatinizagio (121 °C, 1,1 kgf cm?) e tempo (10 min) do que os autores citados.
Possivelmente, uma fracdo de DON pode ter migrado para a agua de maceracdo e 0 menor
tempo, pressdo e temperatura de gelatinizagdo, bem como menor temperatura de secagem

(38 °C), contribuiram para a menor migracdo deste tricotecenos ou até mesmo complexacéao
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com outras macromoléculas presentes no arroz, como o amido resistente. Além disso, a
condigdo utilizada foi menos dréstica, fazendo com que as cascas dos grdos abram menos
durante a gelatinizacao, dificultando a migracéo de DON, e os gréos fiquem mais soltos. Outro
fator a ser considerado é que a casca de arroz pode funcionar como adsorvente de micotoxinas,
como comprovado por Scaglioni e Badiale-Furlong (2016), em que verificaram 100% de
remocdo de aflatoxinas B1 e M1 do leite, explicando a ndo extracdo de DON da casca, a qual
pode ter retido parte do tricoteceno e por isto ndo foi extraido e detectado cromatograficamente.

Diante dos estudos anteriores realizados, verifica-se que a condi¢éo utilizada de 4h
de maceracéo a 60 °C, gelatinizagdo a 108 °C (0,4 kgf cm) por 10 min e secagem a 38 °C até
a obtencédo de 13% de umidade dos graos, ndo promoveu a migracdo de DON para o interior do
grdo e consequente ndo deteccdo dele no endosperma, mas sim constatando a presenca da
micotoxina apenas no farelo. Apesar do farelo de arroz de sequeiro ter apresentado a maior
migracdo de DON (13,4%) do que o farelo irrigado (12%) ndo € possivel afirmar que o tipo de
cultivo influi na migracdo de micotoxinas durante o processo de parboilizagéo, visto que os
percentuais de migracdo apresentaram pouca diferenca e o DON foi encontrado na mesma
fracéo.

Nas condicdes adotadas, a parboilizacdo contribuiu para a concentracdo do
tricoteceno DON no farelo, permitindo considerar que este estudo mostrou uma condi¢do de
maior mitigacdo de DON em um alimento de consumo diario, mais eficiente que os estudos
anteriormente realizados por Coelho, Furlong e Almeida (1999) e Dors, Pinto e
Badiale-Furlong (2009) pois ndo foi constatado a migracdo do tricoteceno para o0 endosperma
amilaceo de arroz parboilizado integral e parboilizado polido.

O interesse da utilizacdo do farelo para extracdo de Oleo de farelo de arroz
(STRIEDER et al., 2017), extracao de compostos fendlicos que atuam como conservadores em
produtos de panificagdo (CHRIST-RIBEIRO et al., 2017), elaboragdo de produtos de
panificacdo (PAZ et al., 2015), ragdo animal (SANCHEZ et al., 2015) e para outras finalidades
alimenticias, tem aumentado devido a este subproduto ser de baixo custo e com alto valor
nutricional. Portanto, para o emprego do farelo de arroz como alimento é necessario adotar

medidas preventivas e mitigativas para garantir a seguranga do consumidor.
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6 CONCLUSAO

O grau de beneficiamento e o emprego de parboilizacdo para as cultivares de arroz
irrigado (Guri Inta CL) quanto de sequeiro (BRSGO Serra Dourada) foram determinantes nas
caracteristicas fisico-quimicas e na formagdo de amido disponivel e resistente, mostrando-se
como pontos criticos na cadeia produtiva do arroz. Esta afirmacéo esta corroborada pela anélise
dos componentes principais que demosntrou que 0s percentuais de proteinas, lipidios, cinzas,
acucares redutores, parametros de amido, dureza, poder de inchamento e indice de solubilidade
e agua, foram afetados pelo beneficiamento. Os subgrupos de arroz parboilizado integral e
integral destacam-se pelos maiores teores de amido resistente (11,5%-17,2%) e também de
proteinas (9,0%-10,6%) das cultivares Guri Inta CL e BRSGO Serra Dourada, contribuindo
para a qualidade nutricional deste cereal.

Um método para determinacdo de DON, 3-ADON e 15-ADON em arroz por
CG-EM utilizando a técnica de extragcdo VA-MSPD foi desenvolvido e validado, mostrando-se
confiavel e eficiente com recuperacdes entre 73,4 e 117,4%, consideradas aceitaveis perante 0s
orgdos regulamentadores. A aplicacdo do método em diferentes subgrupos de arroz mostrou
que DON tem maior incidéncia em arroz integral, enquanto que 3-ADON néo foi detectado nas
amostras analisadas.

