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RESUMO

O arroz esta entre os principais cereais cultivados e consumidos no mundo. Variaveis abidticas
e bidticas podem favorecer a contaminacdo dele com fungos, que se pertencentes a espécies
toxigénicas, podem produzir micotoxinas. Estes compostos quando ingeridos causam danos ao
sistema digestivo, neuroldgico, respiratério, imunolégico e ainda alguns sdo carcindgenos
comprovados. A contaminacdo de alimentos por micotoxinas € preocupante, pois elas sdo
termorresistentes, 0 que possibilita que permanecam intactas ap6s o preparo industrial ou
domeéstico, como o tratamento hidrotérmico (coc¢éo), o que decorre da estabilidade estrutural
da toxina ou por sua associa¢do com os polimeros das biomoléculas. Estas duas possibilidades
podem interferir na disponibilidade e digestibilidade dos nutrientes e nos niveis de micotoxinas
disponiveis para serem absorvidas da dieta. Dentre estes polimeros destaca-se o0 amido que é
potencialmente digerivel pelas enzimas amiloliticas no trato digestivo. Em funcédo de variaveis
bidticas e abidticas uma fracdo pode estar na forma ndo digerivel, constituindo o amido
resistente. Este estudo tem como objetivo estudar a bioacessibilidade de aflatoxinas B1, B2, G1
E G2 e sua relagcdo com o amido resistente em arroz, ap6s tratamento hidrotérmico em micro-
ondas e chapa térmica. Para conhecer o efeito do tratamento hidrotérmico na resisténcia
digestiva da fragdo amilacea no arroz, foi determinado o teor de amido resistente pelo método
oficial da A.O.A.C. A determinacdo das aflatoxinas foi realizada ap6s a avaliacdo da
performance de trés métodos: Soares; Rodrigues-Amaya, QUEChERS e MSPD. A técnica que
obteve melhores indicativos de eficiéncia e confiabilidade foi a técnica MSPD, com percentuais
de recuperacdo em torno de 70% para todas as aflatoxinas. Amostras de arroz (integral,
parboilizado e branco polido) foram fortificadas com aflatoxinas e submetidas aos dois
tratamentos hidrotérmicos e avaliados quanto a reducdo delas apds o processo. A
bioacessibilidade das aflatoxinas foi avaliada pelo método de digestibilidade in vitro. O maior
teor de amido resistente, 138 mg/g, foi encontrado no arroz branco polido tratado
hidrotermicamente em chapa térmica, que apresentou teor de amilose intermediario (19,2%). O
maior percentual de reducdo na soma das quatro aflatoxinas foi 90,5% no arroz parboilizado
submetido ao tratamento hidrotérmico em micro-ondas, verificando-se que entre 34% e 89,5 %
foram liberadas ap6s a digestdo. Assim relacionando os valores de bioacessibilidade com os de
reducdo, ficou demonstrado que os dois tratamentos hidrotérmicos aparentemente reduzem o
nivel de aflatoxinas, porém os resultados de bioacessibilidade mostram que estas se tornam
disponiveis para absorcdo durante o processo de digestao.

Palavras-Chave: Amido resistente. Bioacessibilidade. Exposigdo cronica. Micotoxina.






HYDROTHERMAL TREATMENT AND THE BIOACESSIBILITY OF AFLATOXINS Ba,
B2, G1 AND G2 IN RICE

ABSTRACT

Rice is among the world's largest cultivated and consumed cereals. Abiotic and biotic variables
may favor its contamination with fungi, which if belonging to toxigenic species, can produce
mycotoxins. These compounds when ingested cause damage to the digestive system,
neurological, respiratory, immune and some are proven carcinogens. Food contamination by
mycotoxins is of concern because they are thermoresistant, which allows them to remain intact
after industrial or domestic preparation, such as hydrothermal treatment (cooking), which
results from the structural stability of the toxin or its association with polymers of the
biomolecules. These two possibilities may interfere with the availability and digestibility of
nutrients and the levels of mycotoxins available to be absorbed from the diet. Among these
polymers stands out the starch that is potentially digestible by the amylolytic enzymes in the
digestive tract. A fraction of the starch may be in the nondigestible form, constituting the starch
resistant. This study aims to evaluate the bioaccessibility of aflatoxins B1, B2, G1 and G2 and
their relationship with resistant starch in rice, after hydrothermal treatment in microwave and
thermal plate. To determine the effect of the hydrothermal treatment the resistant starch content
was determined by the official method of A.O.A.C. The aflatoxins determination was
performed after the performance evaluation of three methods: Soares; Rodrigues-Amaya,
QUEChERS and MSPD. The technique that obtained better indicator of efficiency and
reliability was the MSPD technique, with recovery percentages around 70% for all aflatoxins.
Samples of rice (integral, parboiled and polished white) were fortified with aflatoxins and
submitted to two hydrothermal treatments and evaluated about their reduction after the process.
The bioaccessibility of aflatoxins was evaluated by the in vitro digestibility method. The highest
resistant starch content, 138 mg / g, was found in hydrothermally treated polished white rice in
thermal plate, which had an intermediate amylose content (19.2%). The highest reduction
percentage was 90.5% to the four aflatoxins in the parboiled rice submitted to hydrothermal
treatment in microwaves. It was verified that between 34% and 89.5% were released after
digestion. Thus, relating bioaccessibility values to those of reduction, it was shown that the two
hydrothermal treatments apparently reduce the level of aflatoxins, but bioaccessibility results
show that they become available for absorption during the digestion process.

Key words: Starch resistant. Bioaccessibility. Chronic exposure. Mycotoxin.
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1 INTRODUCAO

Alimentos destinados ao consumo humano podem ser contaminados sob condicbes
bioticas e abioticas ao longo da cadeia produtiva. A ocorréncia de algumas espécies de fungos
toxigénicos em alimentos tem servido de alerta para o risco de contamina¢do com micotoxinas,
que promovem danos a satde quando ingeridas. No aspecto qualidade de grdos usualmente o
maior enfoque é para as propriedades tecnoldgicas e nutricionais que definem o valor
econdmico. No entanto, o efeito mais dificil de ser contornado s&o os danos a satde de humanos
e de animais de criagdo, que nem sempre sdo associados & exposicao cronica a contaminantes
fangicos da dieta (HUSSEIN; BRASEL, 2001; MISHIRA et al., 2013).

As micotoxinas sdo metabolitos secundarios de algumas espécies de fungos, possuem
amplo espectro de toxicidade, baixo peso molecular, estabilidade térmica e atuam em baixas
concentragfes podendo causar danos ao sistema digestivo, neuroldgico, respiratério,
imunolégico e algumas sdo carcindgenos comprovados (BHAT; RAI; KARIM, 2010).

A preocupacdo com a seguranca alimentar tem motivado legislacdes especificas que
limitam a presenca das micotoxinas em alimentos e matérias primas. Em destaque as aflatoxinas
Bi1, B2, G1 E G2 (AFB1, AFB», AFG: e AFG2) que ocorrem frequentemente em alimentos de
consumo rotineiro em Vvérias regides do mundo, além disso elas sdo termorresistentes devido a
sua estabilidade estrutural ou por sua associacdo com polimeros de biomoléculas como exemplo
0 amido, o qual possui uma forma ndo digerivel o amido resistente. Contudo, é importante
ressaltar que o limite maximo tolerado para a presenca delas em alimentos ¢ estabelecido, na
maioria das vezes, para 0s gréos no estado in natura ou processados para comercializag¢do, nao
considerando o efeito do preparo domeéstico nos niveis residuais destes contaminantes. A
observacao da legislacdo nem sempre evita a exposicdo cronica, especialmente para cereais
como arroz que faz parte da rotina de alimentacdo de muitos paises e que vem ganhando espaco
cada vez maior pela auséncia de glten, o que atende a necessidade de um grupo da populagéo
com sensibilidade a este. Ainda que os niveis de micotoxinas sejam aceitaveis, ndo se conhece
a biodisponibilidade delas apds o preparo dos alimentos a base desses cereais para uma
estimativa da exposicéao cronica da popula¢do consumidora do gréo (BRASIL, 2011). Portanto,
ha necessidade permanente de proteger a satde dos seres humanos e dos animais suscetiveis,
mitigando sua exposic¢do a micotoxinas pela ingestdo de alimentos contaminados.

Apesar de muitos anos de pesquisa e a introdugdo de boas praticas na cadeia de

producdo, armazenamento e distribuicdo de alimentos, as micotoxinas continuam a ser um
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problema de dificil controle. Portanto, estudos sobre a biodegradacdo de aflatoxinas, a
influéncia de operagdes pré e pos-colheita na distribuicdo de aflatoxinas em diferentes fracdes
do gréo de arroz e o efeito do tratamento hidrotérmico vem sendo realizados como forma de
propor maneiras que minimizem a exposicdo crbnica a estas micotoxinas especialmente
considerando que o consumo brasileiro per capita anual de arroz é de 40,0 kg (FAO, 2015).
Tendo em vista, a importancia de se entender o tratamento térmico e seus efeitos sobre
o0 nivel de contaminantes para prevenir danos a saide humana, destaca-se o interesse para as
AFB1, AFB2, AFG;: e AFG: presente em alimentos de consumo rotineiro por toda populagéo
como fonte de nutrientes basicos, especialmente pela possibilidade de interacdo delas com
formas poliméricas de carboidratos e proteinas (BULLERMAN; BIANCHINI, 2007). Neste
estudo se prop0e avaliar a biodisponibilidade de AFB1, AFB2, AFG1 e AFG; e sua relagdo com
o amido resistente formado em arroz, ap6s tratamento hidrotérmico, similar ao empregado para

0 preparo doméstico destes graos e seus derivados.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a bioacessibilidade de AFB1, AFB;, AFG:1 e AFG2 em arroz e sua relagao com

0 amido resistente formado ap6s tratamento hidrotérmico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estudar o efeito do tratamento hidrotérmico no contetdo de amido resistente no arroz
integral, parboilizado e branco polido.

e Padronizar procedimento analitico para determinacdo de AFB1, AFB,, AFG1 e AFG>
em arroz tratado hidrotermicamente.

e Correlacionar a bioacessibilidade das AFB:1, AFB2, AFG: e AFG, com a formagao

de amido resistente durante o tratamento hidrotérmico do arroz.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 ARROZ

O arroz (Oryza sativa, L.) um dos principais cereais cultivados é considerado alimento
basico para maioria da populacdo em varias regides do mundo por fornecer balanceamento
nutricional satisfatorio ao fazer parte da dieta. Além disso, é uma cultura rastica, o0 que aumenta
0 potencial de producédo para o combate a fome no mundo (FAO, 2015).

O arroz ¢ originario do sudoeste da Asia, pertence a familia Gramineae e subfamilia
Pooideae. O género Oryza é constituido por 21 espécies, das quais 7 sdo as mais produzidas no
mundo, Oryza barthii, Oryza glaberrima, Oryza latifolia, Oryza longistaminata, Oryza
punctata, Oryza rufipogon e Oryza sativa (JULIANO, 1985).

A espécie Oryza sativa L. é a de maior importancia comercial no Brasil e esta é dividida
em trés principais subespécies: indica, japonica e javanica, sendo as duas primeiras as mais
consumidas. Os grdos da subespécie indica sao longos, finos e apresentam-se mais longos
quando cozidos do que os da subespécie japbnica, que tem normalmente gréos curtos e largos,
neste caso, devido ao baixo teor de amilose (KENNEDY; BURLINGAME, 2003).

O gréo de arroz é basicamente constituido pela cariopse e a casca. A casca constitui
cerca de 20% do gréao integral e é composta de duas folhas modificadas, a palea e a lema,
compostas por celulose e minerais que juntos propiciam uma barreira do grao para prevenir 0s
danos causados por insetos e fungos (HOSENEY, 1991).

A cariopse é formada por diferentes camadas, sendo as mais externas o pericarpo, 0
tegumento e a camada de aleurona, que representam 5 a 8% do gréo integral, constituidas por
corpos lipidicos e proteicos. Na base do gréo esta localizado o gérmen, que é rico em proteinas
e lipidios representando 2 a 3% do grdo integral. O endosperma forma a maior parte do grdo
(89-94%) e caracteriza-se por possuir células ricas em granulos de amido e alguns corpos
proteicos (ZHOU et al. 2002).

No Brasil, a classificacdo do arroz esta regulamentada pela Instru¢do Normativa n° 6 do
Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA) que estabelece os seguintes
critérios: primeiramente o arroz € classificado em dois grupos de acordo com a sua forma de
apresentacdo: arroz em casca e arroz beneficiado cujo subgrupos séo definidos em relagéo ao
tipo de beneficiamento aplicado. O arroz em casca pode ser dividido nos subgrupos: natural e
parboilizado, enquanto o arroz beneficiado se divide em: integral, polido, parboilizado integral
e parboilizado polido (BRASIL, 2009).
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O arroz integral é obtido pela retirada da casca do grdo, podendo ser polido com a
remoc&o do farelo (pericarpo, tegumento, camada de aleurona e gérmen), que representa de 8,5
a 14,8% do grdo integral, resultando no arroz branco polido. O arroz parboilizado é resultante
de processo hidrotérmico dos grdos, podendo ser consumido na forma integral ou polido
(JULIANO; BECHTEL, 1985).

Segundo o Departamento da Agricultura dos Estados Unidos (USDA), a producéo
mundial de arroz beneficiado sera aproximadamente 483,6 milhdes de toneladas na safra de
2017/2018 como resposta ao clima favoravel a cultura nas regides produtoras. A China é lider
na producdo mundial de arroz, responsavel por mais de 30% do volume total produzido no
mundo. Os paises integrantes do Mercosul deverdo produzir o total de 15,4 milhGes de toneladas
de arroz em casca, na safra 2017/18 (retracdo de 1,1 % em relacdo a safra 2016/17), sendo o
Brasil responsavel por aproximadamente 76% da producdo do bloco. A cultura do arroz no
Brasil esta atras apenas da cultura de soja e milho, ocupando o 3° lugar na producéo de gréos.
Atualmente, o Rio Grande do Sul é responsavel por volta de 2/3 de toda producéo do grdo no
Brasil (CONAB, 2017).

O arroz é constituido principalmente por amido, seguido de proteinas e menos que 4%
de lipidios, cinzas e vitaminas. Durante o beneficiamento o arroz é separado em fracdes,
resultando na composicdo diferente de cada uma delas, sendo todas afetadas por variaveis
abidticas do ambiente, do manejo, do processamento e do armazenamento, além de variaveis
bidticas que resultam em grdos com caracteristicas nutricionais diferenciadas, dependendo da
fracdo em que estdo contidos (ZHOU et al., 2002; STORCK; SILVA; FAGUNDES, 2005).

