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RESUMO

Arroz negro € uma variedade de arroz pigmentado, que apresenta uma diversidade de
compostos nutricionais e bioativos, incluindo aminoacidos essenciais, lipidios funcionais,
fibras alimentares, vitaminas, minerais, antocianinas, compostos fendlicos, y-0rizanois,
tocoferois, tocotrienois, fitoesterdis e acido fitico. O capitulo | destaca a producéo e consumo
de arroz, bem como aspectos historicos, estratégias agronémicas alternativas, composicdo
quimica, propriedades nutricionais e funcionais, aplicacdes e tecnologias de processamento do
arroz negro. O objetivo do capitulo Il foi avaliar as propriedades fisico-quimicas, térmicas,
cristalogréficas e morfologicas do amido de arroz negro biodindmico, bem como as fracGes
residuais oriundas da extracdo aquosa. Os resultados para os teores de proteinas, lipidios,
cinzas e fibra alimentar foram menores para o0 amido quando comparado as fragGes residuais.
Todas as amostras apresentaram padrfes claros de difracdo do tipo A, com picos principais
em 15°, 17°, 18° e 23°, o indice de cristalinidade para todas as amostras foram similares
(222%). As microimagens mostraram granulos de amido poliedrico com formas irregulares,
bordas agudas e sem poros na superficie. No capitulo 111, os efeitos das diferentes doses de
radiacdo gama de (0, 1, 2 e 3 kGy) nas propriedades termoanaliticas, estruturais e
viscoamilogréficas da farinha de arroz negro foram avaliados, utilizando termogravimetria e
termogravimetria derivada (TG/DTG), calorimetria exploratéria diferencial (DSC), difracédo
de raios X (DRX), analise por microscopia eletronica de varredura com emissdo de campo
(MEV-FEG), distribuicdio do tamanho de particula e propriedades de pasta
(viscoamilogréficas). As amostras irradiadas mostraram uma diminuicdo em todos o0s
parametros térmicos, entalpia de gelatinizacao, grau de cristalinidade relativa e propriedades
de pasta. Apds a radiagdo gama ocorreram algumas alteragdes, como rachaduras, poros e uma
diminuicdo do tamanho meédio dos granulos. O capitulo IV investigou os efeitos da radiacédo
gama na cinética de degradacdo térmica do contetdo total de antocianinas (CTA), estabilidade
de compostos fendlicos totais (CFT) e atividade antioxidante em diferentes temperaturas (4,
25, 35 e 45 °C), durante o0 armazenamento (120 dias) da farinha de arroz negro. No tempo 0, a
dose de 3 kGy apresentou maior teor de compostos bioativos, exceto para CFT. Durante o
armazenamento de 120 dias, em diferentes temperaturas, ocorreram perdas gradativas em
todos os parametros analisados. Em relacdo ao CTA e CFT, a amostra de 1 kGy apresentou
melhor estabilidade. Os dados cinéticos indicaram uma reacdo de primeira ordem para a
degradacdo térmica das antocianinas. No capitulo V, avaliaram-se os efeitos da radiacdo gama
nas fracdes fendlicas livres, ligadas e totais, atividade antioxidante, propriedades fisico-
qguimicas e microbioldgicas durante o armazenamento de 120 dias. Uma abordagem
quimiométrica permitiu observar os efeitos da irradiacdo e o tempo de armazenamento das
amostras. Quanto aos compostos bioativos, com excecédo das fracdes fendlicas ligadas, a dose
de 3 kGy apresentou os maiores valores, no tempo 0. Durante os 120 dias, ocorreram perdas
gradativas destes compostos para todas as amostras. Quanto ao atributo de cor, a irradiacéo
modificou ligeiramente todos os parametros. Em termos de analise microbiologica, ndo houve
crescimento de microrganismos durante o armazenamento. O valor nutricional do arroz negro
apresenta potencial para ser usado na producdo de alimentos e bebidas, como produtos
funcionais, isentos de gluten. Assim sendo, a combinacdo da radiacdo gama com diferentes
temperaturas pode aumentar a vida util da farinha de arroz negro.