A parboilizagéo do arroz ndo promoveu a migragao de DON para o interior do grdo
(endosperma), mas sua presenca foi constatada no farelo, portanto, a migracdo de
contaminantes pode ser regulada pelas caracteristicas fisico-quimicas dos tecidos mais externos
do gréo. A migracdes de DON no farelo de arroz da cultivar de sequeiro BRSGO Serra Dourada
(13,4%) e irrigada Guri Inta CL (12%) ndo permitem afirmar que o modo de cultivo influi na
migracao de micotoxinas durante o processo de parboilizacdo, pois os percentuais de migracao
apresentaram pouca diferenca e o DON foi encontrado na mesma fracao.

Os cultivos irrigado e de sequeiro ndo diferiram quanto as propriedades
fisico-quimicas e micotoxicoldgicas e foram afetados de forma semelhante pelos diferentes
processos de beneficiamento. Desta forma, os resultados obtidos contribuem para a divulgacéo
de alimentos com maiores teores de amido resistente, bem como para a mitigacdo de

micotoxinas na cadeia produtiva de arroz.
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7 SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS

- Verificar a bioacessibilidade de amido resistente e tricotecenos de diferentes
subgrupos (branco polido, integral, parboilizado polido e parboilizado integral) e cultivares de
arroz irrigado e de sequeiro;

- Devido a escassez de estudos referentes a ocorréncia de micotoxinas (aflatoxinas,
zearalenona, tricotecenos, ocratoxina A, etc.) em arroz de sequeiro, € importante avaliar a
incidéncia destes contaminantes em diferentes cultivares provenientes deste modo de cultivo, a
fim de avaliar quais fatores bidticos e abidticos que propiciam a ocorréncia de micotoxinas;

- Realizar maiores estudos de migracdo de outras micotoxinas durante a
parboilizacdo de arroz irrigado e de sequeiro com o intuito de obter condi¢bes que
proporcionam a menor migracdo destes contaminantes para o interior do gréo;

- Avaliar se o tempo de armazenamento de farelo de arroz contribui para 0 aumento
ou reducdo de DON, bem como formacéo de seus acetilados 3-ADON e 15-ADON, uma vez
que se o farelo estiver contaminado, seus mecanismos de defesa podem atuar sobre estas

micotoxinas, acarretando em diversas reac6es de degradacéo.
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APENDICE 1- MATERIAL SUPLEMENTAR DAS ANALISES DOS COMPONENTES PRINCIPAIS DA CARACTERIZACAO DAS
CULTIVARES DE ARROZ IRRIGADO (GURI INTA CL) E DE SEQUEIRO (BRSGO SERRA DOURADA).

Quadro 1 — Coeficientes de Correlagdo de Pearson (R) e valores de p da Anélise de Componentes Principais para a cultivar Guri Inta CL.

R\p Cinz Lip Prot | CHO | AT Am | Amp | Am/Amp | AD AR | ARed | ARedT | Dur | ISA Pl
Cinz - 0,11 0,18 0,12 0,01 0,20 0,07 0,91 0,27 0,78 0,34 0,38 044 | 082 | 0,11
Lip 0,89 - 0,01 | 0,00 | 0,09 | 0,35 | 0,11 0,95 064 | 098 | 0,70 0,12 0,12 | 0,61 | 0,01
Prot 0,82 | 0,99 - 0,00 | 0,15 | 0,38 | 0,18 0,98 0,74 | 0,90 | 0,79 0,06 0,07 | 0,61 | 0,04
CHO -0,88 | -0,99 | -0,99 - 0,10 0,33 0,13 0,99 0,63 0,97 0,69 0,10 0,11 | 0,64 | 0,02
AT -0,99 | -0,91 | -0,85 | 0,90 - 0,27 | 0,03 0,97 034 | 0,72 | 043 0,36 0,39 | 0,70 | 0,07
Am -0,80 | -0,65 | -0,62 | 0,67 | 0,73 - 0,47 0,33 0,18 | 0,70 | 0,14 0,41 0,59 | 059 | 044
Amp -093 | -0,89 | -0,82 | 0,87 0,97 0,53 - 0,73 0,49 0,55 0,61 0,43 0,40 | 0,48 | 0,06
Am/Amp | -0,09 | 0,05 | 0,02 | 0,00 | -0,03 | 0,67 | -0,27 - 051 | 0,26 | 0,37 0,83 0,93 | 0,07 | 081
AD -0,73 | -0,36 | -0,26 | 0,36 | 0,66 | 0,82 | 0,51 0,49 - 0,84 | 0,02 0,91 0,93 | 0,59 | 0,66
AR -0,22 | -0,02 | 0,20 | -0,03 | 0,27 | -0,30 | 0,45 -0,74 0,16 - 0,99 0,57 0,71 | 0,40 | 0,83
A¢R 066 | 030 | 0,21 | 0,31 | -0,57 | -0,86 | -0,39 -0,63 -0,98 | 0,00 - 0,90 091 | 044 | 0,75
AGRT 062 | 088 | 094 | -090 | -0,64 | -0,59 | -0,57 -0,17 -0,09 | 043 | 0,10 - 0,03 | 0,79 | 0,19
Dur 0,56 0,88 093 | 0,86 | -0,61 | -0,41 | -0,60 0,07 0,07 0,29 | -0,09 0,97 - 0,57 | 0,17
ISA -0,18 | -0,39 | -0,39 | 0,36 0,30 | -0,41 | 0,52 -0,93 -0,41 | 0,59 0,56 -0,21 -0,43 - 0,49
PI -0,89 | -0,99 | -096 | 0,98 | 093 | 056 | 0,94 -0,19 034 | 017 | -0,25 | -0,80 | -0,83 | 0,51 -