As camadas externas do grao apresentam maiores concentracfes de proteinas, lipidios,
fibras minerais e vitaminas, enquanto o centro € rico em amido. A forma mais usual de consumo
é o0 endosperma amilaceo cujo polimento resulta em reducdo no teor de nutrientes, exceto de
amido, originando as diferencas na composicdo entre o arroz integral, o branco polido e o
parboilizado (Tabela 1) (STORCK, 2004).
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Tabela 1 — Composicao centesimal média (g/100g matéria seca) de arroz integral,
branco polido e parboilizado polido.

Constituinte Arroz Integral Arroz Branco Polido Arroz Parboilizado Polido
Amido total 74,1 87,6 85,1
Proteinas 10,5 8,9 9,4
Lipidios 2,5 0,4 0,7
Cinzas 1,2 0,3 0,7
Fibra total 11,7 2,9 41
Fibra insoltvel 8,9 1,1 1,6
Fibra soluvel 2,8 18 2,5

Fonte: Adaptado STORCK, 2004.

3.2 AMIDO

Um dos principais constituintes de alimentos, base da dieta humana, como o arroz, é o
amido, um polissacarideo composto por cadeias de amilose (ligagdes a-1,4, linear) e
amilopectina (ligagdes a-1,4 e a-1,6, ramificado). O teor de amido e a proporcéo
amilose/amilopectina variam entre as diferentes fontes (cereais, tubérculos e raizes) e genétipos
da fonte (FENNEMA; DAMODARAN; PARKIN, 2010).

O amido ocorre na natureza em granulos que sao insoltveis em agua fria e também sao
resistentes ao ataque enzimatico, porém se a parede externa do granulo for rompida ou houver
o fornecimento de agua e calor, os granulos absorvem agua, incham e iniciam um processo de
desintegracdo, podendo ficar mais disponiveis. Nestas condic¢des, a estrutura das cadeias, tanto
de amilose, quanto de amilopectina é desenovelada, tornando-se mais susceptivel a hidrélise
(FENNEMA; DAMODARAN; PARKIN, 2010).

Por possuir somente ligagdes a glicosidicas, o amido quando ingerido € potencialmente
digerivel pelas enzimas amiloliticas no trato digestivo humano, sendo absorvido na forma de
glicose (ENGLYST; HUDSON, 1996). Na década de 80 considerava-se que todo amido era
hidrolisado pela enzima pancreéatica amilase, porém, em estudos verificou-se que alguns fatores
como a relagdo de amilose/amilopectina, o processamento do alimento (cocgéo, extruséo,
resfriamento, congelamento), a forma fisica do alimento, inibidores enziméticos, entre outros,
podem influenciar na hidrdlise e consequentemente na absor¢do do amido (WOLF, BAUER;
FAHEY, 1999).
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Em termos de digestibilidade o amido é classificado em amido resistente (AR) e amido
disponivel (AD). O primeiro é definido como a fracdo ndo digerivel do amido no intestino
delgado de individuos saudaveis, portanto ndo fornece glicose e o amido disponivel representa
a fracdo digerivel do amido no intestino delgado. O amido resistente é fermentado no intestino
grosso pela microflora bacteriana para produzir gases e &cidos graxos de cadeia curta,
contribuindo para a prevencdo de doencas associadas a alimentacao, além de diminuir o risco
de doencas cardiovasculares e contribuir para a perda de peso. Entre esses beneficios, tém-se 0
aumento do volume fecal devido ao amido resistente. Isto é importante para a diluicdo de
compostos toxicos, potenciais formadores de células cancerosas. Diante disso, a AACC
(Associacdo Americana de Quimica dos Cereais) estabeleceu o0 amido resistente como um tipo
de fibra alimentar (CHAMP; FAISANT, 1996; PEREIRA, 2007).

O amido disponivel ainda é classificado quanto a taxa de liberacao de glicose e absorcao
no intestino delgado determinados por testes in vitro, sendo amido lentamente digerivel o que
fornece uma resposta glicémica dentro de 20 a 110 minutos (ALD) engquanto que o amido
rapidamente digerivel (ARD) tem resposta glicémica até 20 minutos (ENGLYST; KINGMAN;
CUMMINGS, 1992).

O amido resistente possui as fracdes fisicamente inacessiveis (AR1), granulos de amido
resistente (AR2), amido retrogradado (AR3) e amido modificado quimicamente (AR4). O AR1
é caracterizado pela forma fisica do grdo que pode impedir o acesso das enzimas digestivas e
diminuir a digestdo. O AR2 ocorre quando o amido € armazenado na forma de corpos
intracelulares parcialmente cristalinos denominado gréanulos, sendo o grau de resisténcia
dependente da fonte de amido. O AR3 € o mais comum, € 0 amido submetido a tratamentos
hidrotérmicos que resulta na gelatinizacdo e retrogradacdo e o torna resistente a digestdo. O
AR4 ocorre quando o amido sofre modificagdes em sua estrutura quimica para atender
necessidades especificas da industria, como por exemplo amidos com ligacdes cruzadas, sendo
estes resistentes a digestdo no intestino delgado (MUIR; O’DEA, 1992; CHAMP;
KOZLOWSKI; LECANNU, 2001).

A digestibilidade do amido pode ser afetada por fatores intrinsecos como a presenca de
complexos amido-lipideo e amido-proteina, de inibidores enzimaticos, bem como por fatores
extrinsecos como o0 tempo de mastigacdo, tempo de transito até o trato gastrointestinal, a
concentracdo de enzimas digestivas, a quantidade de amido presente no alimento e a presenca
de outros componentes que podem retardar a hidrolise enzimatica. Portanto, os alimentos crus

e processados contem quantidades de amido resistente que variam em decorréncia da fonte
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boténica e do tipo de processamento (moagem, cozimento e resfriamento) (GONI; GARCIA-
DIZ; MANAS, 1996; THARANATHAN, 2002).

A determinacdo do amido resistente pode ser realizada por método in vivo, realizando
coletas de amostra diretamente do ileo do individuo que ingere alimento amilaceo ou estimativa
da quantidade de amido fermentado no colon. Porém, estas técnicas sdo dificultadas por
envolver experimentos com animais ou humanos. Os metodos in vitro que simulam a hidrolise
utilizando enzimas amiloliticas da parte superior do trato digestivo, determinando o teor de
amido disponivel de acordo com a glicose liberada, senso os mais utilizados. Neles o amido
remanescente passa por outra hidrolise com hidroxido de potéssio ou dimetilsulfoxido e
enzimas amiloliticas e é determinado como amido resistente (CHAMP; FAISANT, 1996).

Os métodos in vitro variam com relacdo ao modo de preparo da amostra, tipos e
quantidades de enzimas, condi¢bes de tempo e temperatura de incubacdo e substancias
utilizadas para a solubilizacdo da fracdo resistente. Estas varia¢Oes dificultam a comparacéo
dos resultados de amido resistente obtidos pelas distintas técnicas discutidas na literatura
(WALTER; SILVA; EMANUELLI, 2005).

3.3 CONTAMINACAO POR MICOTOXINAS

Fungos sdo microrganismos aerobios, heterotroficos, ou seja, necessitam de compostos
organicos como fonte de energia e estdo presentes em todos os ambientes. Eles podem ser
importantes economicamente nas areas da medicina, fitopatologia e na industria, ou podem ser
um risco quando classificados como decompositores. Nesse caso, podem contaminar oS
alimentos, reduzindo o valor nutritivo, produzindo substancias tdxicas e doencas em humanos
e animais (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001).

A presencga destes microrganismos em cereais é decorrente da necessidade de obterem
nutrientes para seu desenvolvimento. Portanto podem contaminar grdos tanto no campo quanto
ao longo do armazenamento, causando degradacdo dos mesmos (ZHAO et al., 2010). Os
principais fatores que favorecem o desenvolvimento de fungos nos cereais s&o umidade,
temperatura, periodo de armazenamento, nivel inicial de contaminagdo de esporos, impurezas,
insetos, concentracdo de CO2, condicdes fisicas e sanitérias dos grdos. Em condigdes ambientais
favoraveis, os esporos dos fungos germinam, formando hifas que se distribuem pelos gréos e/ou
outros substratos. (TANAKA et al., 2007).
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Os fungos podem contaminar os gréos no campo antes da colheita e s&o denominados
fungos de campo ou durante o armazenamento. Ambos podem persistir em alimentos e ragdes
destinados ao consumo humano e de animais. (CARVAJAL; ARROYO, 1997).

Os fungos toxigénicos sdo aqueles capazes de produzir metabolitos secundarios toxicos.
Os principais géneros encontrados em alimentos sdo Aspergillus, Penicillium, Fusarium e
Alternaria. Eles também podem ser os principais responsaveis pela deterioracdo dos graos na
pré-colheita e, posteriormente, durante o armazenamento (MAZIERO; BERSOT, 2010).

Os metabolitos secundarios sintetizados e excretados por fungos toxigénicos,
contaminantes de cereais, empregando um conjunto de vias metabolicas induzidas por estresse,
desbalanco de nutrientes e condigdes ambientais s&o denominadas micotoxinas (SWEENEY;
DOBSON, 1998). A ingestdo de micotoxinas pode provocar manifestaces patolégicas do tipo
imunossupressoras, mutagénicas e carcinogénicas (BHAT; RAI; KARIM, 2010).

O impacto das micotoxinas na cadeia alimentar humana pode se dar de forma direta ou
indireta. A forma direta é caracterizada pelo consumo dos cereais, oleaginosas e derivados
contaminados e a forma indireta ocorre quando animais se alimentam com ragdes previamente
contaminadas, podendo excretar micotoxinas no leite, carne e ovos, e consequentemente
constituir-se fonte de contaminagéo para humanos (MOLIN; VALENTINI, 1999).

As micotoxinas sdo contaminantes naturais de dificil controle, sdo resistentes a
condicBes drasticas de pH, temperatura, luminosidade entre outras. Por isso aparecem no
material in natura, em produtos processados e prontos para consumo (BENNETT; KLICH,
2003). Existe uma grande variedade de estruturas quimicas de baixa massa molecular,
agrupadas de acordo com o grau e tipo de toxicidade ao homem e animais, o que dificulta seu
monitoramento (HEIDTMANN et al., 2011).

Cerca de 400 tipos de micotoxinas ja foram isolados e identificados. No entanto, as de
maior importancia em cereais e derivados sdo as aflatoxinas e ocratoxinas, produzidas pelos
géneros fangicos Penicilium e Aspergillus, e as zearalenona, fumonisinas e tricotecenos,
produzidas principalmente por algumas espécies do complexo Fusarium. Entre estas
micotoxinas, as aflatoxinas destacam-se devido aos danos que podem causar a saide humana e
animal. No arroz a sintese delas pode ocorrer durante as operacdes de pos-colheita,
principalmente durante o armazenamento, devido aos menores percentuais de umidade, o que
altera o perfil da micota e/ou seu padrdo metabdlico (FEDDERN; BADIALE-FURLONG,;
SOARES, 2007; HEIDTMANN et al., 2012).
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3.3.1 Aflatoxinas

As aflatoxinas sdo produzidas pelos fungos Aspergillus flavus, A. parasiticus e A.
nomius. Existem aproximadamente 20 compostos denominadas aflatoxinas, porém as que
podem ocorrer naturalmente em alimentos de origem vegetal sdéo AFB1, AFB> AFG: e AFG>
(SWEENEY; DOBSON, 1998). A denominagdo “B” ¢ “G” das aflatoxinas esta baseada na cor
de sua fluorescéncia sob luz ultravioleta (UV), ou seja, B (blue) indica que apresenta
fluorescéncia na cor azul e G (green) indica fluorescéncia na cor verde (REITER; ZENTEK;
RAZZAZI, 2009).

A AFB:possui 0 dobro da toxicidade de AFG: é classificada pela Agéncia
Internacional de Pesquisa em Céancer (IARC) no Grupo 1 de toxicidade como a micotoxina mais
toxica e carcinogénica para seres humanos. Duas outras micotoxinas sdo derivadas hidroxiladas
resultantes do metabolismo das AFB1 e AFB2, denominadas aflatoxina M1 (AFM:) e aflatoxina
M. (AFM>) que tém sido detectadas em leite e seus derivados, urina e fezes de mamiferos. Estas
formas sdo menos toxicas que a AFB1 e AFB>, porém ndo menos importante por estarem
presentes em alimentos infantis (IARC, 1993; IHA et al., 2013).

As aflatoxinas (Figura 1) possuem estruturas semelhantes, formando um Unico grupo de
compostos heterociclicos (complexo furocumarinas). O que difere a séric °G”’ da B’ é a
presenca da um anel 3-lactona, no lugar do anel ciclopentanona. Uma dupla ligacdo 9,9 €
encontrada na forma de um éter vinil no anel terminal furano nas aflatoxinas AFB1 e AFG;,
mas ndo nas aflatoxinas AFB; e AFG: (JAIMEZ et al., 2000).

Figura 1 — Estrutura quimica da aflatoxinas (B1, B2, G1 e G2).

B,

62

Fonte: JAIMEZ et al., 2000.
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Em relacéo a solubilidade, as aflatoxinas sdo soltveis em solventes de polaridade media
e alta, como cloroférmio e metanol e seus pesos moleculares sdo: AFB1: 312,3; AFB2: 314,3;
AFG1: 328,3; AFG;: 330,3 g.mol™. Absorvem luz ultravioleta na faixa entre 362 e 363 nm e a
emissdo de fluorescéncia para a aflatoxinas AFB: e AFB: ocorre em 425 nm e para as
aflatoxinas AFG1 e AFG2 em 450 nm (SWEENEY; DOBSON, 1998).

As doencas provocadas por exposicao a aflatoxinas sdo conhecidas como aflatoxicoses,
porém nem sempre reconhecida como patologia especifica, pois 0s sintomas agudos séo
semelhantes ao desencadeado por diversos tipos de contaminantes. Nos niveis crénicos 0s
sintomas sdo relacionados a danos hepaticos, incluindo a carcinogenicidade (ROCHA et al.,
2014).