Palavras-chave: Amidos; Compostos bioativos;, Estabilidade; Farinhas; Processos
ambientalmente amigaveis.



ABSTRACT

Black rice is a variety of pigmented rice. It contains numerous nutritional and bioactive
components, including essential amino acids, functional lipids, dietary fibre, vitamins,
minerals, anthocyanins, phenolic compounds, vy-oryzanols, tocopherols, tocotrienols,
phytosterols and phytic acid. Chapter | focus on the production and consumption of rice, as
well as historical aspects, alternative agronomic strategies and chemical composition,
nutritional and functional properties, applications and technologies/treatments of black rice.
The aim of chapter Il was performed to evaluate the physicochemical, thermal,
crystallographic and morphological properties of biodynamic black rice starch, and of the
residual fractions from aqueous extraction. The contents of ash, dietary fibre, proteins and
lipids in the starch were lower than those from the residual fractions. All the samples had
clear A-type diffraction patterns, with main reflections at 20 ~ 15°, 17°, 18° and 23°; they also
presented a similar crystallinity index (~22%). Micro-images showed polyhedral starch
granules having irregular shapes, with sharp angles and edges, and without pores on the
smooth surface. In chapter Ill, the effects of different doses of gamma radiation (0, 1, 2 e 3
kGy) on the thermoanalytical, structural and pasting properties of black rice flour were
observed using thermogravimetry and derivative thermogravimetry (TG-DTG), differential
scanning calorimetry (DSC), X-ray diffraction (XRD), field emission gun-scanning electron
microscopy (FEG-SEM), particle size distribution and pasting properties (RVA) analysis. The
irradiated samples showed a decrease in all the thermal parameters, gelatinisation enthalpy,
degree of relative crystallinity and pasting properties. After gamma radiation some changes
occurred, such as cracks, pores and a decrease of mean size of the granules. Chapter IV
investigated the effects of gamma radiation to evaluate the stability and thermal degradation
kinetics of total anthocyanins content (TAC), as well as the stability of total phenolic
compounds (TPC) and antioxidant activity at different temperatures (4, 25, 35 and 45 °C)
during the storage (120 days) of black rice flour. At time 0, the dose of 3 kGy provided all of
the most available bioactive compounds, except for TPC. During the storage at different
temperatures up to 120 days, gradual losses occurred in all the analysed parameters.
Regarding the TAC and TPC, the sample irradiated with a 1 kGy dose remained most stable.
The analysis of Kkinetic data indicated a first-order reaction for the degradation of
anthocyanins. In chapter V, the effects of gamma radiation on the antioxidant activity of the
free and bound total phenolics, physicochemical and microbiological properties of black rice
flour samples during storage were evaluated. A chemometric approach made it possible to
observe the effects of irradiation and storage time on the samples. Regarding bioactive
compounds, with the exception of the bound phenolic fractions the 3 kGy dose showed the
highest values at time 0. At 120 days there was a decrease in these levels for all the samples.
Regarding the attribute of colour, the irradiation slightly modified all the parameters; in terms
of microbiological analysis there was no growth of microorganisms at the end of storage. The
nutritional value of black rice means that it has the potential to be used in the production of
healthy foods and beverages, such as functional products and gluten-free cereals. Therefore,
the combination of irradiation with different temperatures may improve the shelf-life of black
rice flour.