Cinz: Cinzas; Lip: Lipidios; Prot: Proteinas; CHO: Carboidratos; AT: Amido Total; Amp: Amilopectina; Am:Amp: Amilose/Amilopectina; AD: Amido Disponivel; AR:
Amido Resistente; ARed: Aglcares Redutores;ARedT: Acucares Redutores Totais; Dur: Dureza; ISA: Indice de Solubilidade em Agua; PI: Poder de Inchamento.




Quadro 2 — Coeficientes de Correlacdo de Pearson (R) e valores de p da Anélise de Componentes Principais para a cultivar BRSGO Serra

Dourada.

R\p Cinz Lip Prot | CHO | AT Am | Amp | Am/Amp | AD AR | ARed | ARedT | Dur | ISA | PI
Cinz - 054 | 0,07 | 018 | 0,441 | 0,20 | 0,96 0,14 0,77 | 0,65 | 0,18 0,20 | 0,02 | 0,56 | 0,27
Lip 0,46 - 025 | 011 | 0,22 | 0,23 | 0,49 0,31 0,03 | 0,33 | 0,57 011 | 0,38 | 0,45 | 0,20
Prot 0,93 0,75 - 0,03 0,20 0,02 0,82 0,08 0,44 0,47 0,22 0,04 0,02 | 0,45 | 0,12
CHO -0,82 | -0,89 | -0,97 - 0,11 0,04 0,67 0,12 0,26 0,41 0,32 0,00 0,10 | 0,39 | 0,08
AT -0,59 | -0,88 | -0,80 | 0,89 - 0,27 | 0,27 0,43 024 | 0,72 | 0,72 0,08 | 0,34 | 0,13 | 0,02
Am -0,90 | -0,77 | -0,98 | 0,96 0,73 - 0,93 0,03 0,39 0,32 0,14 0,06 0,03 | 0,59 | 0,20
Amp 0,04 | -051 | -0,18 | 0,33 0,73 0,07 - 0,85 0,50 0,72 0,54 0,61 0,99 | 0,14 | 0,37
Am/Amp | -0,86 | -0,69 | -092 | 0,88 | 057 | 0,97 | -0,15 - 045 | 0,22 | 0,05 0,15 | 0,06 | 0,81 | 0,36
AD -0,23 | -0,97 | -0,56 | 0,74 0,76 0,61 0,50 0,55 - 0,31 0,71 0,26 0,59 | 0,59 | 0,36
AR 0,35 0,67 053 | -059 | -0,28 | -0,68 | 0,28 -0,78 -0,69 - 0,25 0,46 0,47 | 0,77 | 0,76
A¢R 082 | 043 | 0,78 | -0,68 | -0,28 | -0,86 | 0,46 -0,95 -0,29 | 0,75 - 0,37 |03 | 0,91 | 0,62
ACRT 0,80 0,89 09 | -099 | -0,92 | -0,94 | -0,39 -0,85 -0,74 | 0,54 0,63 - 0,11 | 0,34 | 0,06
Dur 0,98 0,62 098 | -0,9 | -0,66 | -0,97 | 0,01 -0,94 -0,41 | 0,53 0,87 0,89 - 0,58 | 0,23
ISA 044 | 055 | 055 | -061 | -0,87 | -0,41 | -0,86 -0,19 -0,41 | -0,23 | -0,09 | 066 |042| - |013

Pl 0,75 0,80 0,88 | -092 | -0,98 | -0,80 | -0,63 -0,64 -0,64 | 0,24 0,38 0,94 0,77 | 0,87 -

Cinz: Cinzas; Lip: Lipidios; Prot: Proteinas; CHO: Carboidratos; AT: Amido Total; Amp: Amilopectina; Am:Amp: Amilose/Amilopectina; AD: Amido Disponivel; AR:
Amido Resistente; ARed: Acucares Redutores; ARedT: AcUcares Redutores Totais; Dur: Dureza; ISA: Indice de Solubilidade em Agua; PI: Poder de Inchamento.
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