Bioqguimicamente as aflatoxinas podem afetar o metabolismo de obtencdo de energia,
de carboidratos, lipidios, acidos nucléicos e das proteinas (BRADBURN; COKER, 1993). A
sua toxicidade pode ser aguda para o figado, sendo alguns dos efeitos nocivos da exposi¢do a
hepatocarcinogénese, teratogénese, mutagénese, imunossupressdo, efeito anticoagulante,
anemia e diminuicdo da fertilidade (BUTLER, 1974)

As aflatoxinas sdo absorvidas no trato gastrointestinal e biotransformadas
primariamente no figado, por enzimas microssomais do sistema de funcfes oxidases mistas,
associadas ao citocromo P-450. A matriz sobre a qual se encontram as aflatoxinas é outra
variavel importante para determinar a toxicidade por estarem ligadas as macromoléculas do
alimento de forma diferente e assim mais ou menos protegidas contra a absorcéo ou degradacéo.
Vidal e colaboradores (2018) investigaram a ocorréncia de possiveis aflatoxinas ligadas no
milho, e constataram que ao tratar a matriz com o amilase e celulase houve aumentos
significativos no conteddo total de aflatoxinas livres (15 e 13% respectivamente), o que mostra
a possibilidade de associacdo de aflatoxinas a substancias matriciais (BASSAPA; SHANTHA,
1996; VIDAL, et al., 2018).

A legislacdo brasileira que regulamenta limites maximos toleraveis (LMT) para as
micotoxinas presentes nos alimentos é a RDC n° 7 de 2011 da ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria). A Tabela 2 apresenta os limites maximos permitidos de aflatoxinas para
cereais, incluindo o arroz, no Brasil e na Unido Europeia (UE) (EC, 2010; BRASIL, 2011).
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Tabela 2 — Legislagéo para aflatoxinas para cereais.

Micotoxinas BRASIL (ug.kg?) UE (ug.kg?)
Aflatoxinas (AFB1, AFB;, AFG1, AFGy) 5 4
AFB; - 2

Fonte: EC, 2010; BRASIL, 2011.

Na década de 60 foram iniciados os estudos de ocorréncia de aflatoxinas devido ao fato
da morte de 100.000 mil perus na Inglaterra apés a ingestdo de farelo de amendoim brasileiro
(TURNER; SUBRAHMANYAMB; PILETSKY, 2009).

Tem sido relatado a ocorréncia de diversas micotoxinas em arroz. Al-Zoreky e Saleh
(2017) analisaram amostras de arroz do Egito, Arabia Saudita, Australia, Estados Unidos,
Paquistdo e India, verificaram que pelo menos um tipo de aflatoxina foi detectado nas amostras.
A contaminagdo com AFB; variam de 0,014 a 0,123 pg.kg?, enquanto que valores AF’s totais
variou de 0,052 a 2,58 pg.kg™.

Em um estudo realizado com 370 amostras de arroz de diferentes estados da China,
verificou-se que 235 amostras apresentaram niveis detectaveis de contaminacéo por aflatoxinas,
com niveis médios de 0,65 pg.kg™ e 0,60 pg.kg™ para AFB1 e AFB; respectivamente, sendo
que 5 amostras excederam o0s niveis maximos de AFB; para arroz estabelecido pela Unido
Europeia, a contaminagdo méaxima encontrada foi de 20,0 pg.kg™* em uma amostra (LAl et al.,
2015).

Katsurayama e colaboradores (2018) coletaram 187 amostras de arroz dos estados do
Rio Grande do Sul, Maranhdo e S&o Paulo. A ocorréncia de aflatoxinas foi considerada baixa,
25 amostras (13%) estavam contaminadas, sendo a média do nivel total de AF’s de arroz
irrigado (Rio Grande do Sul) e de arroz de sequeiro (Maranhdo) de 0,35 pg.kg™ e 0,14 pg.kg™,
respectivamente. No estado de Séo Paulo, foi relatada a presenca de AF’s em 9 amostras (5%)
(<LOD - 70,9 pg.kg™?), que é acima do maximo permitido pela ANVISA.

Considerando que a principal forma de exposi¢cdo a micotoxinas, por humanos e
animais, se da pela ingestdo de alimentos contaminados, atencdo deve ser dada aqueles
consumidos diariamente pela populagdo, como o arroz, uma vez que este comportamento
propicia a exposi¢do cronica (BULLERMAN; BIANCHINI, 2007; BECKER-ALGERI et al.
2013).
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3.3.2 Avaliacéo de biodisponibilidade de componentes da dieta

Um conjunto de reacfes denominadas digestdo ocorre quando o alimento ingerido e
passa pelos diferentes 6rgdos no trato gastrointestinal. Os macronutrientes que compde 0S
alimentos sdo transformados em moléculas menores que sdo absorvidas para posterior sintese
de compostos caracteristicos de cada individuo. Esse processo é importante para promover a
distribuicdo dos compostos benéficos ou tdxicos nos diferentes compartimentos do organismo
humano (MENARD et al., 2014).

Na avaliacdo dos riscos de danos para a salde humana, a ingestdo de alimentos é
considerada uma via importante pois promove a exposi¢do a contaminantes de diferentes pontos
da cadeia produtiva. A quantidade total de um contaminante ingerido (ingestdo) nem sempre
reflete o quanto estara disponivel para o organismo manter suas func@es, pois somente a fracdo
biodisponivel para absorcdo sera atuante nos processos metabolicos. A biodisponibilidade é
definida como a quantidade do contaminante liberado da matriz alimentar no trato
gastrointestinal e, em seguida, absorvido. Este conceito pode ser considerado para a avaliacao
da biodisponibilidade também de micotoxinas em alimentos (VERSANTVOORT, et al., 2005).

Estudos em animais e em humanos mostram que a biodisponibilidade por via oral de
compostos a partir de alimentos pode ser significativamente diferente dependendo da matriz,
do processamento ou da preparacéo dos alimentos. Por exemplo, a ingestdo de um contaminante
em uma matriz alimentar pode levar a toxicidade, enquanto a ingestdo da mesma quantidade
deste contaminante em uma diferente ndo estara disponivel para ser absorvida e promover
alteragbes metabolicas. Assim, uma melhor compreensdo do efeito da matriz sobre a
biodisponibilidade oral de um contaminante levard a uma avaliacdo mais precisa do risco para
a saude. A biodisponibilidade oral pode ser vista como o resultado de trés processos (WIENK;
MARX; BEYENEN, 1999):

1. Liberacdo do composto a partir da sua matriz em suco digestivo no trato
gastrointestinal (bioacessibilidade);

2. Transporte através do epitélio intestinal para a veia porta (transporte intestinal);

3. Metabolizagcdo do composto no figado e intestino (metabolismo).

A Dbiodisponibilidade pode ser reduzida durante o transporte do contaminante pelo
epitélio intestinal ou por sua transformacéo metabolica. Portanto, a determinacdo do composto
de interesse, apOs o0 processo digestivo de sua matriz, denominada bioacessibilidade (Processo
1), pode ser vista como um indicador para a biodisponibilidade oral méxima e da quantidade
real que pode estar ativa metabolicamente (VERSANTVOORT et al., 2005).
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A avaliacdo quantitativa da biodisponiblidade e bioacessibilidade de compostos a partir
de diferentes matrizes € um processo complexo, principalmente devido as etapas que
compreendem a digestdo e ao custo da conducdo de experimentos com animais, por isso,
modelos de digestdo in vitro vém sendo cada vez mais utilizados para estudar a
biodisponibilidade oral de compostos contaminantes de leites e outros alimentos (BECKER-
ALGERI, 2016).

Os modelos de digestdo in vitro simulam o processo de digestdo a partir da aplicacéo
das condicgoes fisiologicas reais, como por exemplo composicdo dos fluidos digestivos, pH,
temperatura e tempo de permanéncia do alimento em cada compartimento. Os fluidos
digestivos sdo preparados artificialmente e a digestéo inicia no compartimento da boca (saliva),
seguindo ao estdbmago (suco gastrico) e intestino delgado (suco duodenal e bile), a fim de avaliar
a bioacessibilidade do composto toxico durante o transito da matriz no trato gastrointestinal
(OOMEN et al. 2003; VERSANTVOORT et al., 2005; KABAK; OZBEY, 2012).

Kabak e Ozbey (2012) avaliaram a bioacessibilidade de aflatoxinas em diferentes
matrizes alimenticias (amendoins, pistaches, avelas, figos secos, paprica, trigo e milho) e
observaram valores que variaram entre 80 e 98%, concluindo que nestes casos a
biodisponibilidade das aflatoxinas ndo depende diretamente dos niveis de contaminacdo do

alimento e sim do tipo de matriz contaminada.

3.3.3 Determinacéo de aflatoxinas

Os métodos analiticos para a determinacdo de micotoxinas em alimentos geralmente se
caracterizam pelas etapas de extracdo, limpeza, separacdo, deteccdo, quantificacdo e
confirmacédo, como para outros analitos. Métodos sensiveis e confidveis sdo necessarios, pois a
toxicidade das micotoxinas ocorre a partir de baixas concentracdes. Estabelecer um método
padrdo para extracdo e deteccdo de todas micotoxinas ndo € possivel, em funcao das diferentes
estruturas, ou até mesmo da matriz na qual elas estdo contidas (TURNER;
SUBRAHMANYAMB; PILETSKY, 2009; WELKE et al., 2010).

A extracdo de micotoxinas requer o uso de solventes ou mistura de agua e solventes
relativamente polares. Quando a matriz é constituida por compostos hidrossoliveis, metanol,
acetona e acetato de etila sdo os mais indicados, no entanto, se a matriz for constituida por
compostos ndo hidrossollveis a acetonitrila € 0 mais indicado (STROKA et al., 1999). Os
procedimentos de limpeza do extrato envolvem colunas multifuncionais que contenham carvéo
ativo e alumina, ou com a utilizacao de sais especificos (LANGSETH; RUNDBERGET, 1998).
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Além do desenvolvimento de novas tecnologias para determinar micotoxinas, sao
necessarios métodos que apresentem o minimo impacto ambiental, tempo de exposi¢édo dos
analistas a solventes toxicos e determinem uma ampla faixa de substancia em uma Unica
extracdo (ZOUGAGH; RIOS, 2008).

Na matriz em analise podem estar presentes substancias que na etapa de extracdo serdo
co-extraidas, sendo necessaria uma etapa posterior de limpeza para remocdo dos possiveis
interferentes. Os principais métodos para extracdo de micotoxinas sao: particao liquido-liquido,
extracdo em fase solida (SPE), MSPD, (do inglés matrix solid phase dispersion) QUEChERS,
(do inglés Quick, Easy, Cheap, Effective, Ruged and Safe) e colunas de imunoafinidade
(ANASTASSIADES et al., 2003; BAKER, 2007; LAGANA et al., 2010).

Baker e colaboradores (1989) desenvolveram a técnica MSPD, originada da técnica
classica SPE que consiste na dispersdo da matriz em um suporte sélido de forma a permitir a
homogeneizacdo da amostra com um suporte solido adequado para promover o rompimento
celular. Com esta técnica é possivel isolar varias classes de analitos presentes em baixas
concentracdes e em diferentes matrizes, considerando sua simplicidade, rapidez, flexibilidade
e utilizacdo de pequenas quantidades de amostras e de solventes (LAGANA et al., 2010). S&o
poucos o0s relatos sobre o uso desta técnica de extragdo para a determinagdo de micotoxinas.

O método de QUEChERS foi antes utilizado para extrair agrotdxicos em matrizes a base
de cereais, frutas e de dgua, vém sendo adaptado para extracdo de micotoxinas, tais como
tricotecenos e aflatoxinas (HEIDTMANN et al., 2012; BECKER-ALGERI, 2016). Como
outros métodos de extracdo, emprega solventes e clarificantes, porém tem como vantagem a
utilizacdo de menores quantidades de reagentes e maior rapidez (ANASTASSIADES et
al.,2003; PRESTES et al., 2009).

O procedimento de Soares e Rodrigues—Amaya (1989), que consiste num processo
classico de particao solido liquido ainda € muito empregado para determinacao de aflatoxinas
em alimentos, pois apresenta recuperacdes que atendem aos requisitos de qualidade analitica
em diferentes cereais, garantindo a limpeza da amostra e separacao adequada. Sua simplicidade
e custo fez com que fosse adotado em muitos laboratérios no Brasil, mas resulta numa
guantidade grande de material para descarte (PRIETTO et al., 2015).

Em relagéo as técnicas para quantificacdo destes compostos, a cromatografia de camada
delgada de alta eficiéncia (CCDAE) é a mais simples e antiga para determinacao de aflatoxinas
uma vez que estas sdo fluorescentes quando observadas sob luz ultravioleta. Outras micotoxinas
sdo mais dificeis para serem determinadas por esta técnica. Porém, novos equipamentos

cromatograficos tém sido desenvolvidos, e a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia
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(CLAE) acoplada a detectores de fluorescéncia ou massa, que emprega colunas de fase reversa
e como fases mdveis misturas de dgua, metanol e acetonitrila, tem sido muito utilizada para
determinar aflatoxinas (KRSKA; MOLINELLI, 2007). A deteccao por fluorescéncia é por
natureza muito especifica e sensivel para as aflatoxinas, pois estas emitem fluorescéncia azul e
verde, representando uma vantagem para determinagdo quantitativa em que a influéncia da
matriz é negligenciavel em comparacdo com os possiveis problemas que podem surgir com a
quantificacdo em CLAE-MS (CIGIC; PROSEN, 2009). A vantagem da deteccdo em
espectrdbmetro de massa € permitir obter informacdo estrutural referente aos analitos,
assegurando maior exatiddo a determinacdo (CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008)

A validacdo de um método analitico para determinag&o de tracos € um processo continuo
que comeca no planejamento da estratégia analitica, pela padronizacdo das condicdes
instrumentais, e continua ao longo de todo o seu desenvolvimento e transferéncia entre
laboratorios. Estudos experimentais devem demonstrar que o método atende as exigéncias das
especificidades analiticas recomendaveis, assegurando a confiabilidade dos resultados pela
estimativa dos seguintes indicativos: seletividade, linearidade, intervalo, precisdo, limite de
deteccdo, limite de quantificacdo e exatiddao adequados a analise. Estes indicativos devem ser
avaliados tanto no instrumento quanto no método que serd utilizado para a determinacdo de

aflatoxinas nas diferentes matrizes alimentares (BRASIL, 2003).
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4 MATERIAL E METODOS

41 MATERIAL

Os reagentes e solventes empregados nos experimentos foram: albumina de soro bovino
(Inlab), acido acetico P.A. (Merck), metanol grau CLAE (J. T. Baker), acetonitrila grau CLAE
(J.T. Baker), éter de petroleo P.A. (Neon), alcool etilico 95% (Dinémica), cloroférmio P.A.
(Neon), tolueno P.A. (CRQ), &gua destilada, &gua ultra pura (Milli- Q, resistividade de 18,2
MQ cm), hidroxido de sédio P.A. (Cinética), acido cloridrico P.A. (Vetec), iodo P.A. (Synth),
cloreto de sodio P.A. (Synth),bicarbonato de sddio P.A. (Synth), sulfato de sédio P.A. (Vetec),
acido citrico P.A. (Vetec), citrato de sodio P.A. (Synth), citrato de sddio tribasico (Sigma-
Aldrich), acetato de sodio P.A. (Synth), dimetil sulfoxido P.A. (Neon), cloreto de potéssio P.A.
(Vetec), cloreto de aménio P.A. (Synth), cloreto de magnésio P. A. (Synth), cloreto de célcio
P. A. (Synth), tiocianato de potassio P.A. (Synth), é&cido 3,5-dinitrosalicilico P.A. (Vetec),
sulfato de amonio P.A. (Synth), sulfato de magnésio P.A. (Synth), fosfato de s6dio monobaésico
(Vetec), fosfato de potéssio dibasico P.A. (Synth), celite (Sigma Sul), C18 (Allcrom), alumina
neutra (Merck), PSA (Sigma-Aldrich), acido glucorénico P.A. (Sigma-Aldrich), &cido drico
P.A. (Sigma-Aldrich), cloridrato de glicosamina P.A. (Sigma-Aldrich), uréia (Sigma-Aldrich),
glicose P.A. (Synth), mucina (de estdmago suino — Sigma-Aldrich), pepsina (Dindmica),
pancreatina (de pancreas suino — Sigma-Aldrich), lipase (pancreas suino — Sigma-Aldrich), bile
(ovino e bovino), a amilase (produzida por Aspergillus oryzae, 30U/mg, Sigma-Aldrich),
amiloglicosidade (produzida por Aspergillus niger, 1,8 U/mL, Sigma-Aldrich) e protease
(produzida por Aspergillus oryzae, 1 U/mL, Sigma-Aldrich).