Keywords: Bioactive compounds; Environmentally friendly processes; Flours; Stability;
Starches.
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INTRODUCAO

O arroz apresenta uma ampla diversidade genética, com diversas variedades
cultivadas. Todas essas variedades fazem parte da familia das gramineas conhecida como
Gramineae ou Poaceae. Existem duas espécies comumente conhecidas: Oryza sativa L. e
Oryza glaberrima Steud. A espécie Oryza sativa originou-se na Asia e foi exportada para
outros paises, ja a espécie O. glaberrima é nativa da Africa e cultivada apenas naquele
continente. Das variedades pigmentadas, diversos estudos envolvem o arroz negro, devido as
suas propriedades nutricionais, funcionais e sensoriais. Este cereal pode ser aplicado como
ingrediente em produtos alimenticios. Fontes convencionais de farinhas e amidos, como trigo,
milho e arroz sdo modificadas para atender as necessidades especificas das industrias,
adaptando suas propriedades fisico-quimicas e funcionais, que ndo estdo disponiveis em sua
forma nativa. A extracdo aquosa do amido, por exemplo, é um processo que ndo utiliza
produtos quimicos, mantendo a esséncia organica da matéria-prima sem gerar residuos
contaminantes.

Os alimentos irradiados tém sido utilizados como um método fisico para modificar
farinhas e amidos. A irradiacdo de alimentos utiliza uma tecnologia nuclear para conservagéo.
O processo consiste em submeter o alimento a doses minuciosamente controladas de
radiacdes ionizantes. Para o processamento de alimentos a fonte mais comum sdo 0s raios
gama, provenientes do radioisotopo Cobalto 60, que apresenta alta penetrabilidade,
fornecendo um tratamento uniforme.

Dessa forma, este trabalho apresenta cinco frentes de estudo, descritas em forma de
capitulos. O capitulo | faz uma abordagem atualizada da producdo e o consumo de arroz,
assim como os aspectos historicos, estratégias agronémicas alternativas, composi¢do quimica,
propriedades nutricionais e funcionais, aplicagdes e tecnologias de processamento do arroz
negro. O capiltulo Il avalia as propriedades fisico-quimicas, térmicas, cristalograficas e
morfolégicas do amido e das fragGes residuais provenientes da extracdo aquosa do arroz negro
biodindmico. Os capitulos 111, 1V e V avaliam os efeitos da radiagdo gama da farinha de arroz
negro nas propriedades termoanaliticas, estruturais e viscoamilogréficas (capitulo 3). Na
cinética de degradacdo térmica de antocianinas e estabilidade de compostos fenolicos totais e
atividade antioxidante, em diferentes temperaturas durante o armazenamento (capitulo 4) e
nas fragbes fendlicas livres, ligadas e totais, atividade antioxidante, propriedades fisico-
quimicas e microbiologicas durante o armazenamento, usando analise multivariada (capitulo
5).
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Caracterizar as fracOes de extracdo do amido e avaliar os efeitos da radiacdo ionizante
nas propriedades fisico-quimicas, térmicas, estruturais e atividade antioxidante da farinha de

arroz negro.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Revisar os aspectos historicos, composicdo quimica, propriedades nutricionais e

funcionais, aplicacdes e tecnologias de processamento do arroz negro;

- Avaliar as propriedades fisico-quimicas, térmicas, cristalograficas e morfoldgicas do
amido e das fracOes residuais provenientes da extracdo agquosa do arroz negro

biodinamico;

- Avaliar os efeitos da radiacdo gama com doses de 0, 1, 2 e 3 kGy na farinha de arroz

negro:

a) Sobre as propriedades termoanaliticas, estruturais e viscoamilogréficas;

b) Sobre a cinética de degradacdo térmica de antocianinas e estabilidade de
compostos fendlicos totais e atividade antioxidante, em diferentes temperaturas
durante o armazenamento;

c) Sobre as fracbes fenolicas livres, ligadas e totais, atividade antioxidante,
propriedades fisico-quimicas e microbioldgicas durante o armazenamento, usando

analise multivariada.
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CAPITULO |

ARROZ NEGRO: UMA REVISAO SOBRE ASPECTOS HISTORICOS,
COMPOSICAO QUIMICA, PROPRIEDADES NUTRICIONAIS E FUNCIONAIS,
APLICACOES E TECNOLOGIAS DE PROCESSAMENTO