Os principais equipamentos utilizados foram espectrofotometro (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), microcentrifuga (modelo Mini
Spin, Eppendorf); agitador tipo vortex (modelo VTX-2500, Biomixer), mesa agitadora orbital
(modelo TE141, Tecnal); mufla (Quimis), pHmetro (modelo HI221, Hanna Instruments),
peneiras (Bertel Industria Metalurgica), bloco digestor (Oxylab), destilador (modelo TE0363,
Tecnal), digestor (Gerhardt Kjeldatherm), estufa de secagem com circulagdo de ar (modelo
Q314M222, Quimis), extrator Soxhlet (modelo Q30826B, Quimis), cromatdgrafo liquido de
alta eficiéncia Shimadzu com detector de fluorescéncia (modelo RF20A) conectado em
software LC solution data aquisition.
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4.2 PREPARO DAS AMOSTRAS

As amostras de arroz tipo 1, classe longo fino (integral, parboilizado e polido) foram
aleatoriamente adquiridas no comércio da regido sul do Brasil, sendo usado como critério, a
marca com pre¢o medio dentre as disponiveis no comércio da regido. O material adquirido foi
separado, identificado e acondicionados em sacos de polietileno no laboratorio de Micotoxinas
e Ciéncia de Alimentos da FURG, sendo mantidas sob congelamento até sua utilizag&o.

As amostras in natura foram trituradas em moinho de martelos e peneiradas para a
granulometria inferior a 0,5 mm (35 mesh) antes da tomada de aliquotas analiticas para as

determinacfes quimicas.

4.3 PREPARO DE PADROES

Os padrdes de AFBi, AFB;, AFG: e AFG; adquiridos da Sigma-Aldrich, foram
mantidos sob temperatura de congelamento (-12 °C), devidamente protegido da luz e vedado
até o preparo das solucdes. As solucdes padrdo foram preparadas segundo procedimento oficial,
pela dissolucdo dos padrdes soOlidos em mistura tolueno:acetonitrila (98:2 v/iv). As
concentragBes tedricas das solugdes estoque foram de 0,1 mg.mL™ para cada aflatoxina. Essas
solucdes estoque foram diluidas para o preparo de solugdes padrdo contendo 10 pug.mL™. As
solugdes foram secas sob atmosfera de nitrogénio e ressuspendidas em metanol para
determinacédo da concentracdo em espectrofotdmetro (Bioespectro — SP220) nos comprimentos
de onda de 360 nm para a AFB1 e 362 nm para as demais. A estimativa das concentracdes foi
realizada utilizando os valores de absortividade molar (€) 19800, 20900, 17100 e
18200 mol™.cm™ para AFB1, AFB,, AFG: e AFG,, respectivamente. As solugdes estoque e de
trabalho foram armazenadas ap6s evaporacdo do solvente a -18°C (AOAC, 2000).

44 COMPOSICAO QUIMICA

A composigdo quimica das amostras de arroz integral, parboilizado e branco polido in
natura foi avaliada pela determinacdo dos componentes: umidade, cinzas, proteina bruta e
extrato etéreo, seguindo os métodos descritos pela “Association of Official Analytical Chemist
International” — AOAC (2000). A umidade foi determinada empregando o método
gravimétrico de secagem em estufa a 105°C (n° 935.29). A determinacéo de cinzas foi realizada

por método gravimétrico pela incineragcdo das amostras em forno mufla a 560 °C (n° 923.03).
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O teor de lipidios foi determinado pela extracdo com solvente éter de petrdleo em extrator tipo
Soxleht (n° 920.85). Os niveis proteicos foram determinados pelo método de Kjeldahl,
empregando fator de conversao para proteinas de 5,95 para o arroz (920.87).

O teor de amilose foi determinado pelo método colorimétrico do iodo, que se baseia na
transmisséo da luz pelo complexo colorido que a amilose forma ao reagir com iodo, de acordo
com 0 método descrito por Martinez e Cuevas (1989). Uma amostra de 100 mg foi transferida
para baldo volumétrico de 100 mL, sendo acrescentada de 1 mL de alcool etilico 96% e 9 mL
de solucdo de hidréxido de sodio (NaOH 1 M), seguindo se em repouso por 16 horas para a
hidrdlise parcial do amido. Foi retirada uma aliquota de 5 mL de cada amostra e transferida
para baldo volumétrico de 100 mL, em que foi adicionado 1 mL de &cido acético 1M e 2 mL
de solucéo de iodo 2% (p/v) preparada trés horas antes da analise, entdo, o baldo volumétrico
foi avolumado com agua destilada.

Para a construcdo da curva padréo, foram utilizados 40 mg de amilose pura submetida
ao mesmo procedimento que as amostras de arroz. Aliquotas de 1, 2, 3, 4 e 5 mL foram retiradas
do bal&o volumétrico e foram acrescidos de 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1 mL de &cido acético e 0,4; 0,8;
1,2; 1,6 e 2 ml de iodo, respectivamente, completando o volume a 100 mL com agua destilada.
A leitura de transmitancia das solugdes foi realizada 30 min apds adigdo da solucgdo de iodo a
610 nm.

45 TRATAMENTO HIDROTERMICO E CARACTERISTICAS FISICAS DO PRODUTO

Os tratamentos hidrotérmicos consistiram em tomar 20 g de arroz (integral, parboilizado
e branco polido), adicionar 0,2 g de cloreto de sédio (NaCl); 0,4 g de 6leo de soja comercial e
quantidade suficiente de agua destilada para atingir textura caracteristica de arroz cozido
quando submetidas a aquecimento em chapa térmica e micro-ondas cozido (Tabela 3). Para
verificar o atingimento desta textura foi usado um teste qualitativo apds ebulicdo em intervalos
de 2 em 2 minutos. Ele consistia em pressionar o grdo de arroz entre duas placas de vidro até
que o centro do gréo estivesse completamente gelatinizado, ou seja, transparente (JULIANO;
BETCHEL, 1985).
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Tabela 3 - CondicGes para tratamento hidrotérmico de arroz.

Micro-ondas Chapa Térmica
L Arroz Arroz Arroz Arroz Arroz Arroz
Variaveis integral arboilizado branco integral arboilizado branco
9 P polido g P polido
Volume de dgua (mL) 160 100 90 60 50 50
Temperatura (°C) - - - 180 180 180
Tempo (min) 15 10 8 25 20 15
Poténcia (W) 656 656 656 - - -

Para definir as condi¢des de tratamento hidrotérmico de forma mais objetiva, tanto em

chapa térmica, quanto em micro-ondas, foram adotados os pardmetros de textura determinada
em texturémetro modelo TA XT2, utilizando o software Exponent da Stable Micro System. Foi
utilizado uma célula de carga de 5 g com uma compressdo de dois ciclos para comprimir 80%
da espessura original do grdo cozido, retornar a sua posi¢éo original e novamente comprimir.

A velocidade de pré-teste e pos-teste de 1 mm.s, velocidade de teste de 0,5 mm.s™ e distancia

inicial de teste de 20 mm (MEULLENET et al., 1997; PARK; KIM; KIM, 2001).

Os parametros determinados, conforme descrito por Bourne (2002), foram:

e Dureza: definida como a forca maxima requerida para comprimir a amostra

numa dada porcentagem pré-estabelecida, em N;

e Adesividade: definida como a forca necessaria para remover o alimento que

adere na lingua, nos dentes e nas mucosas, em N.s.

e Gomosidade: definida como a energia requerida para desintegrar um alimento

semissolido para um estado pronto para ser ingerido, sem mastigar, em N;

e Mastigabilidade: definida como o nimero de mastigaches necessarias para

tornar a consisténcia do alimento adequada para ser engolido, em N.mm™;

e Elasticidade: definida como o grau que o alimento retoma a sua forma apds uma

compressdo parcial da lingua contra os dentes ou o céu da boca, em mm.

Antes das determina¢Ges quimicas as amostras tratadas hidrotermicamente foram

amassadas em gral com auxilio de um pistilo, sendo a pasta passada em peneira para terem seu

tamanho reduzido a 0,5 mm (35 mesh).
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4.6 DETERMINACAO DAS FRACOES DE AMIDO DISPONIVEL E RESISTENTE

A determinacdo de amido disponivel e resistente foi realizada segundo o método da
AOAC 996.11 modificado por Walter, Silva e Emanuelli (2005) para as amostras de arroz
integral, parboilizado e branco polido submetidas aos tratamentos hidrotérmico (micro-ondas e
chapa térmica) imediatamente apds resfriamento e ap6s 48 horas de tratamento térmico.

Em tubo de centrifuga foram adicionados 0,3 g de amostra e 10 mL de etanol 80% a
80 °C para remover agucares livres e lipideos, seguido por centrifugacdo a 3220 x g por 10
minutos. O sobrenadante foi descartado e 0 mesmo procedimento realizado mais uma vez. As
amostras foram submetidas a hidrélise com 180 pL de a-amilase (30 U.mg™); 0,2 mL de etanol
80% e 6 mL de tampdo citrato pH 6,0. A mistura foi agitada em vortex por 1 minuto e incubada
a 50 °C por 5 minutos. A etapa seguinte consistiu em uma hidrélise com 25 pL de protease
(1 U.mL™), a mistura foi agitada em vortex por 1 minuto e incubada a 37 °C por 30 minutos.
Posteriormente, foram adicionados 3,0 mL de amiloglicosidase (1,8 U.mL™) e 4 mL de tampéo
acetato de sadio pH 4,5; a mistura foi agitada em vortex por 1 minuto e incubada a 50 °C por
30 minutos. As amostras foram centrifugadas (10 minutos a 3220 x g) e o residuo lavado com
10 mL de tamp&o acetato de sodio pH 4,5 e centrifugado novamente (10 minutos a 3220 x Q).
O sobrenadante das duas centrifugacbes foram utilizados para determinacdo de amido
disponivel.

Ao residuo foi adicionado 2 mL de dimetilsulfoxido (DMSO), apds repouso por 5
minutos a 95 °C, o contetdo foi submetido a hidrolise com a-amilase e amiloglicosidase nas
mesmas condic¢des anteriores. As amostras foram centrifugadas, sendo o sobrenadante utilizado
para determinacdo de amido resistente. Para a quantificacdo dos teores de amido disponivel e
resistente foi utilizado o método DNS (MILLER, 1959). A quantidade de glicose liberada foi

convertida para amido utilizando o fator de conversdo de 0,9.

4.7 DETERMINACAO DE AFLATOXINAS

4.7.1 Métodos de extracédo

Para a extracdo de AFB1, AFB,, AFG:1 e AFG2 nas amostras de arroz foi comparada a
eficiéncia de trés métodos de extracdo: conforme Soares e Rodrigues — Amaya (1989), método
de QUECHhERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe) modificado por
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Koesukwiwat, Sanguankaew e Leepipatpiboon (2014) e a técnica MSPD (Dispersdo de matriz
em fase solida) segundo Rubert, Soler e Mafies (2011). Para a padronizagéo da extracdo uma
amostra de arroz branco polido in natura foi fortificada com padrdo de AFB1, AFB2, AFG; e
AFG; nas concentragdes do LOQ, 5xLOQ e 10xLOQ ng.mL™ (Tabela 4). O arroz branco polido
foi escolhido para padronizar o método de extracdo por apresentar maior teor de amido
resistente nas determinagdes preliminares. O meétodo de extragdo que promoveu maior
recuperagéo das AFB1, AFB2, AFG: e AFG: foi validado.

Tabela 4 — Niveis de fortificagdo das amostras.

AFB: AFB: AFG: AFG2
(ng.mL?Y) (ng.mLY) (ng.mL?) (ng.mL™?)

LOQ 0,06 0,02 0,04 0,05
5xLOQ 0,3 0,1 0,2 0,25
10xLOQ 0,6 0,2 04 0,5

a) Método de Soares; Rodrigues — Amaya (1989) modificado

A extracdo por este método consistiu em adicionar a 1g de arroz branco polido in natura,
6 mL de solucdo de metanol: cloreto de potassio 4% na proporc¢do 9:1. Essa mistura foi agitada
em sonda ultrassénica por 5 minutos a 60 Hz. Em seguida foi centrifugada por 5 minutos a
3220 x g e 3 mL do sobrenadante foram transferidos para outro tubo de centrifuga, sendo
adicionados 3 ml de sulfato de amonio 30% e 1 cm? de celite para a clarificagdo do extrato.
Ap0s repouso de 5 minutos, o conteudo foi centrifugado (3220 x g). Em seguida, 3 mL do
sobrenadante foram recolhidos e transferidos para outro tubo de centrifuga onde foram
adicionados 3 mL de &gua e particionados 3 vezes com 1 mL de cloroférmio. A fracdo
cloroférmica foi acondicionada em frascos ambar com tampa de rosca e o conteido seco em
banho-maria a 80 °C por 25 minutos (SOARES; RODRIGUEZ-AMAYA, 1989). Para a
quantificacdo das aflatoxinas, o residuo seco foi ressuspenso em 1 mL de agua ultrapura e

acetonitrila (9:1 v/v) e 20 pL foram injetados em HPLC-FL, conforme item 4.7.2.

b) Método QUEChERS

Em 10 g de arroz branco polido in natura foram adicionados 10 mL de 4gua destilada e
10 mL de acetonitrila acidificada com 1% de &cido acetico glacial. A mistura foi agitada em

vortex por 1 minuto e apos em cuba ultrassénica por 2 minutos a 60 Hz. Em seguida foram
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adicionados 4 g de sulfato de magnésio, 1 g de cloreto de potassio, 1 g de citrato de sddio
tribasico di-hidratado e 0,5 g de citrato de sddio dibasico ses-quihidratado. A mistura foi agitada
em vortex por 1 minuto e centrifugada por 5 minutos a 3220 x g. Uma aliquota de 8 mL do
sobrenadante foi transferida para outro tubo de centrifuga com adicdo de 1,2 g de sulfato de
magnésio, 0,25 g de C18, 0,25 g de alumina neutra e 0,4 g de PSA (Amina priméria secundéria),
a mistura foi agitada em vortex por 1 minuto e centrifugada novamente. Foram coletados 5 mL
do sobrenadante que foram secos em banho-maria a 60 °C (KOESUKWIWAT;
SANGUANKAEW,; LEEPIPATPIBOON, 2014). Para a quantificacdo das aflatoxinas, o
residuo seco foi ressuspenso em 1 mL de &gua ultrapura e acetonitrila (9:1 v/v) e 20 pL foram
injetados em HPLC-FL, conforme item 4.7.2

c) Método MSPD adaptado

Em um graal de porcelana, 1 g de arroz branco polido in natura foi macerado
suavemente com a combinacao de suporte solido e sal (Tabela 5) durante 5 minutos utilizando
um pistilo para obter uma mistura homogénea. A mistura foi transferida para tubos de centrifuga
com adicdo de com 10 mL de acetronitrila:metanol (50:0 v/v) e o contetdo foi agitado em
vortex por 3 min. Apos centrifugagdo (10 minutos a 3220 x g) foi retirada uma aliquota de 5
mL do sobrenadante que foi seca em banho—maria a 60 °C. Para a quantificagéo das aflatoxinas,
0 residuo seco foi ressuspenso em 1 mL de &gua ultrapura e acetonitrila (9:1 v/v) e 20 pL foram
injetados em HPLC-FL conforme item 4.7.2.

Este método de extracdo e limpeza de extrato teve estudada as combinagdes entre

suporte s6lido e sais para promover maior recuperacdo das micotoxinas

Tabela 5 — Combinacdes de suporte sélido e sais para a técnica MSPD.

Teste Variacao de suporte sélido e sal
1 0,025 g C18
2 0,25 g C18
3 0,25 g PSA
4 0,259 C18 + 0,25 g PSA
5
6
7

0,25 g C18 + 0,25 g Na;S0q4
0,25 g PSA + 0,25 g Na;S04
0,259 C18 + 0,25 g PSA + 0,25 g Na,SO4
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4.7.2 Quantificacdo de aflatoxinas em CLAE-FL

A quantificacdo das aflatoxinas foi realizada em cromatografo a liquido de alta
eficiéncia (Shimadzu — CTO-20AC) acoplado a um detector de fluorescéncia (FL), unidade de
derivatizagdo pés coluna (Romer®) para intensificar o sinal das AFB; e AFG;:. A coluna
utilizada foi a Kromasil C18 (5 um, 15 cm x 4,6 mm). Para eluicdo das aflatoxinas foi utilizada
uma fase movel constituida por uma mistura de agua ultrapura, acetonitrila e metanol na
proporcao de 62:12:26 (v/v/v), previamente desgaseificada em banho ultrassdnico, com vazao
de 1 mL.min?, temperatura da coluna de 40 °C e tempo de corrida de 16 minutos. O
comprimento de onda de excitagcdo foi de 360 nm e emissdo de 435 nm. Para detecgdo os
extratos foram ressuspensos em 1 mL de agua ultrapura e acetonitrila (9:1), centrifugado a

1400 x g por 5 minutos e 20 pL foram injetados no equipamento.

4.7.3 Validacdo de método analitico

O método que apresentou melhor percentual de recuperacéo foi o teste 5 da combinacao
de suporte sélido e sal na extracdo MSPD (0,25 g C18 + 0,25 g Na>SOa4). Assim este foi validado
para os trés tipos de arroz (integral, parboilizado e branco polido) na forma in natura e tratados
hidrotermicamente (micro-ondas e chapa térmica). Nas amostras in natura e tratadas
hidrotermicamente foi utilizada a massa de 1 g. A validacdo do método para determinagédo das
AFB1, AFB,, AFG: e AFG; foi realizada utilizando as seguintes figuras de mérito: curva
analitica, linearidade, limite de deteccdo (LOD) e limite de quantificacdo (LOQ), exatiddo
(recuperacdo), precisdo (repetibilidade) e efeito de matriz (BRASIL, 2003; INMETRO, 2003;
EC, 2006).

Os limites de deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ) do instrumento foram estimados
pela injecdo de solucdes padrdo das aflatoxinas em ordem decrescente de concentracao,
considerando o LOD a concentracdo correspondente ao pico que representa 3 vezes 0
sinal/ruido da linha de base do equipamento. O LOQ foi estimado a partir da concentracao que
gerou o pico com relagdo 10 vezes o sinal/ruido. Os limites de detecgdo e quantificagdo do
método foram estimados considerando as diluicdes do procedimento de preparo da amostra.

A linearidade do instrumento foi avaliada pela construcdo da curva analitica por meio
de solucBes padrdo das quatro aflatoxinas em mistura de agua ultrapura e acetonitrila
(9:1 vlv), injetados em triplicata, sendo o primeiro ponto da curva a concentragdo
correspondente ao limite de quantificacao.
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A exatiddo do método (Equacdo 1) foi avaliada por meio da porcentagem de recuperacéao
das aflatoxinas em amostras fortificadas em trés niveis (LOQ, 5 x LOQ e 10 x LOQ) na forma
in natura e tratada hidrotermicamente nas quais os padrbes foram adicionados apds o

cozimento, seguindo orientacdes para validacéo de método.

Cc1-C2

R(%)ZTX1OO Eq.l

Em que:

C1 = concentragéo determinada na amostra fortificada;

C2 = concentracdo determinada na amostra ndo fortificada;

C3 = concentracdo determinada no padrdo fortificacéo.

A preciséo foi avaliada pela estimativa da repetibilidade, verificada por 3 determinacdes
em triplicata sucessivas das solugdes de extrato empregadas para estimar a recuperagéo de
aflatoxinas por CLAE-FL. Os resultados foram expressos como coeficiente de variacdo entre
os resultados obtidos (BRASIL, 2003).

Para avaliar o efeito de matriz na determinacéo das aflatoxinas, foram preparadas curvas
padrdo no extrato da matriz, adicionando-se as mesmas concentragdes empregadas para as
curvas no solvente. O efeito matriz foi determinado comparando o coeficiente angular das

curvas padrdo no solvente e no extrato das amostras conforme a Equacao 2.

Sm
EM (%)_JUOX[J- =) Eq2
Onde:
EM - efeito de matriz;
Sm - inclinagdo da curva analitica preparada em extrato “branco” da matriz;

Ss - inclinacdo da curva analitica preparada em solvente.

4.8 BIOACESSIBILIDADE DE AFLATOXINAS

As amostras de arroz integral, parboilizado e branco polido foram fortificadas com
solugéo padrdo (10 x LOQ) de AFBi:, AFB2, AFG: e AFGy, e submetidas ao tratamento
hidrotéermico em condicGes previamente definidas no item 4.5 para posterior determinagédo da

bioacessibilidade in vitro. O método utilizado foi o desenvolvido pelo Instituto Nacional de
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Saude Publica e Meio de Ambiente (RIVM, Bilthoven, Holanda) (KABAK; OZBEY, 2012,
OOMEN et al., 2003; VERSANTVOORT et al., 2005), cujo modelo de digestdo esta baseado
nas trés principais etapas de digestdo no organismo humano. Primeiramente, foi realizada
simulacdo da fase inicial de digestdo, mantendo as amostras em contato com saliva artificial
(4,5:6,0 p/v) durante 5 minutos. Posteriormente as mesmas foram mantidas sob condicGes
géstricas durante 2 horas, e por fim foi simulado a digestdo no intestino delgado por 2 horas.
Todas etapas foram realizadas na temperatura de 37° C.

Uma solucdo organica e uma inorganica foram preparadas para a saliva, suco
gastrico, suco duodenal e bile. Os constituintes e suas concentragGes estdo descritos na
Tabela 6. A Figura 2 representa 0 modelo de digestéo in vitro. Em um tubo de centrifuga foram
adicionados 4,5 g de arroz tratado hidrotermicamente (integral, parboilizado e branco polido) e
6 mL de saliva (pH 6,5+0,5) que foram incubados por 5 minutos a 37 °C. Em seguida, 12 mL
de suco gastrico (pH 2,5+0,5) foram adicionados e a mistura submetida a agitacéo por 2 horas
a 37 °C. Por fim, 12 mL de suco duodenal (pH 6,5%0,5), 6 mL de bile e 2 mL de bicarbonato
de sodio 1M (NaHCOs) foram adicionados simultaneamente e a mistura foi agitada durante 2
horas a 37 °C. O digerido (sobrenadante) e ndo digerido (residuo sélido) foram separados por

centrifugacdo 5 minutos a 3220xg.

Figura 2 — Esquema representativo da anélise de bioacessibilidade in vitro.

Compartimento da ~ Compartimento do Compartimento do
boca estémago intestino delgado
I ) ) J

Agitacdo Agitagdo Agitacio Centrifugacdo Analises
5 min 2h 2h 5 min
pH 6.5+0.5 pH 2.540.5 PH 6.,5£0.5 3220x g
45gde 6.0 mL 12 mL de suco 12 mL de suco duodenal +
amostra de saliva gastrico 6 mL de suco biliar + 2

mL de NaHCO,

Fonte: Adaptado de Kabak e Ozbey (2012).

O digerido foi avaliado quanto aos niveis de AFB1, AFB>, AFG: e AFG», seguindo
0 método de extracdo descrito por Versantvoort et al. (2005), em que 20 mL do digerido foi
transferido para um tubo de centrifuga e feita parti¢do liquido-liquido com 5 mL de cloroférmio
(3 vezes). As fracdes cloroformicas foram coletadas ap6s centrifugacédo (5 minutos a 3220 x g),
transferidas para frasco &mbar e seca em banho—maria a 60 °C. A quantificacdo das aflatoxinas
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foi realizada em CLAE-FL de acordo com o item 4.7.2. A bioacessibilidade foi calculada de

acordo com a Equagdo 3.

Tabela 6 - Constituintes e concentracfes dos sucos sintéticos do modelo de digestdo in vitro.

Saliva Suco Gastrico Suco Duodenal Suco Biliar
Solucéo 10 mL KCI 89,6 g.L* 15,7 mL NaCl 175,3 40 mL NaCl 175,3 30 mL NaCl 175,3
Inorganica g.L? g.L? g.L?
10 mL KSCN 20 g.L- 3 mL NaH»PO, 88,8 40 mL NaHCO3 68,3 mL NaHCOs
L gLt 84,7 g.L 84,7 g.L .
10 mL NaH,P0O, 88,8 9,2mL KCI89,6g.L~ 10 mL KH,PO48 4,2 mL KCI 89,6
g.L? ! g.L? g.L?
10 mL NazSO4 57 18 mL CaCl, + 2H,O 6,3 mL KCI 89,6 150 uL HCI 37%
gL? 22,29.L1 g.L? a/g
1,7 mL NaCl 175,3 10 mL NH4CI 30,6 10 mL MgCl; 5
gL? gL? g.L?
20 mL NaHCO3 84,7 6 mL HCI 37% g/g 180 uL HCI 37%
gL* 9/g
Solucéo 8mL ureia25g.Lt 10 mL glicose 65g.L- 4 mL ureia 25 g.L* 10 mL ureia 25
Organica ! gLt
10 mL &cido
glucurdnico 2 g.L*!
3,4mL ureia25¢.L?
10 mL glicosamina
hidrocloride 33 g.L™*
Adicionar a 290 mg a-amilase 1gBSA 9 mL CaCl, + 10 mL CaCl, +
mistura 2H,022,2g.L? 2H,022,2¢g.L?
organica +
inorgénica 15 mg &cido Urico 2,5 g pepsina 1gBSA 1,8 g BSA
25 mg mucina 3 g mucina 9 g pancreatina 30 g bile
1,5 g lipase
pH 6,8+0,2 1,3+0,02 8,1+0,2 8,2+0,2

As solugdes organicas e inorganicas foram aumentadas para 500 mL com agua destilada. Apds misturar a solucéo organica e

inorganica, alguns constituintes foram adicionados e dissolvidos. Quando necesséario, o pH foi ajustado para o intervalo

apropriado.

Fonte: Adaptado de Versantvoort et al. (2005).

Bioacessibilidade =

Concentragao do composto determinado no sobrenadante (ng)

Concentragido composto adicionado antes da digestao (ng)

x100 Eq.3
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4.9 ANALISE ESTATISTICA

Foram avaliadas as médias dos experimentos realizados em triplicata e a significancia
de suas diferencas, empregando o teste de Tukey ao nivel de significancia de (p<0,05)
empregando o programa Statistica 7.0 no seu modo Anélise de Variancia (ANOVA) ao nivel
de 95% de confianga. A correlacdo entre os niveis de AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2 e amido
resistente foi avaliada por técnica multivariada analise de componentes principais (ACP)

empregando o programa Past 3.0, ao nivel de significancia p<0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 COMPOSICAO QUIMICA

A composigdo dos alimentos influencia diretamente a contaminagdo fungica e a
producdo de micotoxinas (MILANI, 2013). O arroz é constituido principalmente por amido,
contendo menores niveis de proteinas, lipideos e cinzas (Tabela 7). Com relacdo ao principal
componente da composi¢do quimica, o amido, pode ser classificado em amido disponivel e
amido resistente, ambas as fragdes sdo determinadas pela relacdo amilose e amilopectina,
caracteristicas varietais, tipo de beneficiamento e preparo para consumo (WALTER; SILVA,;
EMANUELLLI, 2005).