O conteudo deste capitulo foi publicado na revista Food Chemistry
(10.1016/j.foodchem.2019.125304).
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ARROZ NEGRO: UMA REVISAO SOBRE ASPECTOS HISTORICOS,
COMPOSICAO QUIMICA, PROPRIEDADES NUTRICIONAIS E FUNCIONAIS,
APLICACOES E TECNOLOGIAS DE PROCESSAMENTO

RESUMO

Arroz negro é uma variedade de arroz pigmentado, apresenta uma diversidade de compostos
nutricionais e bioativos, incluindo aminoécidos essenciais, lipidios funcionais, fibras
alimentares, vitaminas, minerais, antocianinas, compostos fenolicos, y-orizandis, tocoferois,
tocotriendis, fitoesterdis e &cido fitico. Muitos estudos sobre o arroz negro ja foram
publicados, com foco nos efeitos benéficos a salde, quando consumidos regularmente. Esta
revisdo destaca a producdo e consumo de arroz, bem como aspectos historicos, estratégias
agrondmicas alternativas, composicdo quimica, propriedades nutricionais e funcionais do
arroz negro. Além disso, este trabalho discute sobre aplicacfes e desenvolvimento de novos
produtos alimenticios e bebidas, tecnologias de processamento a fim de melhorar os atributos
de qualidade. O valor nutricional do arroz negro apresenta potencial para ser usado na
producdo de alimentos e bebidas, como produtos funcionais, isentos de gluten,
proporcionando assim beneficios adicionais aos consumidores.

Palavras-chave: Alimentos funcionais; Compostos bioativos; Cultivo; Tecnologias de
processamento de alimentos.

ABSTRACT

Black rice is a variety of pigmented rice. It contains numerous nutritional and bioactive
components, including essential amino acids, functional lipids, dietary fibre, vitamins,
minerals, anthocyanins, phenolic compounds, vy-oryzanols, tocopherols, tocotrienols,
phytosterols and phytic acid. There have been several studies of black rice due to its alleged
beneficial health effects when consumed regularly. This review focuses on the production and
consumption of rice, as well as historical aspects, alternative agronomic strategies and
chemical composition, nutritional and functional properties of black rice. In addition, a
discussion of the development of new foods and beverages with applications and
technologies/treatments designed to improve their quality attributes. The nutritional value of
black rice means that it has the potential to be used in the production of healthy foods and
beverages, such as functional products and gluten-free cereals, thereby providing extra health
benefits to consumers.

Keywords: Bioactive compounds; Cultivation; Food technologies and treatments; Functional
food.
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1.1 INTRODUCAO

O arroz € uma das principais culturas de cereais, sendo considerado um alimento
basico para mais da metade da populagdo mundial. Este cereal apresenta uma ampla
diversidade genética, com milhares de variedades cultivadas em todo o mundo. Das
variedades pigmentadas, muitas pesquisas envolvem o arroz negro, devido as suas
caracteristicas sensoriais, seu alto valor nutritivo e, principalmente, por suas propriedades
benéficas a satide. Muitos estudos tém sido conduzidos em diferentes variedades deste arroz,
como a caracterizacao fisico-quimica, extracdo, quantificacdo e identificacao de fitoquimicos
com potencial antioxidante (ZHANG; ZHANG,; LIU, 2010; PANG et al., 2018; SHAO et al.,
2018). Alguns trabalhos sobre tecnologias de processamento, também foram adotados para
melhorar a qualidade deste cereal pigmentado (LAOKULDILOK; KANHA, 2015; LI et al.,
2017; MENG et al., 2018), bem como, aplicacdo em alimentos funcionais (SUI; ZHANG;
ZHOU, 2016; MAU et al., 2017).