Tabela 7 — Composicao quimica do arroz integral, parboilizado e branco polido em

base seca.
Umidade Proteinas Lipideos Cinzas Amido Amilose  Amilopectina Amilose/
Tipo arroz
(%) (%) (%) (%) Total (%) (%) (%) Amilopectina
Integral  11,3°(1,8) 10,0°(7,0) 3,8(5,0) 1,22(8,3) 70,9%(4,4) 17,1°(2,4) 53,82 (2,6) 0,31
Parboilizado 11,8(2,8) 9,5%(7,7) 0,6°(7,7) 0,55°(6,8) 71,0°(3,3) 22,02 (11,9) 49,0° (4,7 0,44
Br. Polido 11,7%(1,0) 8,02(4,4) 0,3°(4,3) 0,3°(7,0) 71,8%(1,3) 19,2 (2,2) 52,6 (6,8) 0,36

Resultados expressos com média e coeficiente de variagdo. Letras mindsculas diferentes na coluna indicam
diferenca significativa p<0,05 entre as amostras.

A composicdo quimica das amostras de arroz integral, parboilizado e branco polido
coletados neste trabalho foi semelhante aos valores encontrados por outros autores e segundo a
Tabela Brasileira de Composicdo de Alimentos (TACO, 2011). As pequenas diferencas se
devem a efeitos varietais, ambientais, de manejo, beneficiamento e armazenamento.,. O grédo
de arroz possui maiores concentracdes de proteinas, lipideos, fibras, minerais e vitaminas nas
camadas externas, enquanto que o centro apresenta maior concentracdo de amido. O polimento,
que origina o arroz branco polido, reduz o teor de nutrientes, exceto de amido (WALTER,;
MARCHEZAN; AVILA, 2008), conforme se observa nas diferencas na composicao entre o
arroz integral e o branco polido...

O teor de umidade dos grdos de arroz é de determina a conserva¢do e manutencao da
qualidade pois interfere com as alteracGes enddgenas e exogenas dele. Este teor de umidade
pode ser afetado pelo principalmente pelo processo de secagem, acondicionamento e
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armazenamento dos grdos. Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento
(MAPA) o limite maximo de umidade recomendavel para grdos de arroz beneficiado é de
14%. Salientando-se que as amostras estudadas atendem este pardmetro, pois o maior
percentual de umidade foi de 11,8% para o arroz parboilizado, que pelo beneficiamento passa
por imersdo em agua aquecida (BRASIL, 2009).

O arroz integral ndo apresentou contetdo proteico significativamente maior que nos
demais, o que poderia ter ocorrido pelo fato de as proteinas estarem concentradas nas camadas
externas do grao e este constituinte diminui proporcionalmente como o grau de polimento. O
contetido de lipideos do arroz branco polido é menor que 1% (0,3%), entretanto o arroz integral
contem 3,8% pois nele esta presente parte do farelo, a camada periférica e gérmen do grao que
é reduzido apds o polimento.

Quanto ao conteido mineral foi observado um teor aumentado dele no arroz
parboilizado (0,5%) quando comparado ao arroz branco polido (0,3%), pois ocorre a migracéo
de minerais das camadas externas para o0 endosperma durante o processo de parboilizacdo. O
arroz integral destacou-se pelo conteudo de minerais, pois ao ndo ser submetido a processo de
polimento retém parte das camadas externas do grao nas quais os minerais (STORCK; SILVA;
FAGUNDES, 2005).

O amido é o principal constituinte dos cereais e a fonte mais importante de carboidrato
na alimentacdo da populacdo de algumas regides do planeta, também estdo presentes aclcares
livres e fibra. Os teores de amido determinados foram 70,9%; 71 % e 71,8% para 0 arroz
integral, parboilizado e branco polido, respectivamente. A concentracdo de amido no arroz pode
variar devido a fatores genéticos e ambientais, como observado por Frei, Sidduhuraju e Becker
(2003), que obteve teores de amido entre 72 e 82% em diferentes cultivares de arroz integral.

Os teores médios de amilose foram de 17,1%; 22% e 19,2% para o0 arroz integral,
parboilizado e branco polido, respectivamente. Kennedy e Burlingame (2003) determinaram o
teor de amilose em 2000 variedades de arroz e relataram uma variacéo de 0,5 a 33%. O arroz
pode ser classificado de acordo com o contetdo de amilose, em ceroso (1-4%), baixo contetdo
de amilose (12-19%), com contetdo intermediario (20-24%) ou com alto contetdo (25-32%)
(JULIANO, 2003). Essa caracteristica € muito importante para fins tecnolégicos, pois ocorre
uma existe relacéo direta entre o conteddo de amilose e a formacdo de amido resistente, que
influencia a digestibilidade do alimento e as proprias caracteristicas dos produtos aonde séo
utilizados.

A amilopectina tem papel principal na cristalinidade dos granulos de amido. Altas

temperaturas de gelatinizacdo tém sido relatadas como resultantes do alto grau de amilopectina,
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que fornece estabilidade estrutural aos granulos e maior resisténcia a gelatinizagdo. A presenga
de amilose reduz o ponto de fusdo das regides cristalinas e a energia para iniciar a gelatinizagéo,
pois as cadeias de amilopectina requerem uma maior temperatura para dissociar
completamente, do que aquela requerida para cadeia de duplas hélices de amilose (SINGH et
al., 2003).

5.2 TRATAMENTO HIDROTERMICO

Para que as amostras de arroz fossem consideradas cozidas foi necessario a completa
gelatinizacdo dos granulos de amido presentes no grdo. Preliminarmente foi empregado um
teste qualitativo que consistia em pressionar o grao cozido entre duas placas de vidro. Quando
0s gréos estivessem totalmente transparentes, foram entdo considerados cozidos (Figura 3).
Foram testadas neste procedimento as condic¢Oes descritas na Tabela 3. Assim foi definido o
volume de agua e tempo de tratamento hidrotérmico (chapa térmica e micro-ondas) para cada

tipo de arroz.

Figura 3— Arroz branco polido tratado hidrotermicamente em chapa térmica

A ' B C

Arroz branco polido tratado hidrotermicamente em chapa térmica. Tempos de

tratamento: A - 5 minutos, B - 10 minutos e C - 15 minutos.

O teste visual das placas € subjetivo, fato que € relacionado as preferéncias de consumo
de arroz em cada regido. Por exemplo, os japoneses preferem o arroz mais imido e glutinoso,
enquanto no Brasil as pessoas preferem os gréos cozidos e soltos. Fatos que dificultam um
procedimento padrdo de cozimento do arroz de forma a garantir a confiabilidade nas
determinacOes feitas no material e as inferéncias nutricionais e/ou tecnologicas relativas ao
tratamento hidrotérmico. Neste sentido, o teste é adequado para avaliar a textura de cozimento
conforme a preferéncia nacional. Cabe salientar que a expansdo do volume, a absorcéo de agua

e a resisténcia a desintegracdo do arroz beneficiado durante o cozimento, estdo diretamente
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relacionadas com a proporcdo de amilose/amilopectina no gréo submetido ao tratamento
hidrotérmico (SINGH et al., 2003).

No estudo foi verificado que o volume de agua utilizado no tratamento hidrotérmico em
micro-ondas foi maior quando comparado ao em chapa térmica. Isto se deve a maior evaporacao
de 4gua durante o cozimento, pois ocorre o atrito molecular gerado pela rotacdo dipolar das
moléculas polares na presenca de um campo elétrico modificado. Também foram observadas
diferencas nos volumes de agua necessarios para cozimento dos diferentes tipos de arroz. O
integral e o parboilizado precisaram de maior quantidade de 4gua nos dois tratamentos, isso se
deve a presenca do farelo (pericarpo, aleurona e tegumento) que diminuem a difusdo da agua
para o centro do grdo no caso do primeiro e no caso do arroz parboilizado o processamento
propicia uma estrutura mais rigida quando comparado com o arroz branco polido, pois durante
0 tratamento de encharcamento ocorre um rearranjo nas cadeias de amilose e amilopectina
(MOHAPATRA; BAL, 2006).

O tempo de tratamento em micro-ondas para que ponto de cozimento fosse alcangado
foi menor, pois a distribuicdo da energia é mais eficiente que no aquecimento convencional,
atingindo maior profundidade na camada de amostra no recipiente aonde estd sendo tratada,
assegurando homogeneidade de encharcamento e cozimento. O arroz integral nos dois
tratamentos necessitou maior tempo para atingir o ponto “cozido”, uma vez que as camadas
externas do pericarpo estdo associadas ao endosperma, dificultando a transferéncia de energia
e massa.

Para que o ponto para considerar o produto cozido nao fosse afetado pela subjetividade
da determinacdo qualitativa, as amostras cozidas foram caracterizadas em texturometro (Tabela
8).

A dureza expressa a forca maxima requerida para comprimir a amostra numa dada
percentagem pré-estabelecida, enquanto que a adesividade indica a forca necessaria para
remover o alimento que adere na lingua, dentes e mucosas. Os maiores valores de dureza foram
observados no arroz parboilizado, resultado da gelatinizagdo do amido no processo de
parboilizacdo (encharcamento) (PARKER; RING, 2001). Segundo Swasdisevi et al. (2010), o
aumento da dureza é provocado pelo maior grau de gelatinizagdo durante o encharcamento no
processo de parboilizacdo. Villanova e colaboradores (2014) obtiveram 54,61 e 56,78 N de
dureza para o arroz integral e parboilizado, respectivamente, quando trataram termicamente em
chapa térmica. Cabe salientar que ndo foram encontrados na literatura parametros para definir
a textura para o tratamento hidrotérmico em micro-ondas, embora este seja uma medida

inovadora para definir o ponto de cozimento de arroz, nao foi possivel realizar comparacao dos
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resultados obtidos no presente trabalho com outros autores que estudaram tratamento

hidrotérmico.

Tabela 8 — Perfil de textura do arroz integral, parboilizado e branco polido tratados

hidrotermicamente.

Adesividade Gomosidade Magastibilidade Elasticidade
Dureza (N)
(N.sh (N) (N.mm?) (mm)

Integral 95,10°(4,4)  -0,732(18,0) 18,20°(13,2) 9,96°(12,8) 0,07%(11,9)

g ‘é Parboilizado  136,142(10,9) -1,12%(7,2) 36,42(2,0)  26,21%(18,0) 0,10%(14,0)
2 ° Branco Polido  131,75%(12,2) -3,19"(54)  31,62%(1,3) 8,40 (4,1) 0,10%(14,7)

cd _ c bc bc b

x 8 Integral 54,94 (1,9) 4,17°(3,6)  8,19"°(13,8) 1,29 (3,5) 0,05 (12,0)
5;% € Parboilizado 66,61°(5,4) -2,93%*(17,4) 10,65(2,9) 5,20°¢(1,4) 0,06%(13,9)
© B BrancoPolido 32,679(17,3) -4,83°(13,3)  3,61°(4,4) 0,18°(0,1) 0,03°(15,1)

Resultados expressos com média e coeficiente de variagdo. Letras minasculas diferentes na coluna indicam
diferenca significativa p<0,05 entre as amostras.

5.3 DETERMINACAO DAS FRACOES DE AMIDO DISPONIVEL E RESISTENTE

A determinagdo de amido disponivel e resistente foi realizada para as amostras de arroz
integral, parboilizado e branco polido submetidas aos tratamentos hidrotérmico (micro-ondas e

chapa térmica) logo apds o cozimento e apos resfriamento por 48 horas (Tabela 9).

Tabela 9 — Fracdes de amido disponivel e resistente do arroz integral, parboilizado e

branco polido tratados hidrotermicamente.

0 horas (ap6s cocgéo)

48 horas (resfrigerada)

Amido resistente

Amido disponivel

Amido resistente

Amido disponivel

(mg.g™) (mg.g™t) (mg.g™t) (mg.g™t)

2 Integral 61,6°4,97) 569,4%(1,99) 72,9%(2,53) 662,9%(2,51)
©

§ Parboilizado 71,8%(5,80) 519,0°(1,60) 84,7(5,80) 550,1%°(2,11)
S Branco Polido 84,9(6,05) 539,2%(3,05) 119,5%3,12) 550,1%(2,97)
g Integral 81,7°(6,76) 598,4%(3,08) 65,1%(5,37) 583,8%(2,19)
© Parboilizado 83,1(5,21) 599,2%(2,82) 76,4%9,37) 648,0%(1,90)
(45

g Branco Polido 138,1%(3,59) 580,2%(3,57) 111,8%(1,52) 600,9°0(1,31)

Resultados expressos com média e coeficiente de variagdo. Letras mindsculas diferentes na coluna indicam
diferenga significativa p<0,05 entre as amostras.
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Para verificar o efeito dos tratamentos os dados da determinacdo de amido resistente e
ndo resistente foram empregados numa analise de variancia trifatorial, sendo o fator 1 os
tratamentos (micro-ondas e chapa térmica), o fator 2 o tempo de armazenamento (logo ap6s o
tratamento e refrigerado por 48 horas) e o fator 3 o tipo de arroz (integral, parboilizado e branco
polido),. Ao analisar os resultados de amido disponivel, o valor de p para os efeitos do fator
tratamento € menor que 0,05, ou seja, sdo significativos, assim o tratamento hidrotérmico sofre
influéncia do tipo de equipamento utilizado, micro-ondas ou chapa térmica. Também a
interacdo entre tratamento e tipo de arroz também foi significativa (p<0,05).

Os fatores tratamento e tipo de amostra tem efeitos significativos (p<0,05) e as
interagBes tratamento e amostra, tratamento e tempo de armazenamento e tratamento, tempo e
amostra também sdo significativas, ou seja, influenciam na variavel resposta amido resistente.

O arroz branco polido apresenta maior teor de amido resistente (138,1 mg.g™*) quando
submetido ao tratamento hidrotérmico em chapa térmica e este é determinado logo apds o
cozimento. Isto é atribuido ao fato que neste caso ocorre a transferéncia de calor por conducéo,
enquanto que no micro-ondas o fendmeno de transferéncia de calor se da pela irradiacgéo,
gerando o atrito molecular pela rotacéo dipolar das moléculas polares na presenca de um campo
elétrico modificado promovido por ondas eletromagnéticas (INCROPERA; DEWITT, 2014).
Portanto o cozimento em micro-ondas permite uma distribuicdo uniforme do calor,
consequentemente a cocgao também, tornando o amido mais disponivel que resistente.

Com o tratamento hidrotérmico em micro-ondas em seguida ao cozimento e apds 48
horas de resfriamento, o arroz branco polido apresentou maior teor de amido resistente,
demostrado por um acréscimo de 3,4 %, atribuido ao processo de retrogradacao. Quando o arroz
gelatinizado foi armazenado e resfriado, as moléculas do amido perderam energia e as
interacdes de hidrogénio se tornam mais fortes, assim, as cadeias comecam a se reassociar em
um estado mais ordenado, com formacao de simples e duplas hélices, formando areas cristalinas
e resistentes a digestdo enzimatica, caracteristico do amido resistente tipo 3. Este € o fendbmeno
de retrogradacdo que depende de varios fatores como temperatura de armazenamento e tempo,
pH, fonte de amido, presenca de componentes ndo amilaceos e condicdes de processamento.
As principais consequéncias da retrogradacdo sdo na textura, aceitabilidade e digestibilidade
dos alimentos que contém amido.

Rosin, Lajolo e Menezes (2002) determinaram amido resistente em amostras de arroz,
submetendo-os ao cozimento e refrigeracdo a -20 °C por 30 dias, verificando que as condig¢oes
de armazenamento elevaram o teor de amido resistente, de 2,6 para 5,5% no arroz integral e de

2,4 para 3,4% no arroz branco.
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O contetido de amido resistente nos dois tratamentos para o arroz parboilizado ndo
diferiu significativamente do arroz integral (p<0,05). Cabe salientar que no arroz integral o
amido € tipo b — cristal, amido resistente tipo 2, que é altamente resistente a amilase, o arroz
parboilizado se caracteriza pelo amido resistente tipo 3, encontrado em alimentos processados,
onde ocorre a modificacdo da estrutura do amido, tornando a digestédo mais lenta (CASIRAGHI
et al.,, 1993). Chung, Liu e Hoover (2009) também relataram niveis mais altos de amido
resistente em amidos de alto teor de amilose, como ervilhas e lentilhas em comparacdo com o
amido de milho. Um estudo realizado por Helbig e colaboradores (2008) com arroz de alto
(31,6%), médio (21,84%) e baixo (6,31%) teor de amilose, mostrou que os maiores teores de
amido resistente foram obtidos para amostras com médio teor de amilose.

Amostras de arroz com alto (31,6%), médio (21,8%) e baixo (6,3%) teor de amilose
foram parboilizadas e armazenadas por 30, 60 e 120 dias. A determinacdo de amido resistente
foi realizada no arroz branco polido e no parboilizado, em gréos crus e cozidos, € no arroz
parboilizado cru armazenado. Os resultados indicaram que o processo de parboilizacdo resulta
em aumento do teor de amido resistente em arroz de baixo teor de amilose, e provoca diferencas
na composicdo centesimal em relacdo ao arroz branco polido. O aumento do tempo de
armazenamento de arroz parboilizado provoca diminuigdes no teor de amido resistente. A
cocgdo aumenta o teor de amido resistente no arroz branco polido, mas nédo interfere no arroz
parboilizado. A secagem de arroz cozido ndo altera esses teores se 0s graos forem beneficiados
pelo processo convencional de arroz branco polido, ou se forem parboilizados obtidos de graos
de alto e de médio teor de amilose (HELBIG et al., 2008).

O arroz parboilizado quando tratado hidrotermicamente em chapa térmica e refrigerado
por 48 horas tem seu contedo de amido resistente reduzido, 0 mesmo ndo ocorre quando
tratado em micro-ondas, assim o processo de parboilizacdo e tipo de tratamento hidrotérmico

influenciam no conteddo de amido resistente.

5.4 PADRONIZACAO DO METODO DE EXTRACAO DE AFLATOXINAS

A escolha do método de extragdo utilizado para a validagdo do método em amostras de
arroz in natura e tratados hidrotermicamente, foi realizada a partir dos resultados de
recuperacdo (%) e coeficiente de variacdo (CV) (%) (Tabela 10) obtidos com os métodos

testados em arroz branco polido cru (item 4.7.1).
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Tabela 10 — Recuperacdo das aflatoxinas em arroz branco polido in natura em
diferentes métodos.

AFB; AFB:; AFG; AFG;
Método Recuperacdo CV Recuperagdo CV Recuperacdo CV Recuperacdo CV
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Soares 17,9 16,1 59,6 11,4 116,6 35,3 99,9 13,8
QUEChERS 14,3 23,4 20,9 13,5 16,6 17,9 23,8 40,3
MSPD (Teste 1) 35,4 8,9 30,3 10,4 43,3 23,4 28,0 19,9
MSPD (Teste 2) 102,9 14,6 1111 12,5 2314 15,6 253,1 12,8
MSPD (Teste 3) 98,3 25,4 68,9 8,7 182,6 9,4 185,3 18,3
MSPD (Teste 4) 117,0 23,5 105,1 14,7 98,4 16,4 225,6 11,2
MSPD (Teste 5) 70,3 11,3 70,4 13,4 73,2 7,4 119,7 12,7
MSPD (Teste 6) ND ND ND ND ND ND ND ND
MSPD (Teste 7) ND ND ND ND ND ND ND ND

Resultados expressos com média e coeficiente de variagdo. Fortificacdo 5LOQ. ND: ndo detectado.

O meétodo de Soares; Rodrigues-Amaya (1989) modificado apresentou valores de
recuperacdo (%) entre 17,9 e 116,6% para o nivel de 5 x LOQ com coeficiente de variagdo para
a recuperacdo de AFG; acima de 20%, ou seja, acima do recomendavel para conferir
confiabilidade a determinacdo (BRASIL, 2003; EC, 2006). Este fato pode ser atribuido a
modificacdo do método, o qual foi minimizado reduzindo em 10 vezes o uso de solventes, com
a intencdo de diminuir custos e impacto ambiental. No entanto esta modificacdo ndo foi
satisfatoria, pois ndo permite a tomada inicial de grande quantidade de amostra, 0 que nao
permite a posterior pré concentracdo do extrato.

O método de QUEChERS modificado por Koesukwiwat, Sanguankaew e
Leepipatpiboon (2014) mostrou percentuais de recuperacdo muito baixos, variando de 14,3 %
a23,8%. Além disso, paraa AFB1 e AFG: os coeficientes de variacdo ultrapassaram 20%. Esses
valores indicam grande variacao e a dificuldade da interacdo do solvente utilizado com o analito
na matriz.

A técnica de MSPD teste 5 segundo Rubert, Soler e Maries (2011) para as aflatoxinas
mostrou valores de recuperagdo (%) entre 70,3 e 119,7%, estando todos os coeficientes de
variacdo de acordo com o recomendado, abaixo de 20%. De acordo com a Unido Europeia,
métodos para a determinacdo e quantificacdo de aflatoxinas com niveis de fortificagdo menores
que 1 pg.kg? devem ter recuperagdo ente 50 e 120% com coeficientes de variagdo abaixo de
20% (EC 2006).



61

Esse resultado foi obtido utilizando 0,25 g de C18 e 0,25 g de Na>SOs, enquanto o
método original utiliza 1 g de C18 e 20 mL de solvente. Experimentalmente foi verificado que
reduzindo o volume de solvente e adequando a combinacdo de C18 e Na>SO4 se obtinha
percentuais de recuperacdo dentro dos niveis recomendaveis para a confiabilidade do método,
reduzia os interferentes analiticos, bem como residuos para descarte e o custo da determinacao.

O sal sulfato de sodio (Na2SO4) foi adicionado nos testes com a finalidade de remover
a agua residual durante a limpeza do extrato junto com o adsorvente. A amina primaria
secundaria (PSA) atua como trocador anidnico e pode interagir com outros compostos da
matriz, removendo Vvarios coextrativos interferentes. Em cereais é utilizado com o intuito de
remover de forma mais eficiente os compostos polares. O C18 é muito utilizado para promover
uma limpeza mais efetiva de algumas matrizes, em especial aquelas que contem interferentes
apolares, tais como lipideos.

A combinacdo de sal e suporte solido escolhida foi a que resultou em melhores
indicativos de mérito para os trés tipos de arroz (integral, parboilizado e branco polido) na forma
in natura e tratados hidrotermicamente (micro-ondas e chapa térmica), sendo que nesta Ultima
forma, a massa de amostra cozida também era de 1 g, seguindo o protocolo de método descrito
no item 4.7.1 (c) teste 5, mantendo mesmo volume de solventes, suporte solido e sais,
estabelecido como método de extracao das aflatoxinas.

55 VALIDACAO DO METODO ANALITICO PARA DETERMINACAO DE
AFLATOXINAS

O procedimento de validacdo de método analitico para determinacéo de aflatoxinas em
arroz foi realizado para assegurar a confiabilidade dos resultados. A Tabela 11 apresenta os
indicativos avaliados.

Os coeficientes de determinacdo e correlacdo foram maiores que 0,99 para ambas as
curvas mostrando a linearidade do intervalo de concentracdo e o sinal analitico, fatos que
cumprem as recomendacdes de confiabilidade recomendadas pelo INMETRO (2003) e
ANVISA (2003), de 0,90 e 0,99 respectivamente. Os limites de quantificagcdo do instrumento
foram de 0,06; 0,01; 0,02 e 0,05 ng.mL™ para AFB1, AFB, AFG:1 e AFG,, respectivamente.
Outros autores encontraram 0 mesmo valor para a AFGy, enquanto que para a AFB: e a AFB,
2 e 0,03 ng.mL?, respectivamente (TELLES; KUPSKI; BADIALE-FURLONG, 2017), ou

seja, superiores aos limites de quantificacdo encontrados neste estudo. Portanto, os limites de
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quantificacdo do instrumento sdo satisfatérios para a determinagdo das quatro micotoxinas
simultaneamente.

Tabela 11 - Parametros analiticos avaliados em CLAE-FL.

Parametros analiticos AFB1 AFB: AFG1 AFG:
Curva analitica y =49838x - 658,76 y =211335x + 1453,1 y =119472x + 1040 y =43199x + 459,77
Curva matriz - - y =83988x + 237 y =31060x + 356,3
Linearidade (ng.mL?) 0,06 - 6 0,01-2 0,02-4 0,05-5
Coeficiente de correlagéo (R) 0,9999 0,9999 0,9999 0,9999
Coeficiente de Determinacéo (R?) 0,9999 0,9999 0,9999 0,9999
LODi (ng.mL™) 0,02 0,005 0,01 0,02
LOQi (ng.mL™) 0,06 0,01 0,02 0,05
LODm (ng.gh) 0,04 0,01 0,02 0,03
LOQm (ng.g}) 0,12 0,02 0,04 0,1

Resultados expressos com média e coeficiente de variacdo. LODi: limite de detec¢do do instrumento;
LOQi: limite de quantificac@o do instrumento. LODm: limite de deteccdo do método; LOQm: limite de
quantificacdo do método.

Os limites de deteccéo e quantificacido do método foram de 0,01 a 0,04 ng.gt e 0,02 a
0,12 ng.g™l. Esses valores sdo menores quando comparados com o estudo de Rubert, Soler e
Maries (2011) que encontraram limite de deteccdo do método de 0,1 a 1 ng.g™ e limite de
quantificacdo de 0,25 a 1,5 ng.g™* utilizando como técnica de extragdo o MSPD em farinhas de
cereais e quantificacdo em cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de
massas. Portanto, o método proposto apresentou valores de LOD e LOQ adequados para
determinar compostos tragcos como as micotoxinas.

A determinacdo do efeito de matriz é importante para verificar se interferentes
aumentam ou reduzem o sinal e a magnitude do efeito (INMETRO, 2003).Quando os valores
para o efeito matriz estiverem entre -20 e +20 %, considera-se baixo; se estiverem entre -50 e -
20 % ou entre +20 e +50 % e considerado medio; e se os valores encontrados forem abaixo de
-50 % ou acima de +50% o efeito matriz é considerado alto (ECONOMOU et al., 2009). O
efeito de matriz para o arroz branco polido in natura foi de 19,4; 18,3; 16,6 e 13,5 % para AFB;,
AFB:>, AFG: e AFGy, respectivamente, valores aceitaveis para determinacfes de contaminantes
em nivel de tracos. No arroz parboilizado in natura foi observado efeito de matriz médio para
a AFG1 (29,7%) e AFG2 (30,1%) e baixos para AFB1 e AFB>, 16,4 e 18,6% respectivamente.
No arroz integral in natura também foi observado efeito de matriz médio para AFG; (29,7%) e
AFG: (28,1%), e baixo para AFB: (12,4%) e AFB> (15,8%). Para os arrozes tratados
hidrotermicamente néo foi observado efeito de matriz. Quando o efeito de matriz foi superior a

20 %, foi utilizada a curva analitica da matriz para quantificar o composto na amostra.



63

Os percentuais de recuperacao das aflatoxinas (Tabela 12) foram determinados para 0s
trés tipos de arroz (integral, parboilizado e branco polido) na forma in natura e tratados
hidrotermicamente. Os intervalos aceitaveis de recuperacao para metodos de quantificacdo de
aflatoxinas com niveis de fortificagdo menor que 1 pg.kg™? devem ter recuperacgio ente 50 e
120% com coeficientes de variagdo abaixo de 20% (EC 2006). As recuperac¢des obtidas no
método padronizado e coeficiente de variagdo atenderam as recomendaces.

Como os resultados de recuperacdo ficaram dentre os limites aceitaveis, 0 método pode
ser utilizado com confiabilidade para determinar o comportamento das aflatoxinas apds
tratamento hidrotérmico, sendo a maneira mais adequada de inferir sobre o risco de exposi¢do

a esses contaminantes.

Tabela 12 - Percentual de recuperacdo e o coeficiente de variacdo na determinacdo das
aflatoxinas em arroz integral, parboilizado e branco polido na forma in natura e tratados

hidrotermicamente em chapa térmica e os coeficientes de variagao.

Arroz Integral

in natura Tratados hidrotermicamente

AFB: AFB; AFG1 AFG; AFB1 AFB; AFG: AFG;
LOQ 603(74) 703(82) 732(93) 1097(153) 658(9,4) 784 (17,8) 68,3 (10,3) 74,5 (4,6)
5xLOQ 65,6 (12,3) 99,8 (11,7) 103,3(6,9) 101,9(16,7) 759(82) 72,6(156) 79,9 (11,1) 112,0 (13,4)
10xLOQ 66,4 (15,7) 86,0 (3,6) 60,8(7,8) 82,2(11,6) 119,9(7,4) 89,8(9,1) 78,9(8,9) 110,3(5,6)

Arroz Parboilizado

LOQ 691(67) 988(123) 740(56) 943(7,1) 7829 (16,7) 91,7(9,6) 659 (10,8) 76,3 (9,8)
5xLOQ 97,6 (85) 82,4(7,9) 107,9(49) 1163 (143) 60,7(96) 70,8(83) 61,7(69) 67,1(13,2)
10xLOQ 83,2(14,2) 74,8(9,3) 71,9(10,9) 100,3(15,2) 1059(8,8) 80,3 (11,3) 71,9 (17,4) 102,3 (4,9)

Arroz Branco Polido

LOQ  62,6(8,7) 844(16,2) 100,1(83) 62,8(9,1) 89,2 (13,2) 67,3(175) 91,4(88) 653 (172
5xLOQ 114,5(11,8) 117,2(89) 116,6(7,1) 106,6(6,8) 62,1(189) 635(9,6) 614(72) 62,5 (11,6)
10xLOQ 62,8 (6,1) 62,3(51) 60,2(17,3) 72,5(12,8) 758(6,7) 117,6(8,7) 76,1(52) 85,8 (133)

5.6 EFEITO DE TRATAMENTO HIDROTERMICO NA BIOACESSIBILIDADE

Tendo em vista a preocupacdo com a presenca de aflatoxinas e outras micotoxinas nos
alimentos, estudos tem buscado estratégias para prevengdo pre-colheita com o controle da
contaminacg&o fangica e pos-colheita com operac6es de armazenamento adequado, porém nem

sempre € o suficiente, o que exige a adi¢do de tecnica ou processo de descontaminacdo, ou até



64

mesmo a reducdo durante ou apos estas etapas. Processos fisicos tem sido utilizados com a
finalidade de reduzir a contaminacéo por aflatoxinas, como por exemplo processos térmicos de
preparo (coccdo, extrusdo e forneamento). Tendo em vista que as aflatoxinas sdo muito estaveis
ao calor, o que dificulta a reducdo dos seus niveis por operacfes térmicas convencionais, 0
contedo de umidade, temperatura de aquecimento, matriz alimentar e métodos de
processamento sdo parametros importantes na redugéo dos niveis ou da toxicidade delas durante
0 processamento térmico de alimentos (PANKAJ; SHI; KEENER, 2018).

O efeito dos tratamentos hidrotérmicos (chapa térmica e micro-ondas) nos niveis de
reducdo de aflatoxinas (10 x LOQ) dos diferentes tipos de arroz (integral, parboilizado e branco
polido) estdo apresentados na Tabela 13. Esses resultados estdo em base Umida, visto que cada
tipo de arroz necessita uma quantidade diferente de agua para cozimento, isto dificulta a
comparacgdo entre os tratamentos, embora, tenha sido constatado que cada um deles absorve

agua durante o cozimento, aproximadamente trés vezes a sua massa in natura.

Tabela 13 — Niveis de reducéo percentual (%) de aflatoxinas em arrozes tratados

hidrotermicamente (micro-ondas e chapa térmica).

Reducéo (%)

B1 B2 G1 G2 Média AF’s
. Arroz Integral 88,9% (4,5) 80,4°(5,6) 67,49(14,3) 88,3 (6,7) 81,3
g -‘.E Arroz Parboilizado 85,8%(7,8)  90,4%(13,4) 90,52 (5,2) 79,9 (12,4) 86,7
2 © Arroz Branco Polido 85,8%(9,3)  86,6®(57) 86,9 (4,9) 82,7 (9,4) 85,5
© S Arroz Integral 87,52 (11,2)  94,5%(8,3) 77,0°(9,8) 76,1¢(7,3) 83,8
5__%? Arroz Parboilizado 92,6° (6,4) 95,07 (3,1) 81,7 (6,3) 93,02 (4,9) 90,6
OB Arroz Branco Polido 90,72 (8,1) 92,3%(6,4) 86,6 (11,7) 78,8 (9,1) 87,1

Resultados expressos com média e coeficiente de variacdo. Letras minasculas diferentes na coluna indicam
diferenga significativa p<0,05 entre as amostras.

A reducdo média da soma das aflatoxinas para o tratamento hidrotérmico em micro-
ondas foi de 81,3; 86,7 e 855% para o arroz integral, parboilizado e branco polido,
respectivamente. No tratamento hidrotérmico realizado em chapa térmica a redugdo média para
a soma das aflatoxinas foi de 83,8; 90,6 e 87,1% para o arroz integral, parboilizado e branco
polido, respectivamente.

Varios estudos investigaram a eficacia do tratamento térmico por micro-ondas para
reducdo de aflatoxinas. Estudos da década de 80 mostraram que a reducéo de aflatoxinas por
este método é funcédo da energia aplicada, tempo de tratamento e temperatura de aquecimento.

A taxa de aquecimento pode ter efeito ou ndo sobre a degradacgéo das aflatoxinas, visto que
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pode ser obtida uma degradacdo similar da aflatoxina com um nivel de poténcia maior por um
tempo de tratamento mais curto ou a um nivel de poténcia mais baixo por um tempo de
tratamento mais longo (LUTER, WYSLOUZIL, KASHYAP, 1982)

Shi (2016) comparou o aguecimento convencional usando forno de conveccao forcada
e banho de &gua com o tratamento usando micro-ondas, aproximadamente na mesma
temperatura de aquecimento, e obteve melhor resultado de degradacéo de padréo de aflatoxinas
com o micro-ondas, sendo 5 a 8% mais efetivo do que o aquecimento convencional em
condic¢des Umida e seca. Hussein e Luttfullah (2009), aplicaram um tratamento em micro-ondas
por 9 minutos a 450 W e obtiveram 72, 5% de redugéo da AFB1 no arroz polido tipo Basmati.
No entanto, nenhum destes autores considerou que ap0s o tratamento térmico a extracdo
analitica pode ter sido prejudicada pela gelatinizacdo do amido ou pelo rearranjo estrutural de
outros polimeros presentes no gréo, resultando numa aparente decomposicdo das micotoxinas.

Apesar de resultados satisfatorios de reducéo, € importante o conhecimento do valor real
acessivel para absor¢do. Portanto, neste estudo para avaliar o risco de ingestdo das aflatoxinas,
as amostras de arroz tratadas hidrotermicamente foram submetidas a um modelo de digestao in
vitro para estimar a bioacessibilidade conferida por este processo ao contaminante para ser
absorvido e distribuido no metabolismo. Os valores obtidos para bioacessibilidade das
aflatoxinas nas amostras de arroz tratadas hidrotermicamente estéo apresentados na Tabela 14.

Tabela 14 — Bioacessibilidade (%) de aflatoxinas em arrozes tratados hidrotermicamente

(micro-ondas e chapa térmica).

Bioacessibilidade (%0)

Média

(AF’s)

Arroz Integral ~ 34,29(45) 76,18(8,3) 124,3%(5,1) 123,5"(4,8) 89,5

Arroz Parboilizado  74,7°(7,8) 43,5°(15,6) 104,1°(2,5) 56,4¢(14,3) 69,7
Arroz Polido 66,8°(12,4) 63,9°(7,2) 72,0°(9,2)  76,2°(3,3) 69,7

Arroz Integral 16,4°(11,7) 15,0°(9,4) 32,87(12,7) 71,4°(7,1) 33,9

Arroz Parboilizado  67,9°(6,1) 28,29(11,9) 96,39(6,8) 54,6 (11,2) 61,7
Arroz Polido 89,7%(32) 26,1%(4,2) 118,4°(5,6) 106,0°(4,1) 58,5

Resultados expressos com média e coeficiente de variacdo. Letras mindsculas diferentes na coluna indicam
diferenca significativa p<0,05 entre as amostras.

AFB1 AFB:2 AFG1 AFG2

Micro-
ondas

Chapa
Térmica

A bioacessibilidade das aflatoxinas nossas amostras de arroz integral, parboilizado e
branco polido variaram bastante tanto entre os tratamentos, quanto entre os tipos de arroz,

alguns valores estdo acima de 100%, isto se deve a contaminagdo natural ja existente. O
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tratamento hidrotérmico em chapa térmica para os trés tipos de arroz é o que torna as aflatoxinas
menos disponiveis. N&o ha relatos de avaliagdo da bioacessibilidade das aflatoxinas em arroz
por meio de modelos in vitro, no entanto altos valores de AFB; disponiveis ap0s a digestao ja
foram reportados para amendoim, pistache, aveld, figos secos, paprica, trigo e milho com 85,9
e 98,5% de bioacessibilidade (KABAK; OZBEY, 2012).

Relacionando os valores de bioacessibilidade com os de reducéo, é visto que os dois
tratamentos hidrotérmicos aparentemente reduzem o nivel de aflatoxinas, porém os resultados
de bioacessibilidade mostraram que estas se tornam disponiveis apos a acdo das enzimas
hidroliticas que atuam no processo de digestdo de mamiferos monogastricos. Diante disso, fica
evidente a necessidade de avaliar processos de degradacdo e/ou reducdo por métodos que
considerem a real exposicdo dos consumidores ap0s preparo e digestdo de cereais quando estes
estdo contaminados com aflatoxinas ou outros contaminantes.

O arroz integral tratado hidrotermicamente em chapa térmica tem a menor
bioacessibilidade média, e menor teor de amido resistente, que pode ser atribuido a sua
composicao quanto ao contetdo lipidico e carboidratos como celulose e lignina presentes no
grdo. As aflatoxinas podem estar ligadas a estas outras macromoléculas que no processo de
digestdo simulado ndo foram liberadas para absorcdo, porém esta hipdtese precisa ser
confirmada com estudos mais aprofundados neste sentido.

Considerando que o consumo per capita de arroz é de 40,0 Kg e a legislacdo estabelece
como limite maximo tolerado para as quatro aflatoxinas (AFB1, AFB., AFG1 e AFG,) 5 pg/kg,
considerando esses valores, uma pessoa poderia entdo ingerir 200 pg de aflatoxinas ao ano,
porém se a bioacessibilidade média do arroz integral tratado hidrotermicamente em chapa é de
34% para as quatro aflatoxinas, a exposic¢éo real a este contaminante seria de 68 g ao ano, o
que acarretaria menor exposicdo cronica a estes contaminantes.

Estes resultados levam a considerar com mais cuidado a maneira de avaliar a
recuperacdo de métodos analiticos validados para amostras in natura se aplicados em amostras
tratadas por processos térmicos, como a coccao. Especialmente considerando que segundo a
convencdo analitica para avaliar recuperagdo as amostras sdo fortificadas apds o tratamento, e,
no entanto, a reducdo deve ser avaliada realizando a fortificagdo antes de aplicar o tratamento.
Fica demonstrado entdo que durante o tratamento hidrotérmico as aflatoxinas podem ter se
ligado a macromoléculas como amido resistente e disponivel, e que 0 método de extracéo,
embora com boa performance analitica, ndo possibilitou a extragdo delas nesta forma,
possivelmente por estarem retido na rede do amido gelatinizado e de outras macromoléculas.

Como recomendacdo para um proximo estudo, fica a necessidade de propor um método
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analitico que utilize processos enzimaticos proximos ao da digestdo para determinar as
concentragOes reais de exposicdo as aflatoxinas especialmente em produtos prontos para
consumo.

Para melhor verificar melhor a relacdo entre a bioacessibilidade, reducédo das aflatoxinas
e teores de amido resistente, disponivel e amilose foi realizada uma anélise de componentes
principais (Figura 4) relacionando com os tipos de arroz estudados (integral, parboilizado e
branco polido).

Figura 4 — Analise de componentes principais.
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Existe diferenca entre os tratamentos hidrotérmicos (micro-ondas ou chapa térmica) que
pode estar associado a componente 2, sendo o tratamento hidrotérmico em chapa esta mais
relacionada com a reducdo, principalmente das AFB1 e AFB>. O tratamento hidrotérmico em
micro-ondas esta mais relacionado com a bioacessibilidade, ou seja, fica elevada quando aplica
este tratamento. O amido resistente relacionado com a bioacessibilidade de AFB: e reducéo de
AFB>. O amido disponivel esta relacionado com a reducdo de AFB; e bioacessibilidade de
AFG1, AFG; e AFB.. A amilose esta fortemente correlacionada com a bioacessibilidade de
AFB; e reducdo de AFG:. Como recomendacdo de forma de preparo para o arroz integral,
parboilizado e branco polido, é visto que o tratamento em chapa térmica apresenta menores
valores de bioacessibilidade.
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6 CONCLUSAO

Foi padronizado o método de extracdo de aflatoxinas em arroz utilizando a técnica de
MSPD dentro da performance analitica confidvel, com menores quantidades de reagentes e
solventes, gerando menos residuos.

O arroz branco polido tem maior teor de amido resistente quando comparado ao arroz
integral e parboilizado, quando submetido aos dois tratamentos hidrotérmicos. Os trés tipos de
arroz (integral, parboilizado e branco polido) quando submetidos a resfriamento por 48 horas
apos cocgdo em micro-ondas apresentaram o teor de amido resistente aumentado. O contrério
acontece quando o tratamento ocorre em chapa térmica.

Os dois tratamentos hidrotéermicos (micro-ondas e chapa térmica) promovem reducao
aparente das micotoxinas estudadas (acima de 80%), no entanto, apés a digestao elas se tornam
disponiveis para absor¢do. O arroz integral cozido em chapa térmica apresentou menor
bioacessibilidade para as quatro aflatoxinas, 34%; sendo as AFB> e AFBi, as menos
bioacessiveis. No entanto, quando o arroz integral € tratado hidrotermicamente em micro-
ondas, sua bioacessibilidade para as AF’s é de 89,5 % em media.

A hipotese quanto mais amido resistente, menor a bioacessibilidade ndo pode ser
confirmada neste estudo, pois o arroz integral apresentou menores teores de amido resistente e
no entanto, mostrou a menor bioacessibilidade das aflatoxinas, este comportamento pode estar
relacionado com a formacdo de complexos com outros tipos de carboidratos e macromoléculas

presentes nele.
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