No entanto, sdo poucos 0s estudos que apresentam uma visdo abrangente sobre
sistemas de producdo, composi¢cdo quimica, propriedades nutricionais e funcionais do arroz
negro. Sendo assim, esta revisdo tem como objetivo realizar uma abordagem atualizada da
producdo e o consumo de arroz, além de fornecer informacdes sobre os aspectos histdricos,
estratégias agrondmicas alternativas, composicdo quimica, propriedades nutricionais e
funcionais do arroz negro. Este capitulo também discute o desenvolvimento de novos
alimentos e bebidas que envolvem aplicacBes, tecnologias de processamento a fim de

melhorar os atributos de qualidade do arroz negro.

1.2 ARROZ: PRODUCAO, CONSUMO, ESTRATEGIAS AGRONOMICAS
ALTERNATIVAS E VARIEDADES

Dados fornecidos pelo Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA)
demonstram que a producdo global de arroz em 2018-2019 est4 maior quando comparada ao
ano anterior. Estima-se uma producdo em 489,50 milhdes de t de arroz polido, com area total
colhida cerca de 162 milhGes de ha. Este cereal ocupa o terceiro lugar em termos de produgéo
e extensdo de area cultivada em comparacdo a outros cereais, superadas pelo milho e trigo,
respectivamente (USDA, 2018).

O arroz é cultivado em regides temperadas, tropicais e subtropicais, em mais de 100
paises e em todos os continentes, exceto Antartida (AMAGLIANI et al., 2016). A Asia
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representa 90% da producdo global, tendo a China como principal produtor. O Brasil é o
maior produtor e consumidor deste cereal fora da Asia. Em termos globais, ocupa 0 nono
lugar, com uma producgédo de 8,02 milhGes de t de arroz polido, representando 1,65% da
producdo global (USDA, 2018). Desde a safra 2003-2004, o Brasil alcancou a
autossuficiéncia em termos de producdo e abastecimento de grdos e passou a atuar no
mercado como importador e exportador de arroz (FAO, 2018).

Os sistemas de cultivo podem ser classificados de acordo com as caracteristicas do
solo e de irrigacdo, onde inclui sistema irrigado ou inundado, varzeas e de terras altas.
Aproximadamente 75% da producdo mundial de arroz sdo provenientes de sistema de cultivo
irrigado. A forma mais difundida deste cultivo no Brasil é por sistema irrigado por inunda¢édo
controlada, correspondendo a 69% da producdo nacional (NUNES et al., 2016; EMBRAPA,
2018).

O rendimento da producdo deste cereal estd associado a fatores como o uso de
sementes melhoradas, irrigacéo, fertilidade do solo, mecanizacao agricola, infestacdo de ervas
daninhas e o controle de pragas de insetos, juntamente com a expansdo de areas cultivadas.
Em préticas agricolas modernas, fertilizantes quimicos e herbicidas sdo usados no cultivo de
arroz para melhorar o rendimento e aumentar a produtividade (WU et al., 2018). A producdo
agricola convencional, com aplicacdo excessiva de fertilizantes quimicos e uso de herbicidas
quimicos em longo prazo, influencia negativamente o meio ambiente e a qualidade do
ecossistema. 1sso pode acarretar em problemas de segunda geracdo, como deplecdo de agua
subterranea e perda de nutrientes por emissao e lixiviacdo (CHAUHAN et al., 2012).

O ambiente Umido e inundado causa uma decomposicdo da matéria organica na
presenca de organismos biolégicos, como microrganismos, diatomaceas, zooplanctons e
invertebrados. Este Gltimo é responsavel pelo bio-revolvimento de sedimentos, o qual libera
nutriente e acelera os processos ciclicos que sustentam a fertilidade e a produtividade do solo
(RIZO-PATRON et al., 2013). O sistema de cultivo irrigado caracteriza-se por altos
rendimentos de producgdo e, consequentemente, por niveis elevados de emissdo de gases de
efeito estufa, como o gas metano (CH,) e 6xido nitroso (N,O), causados pelas condicoes
anaerobicas das areas inundadas (NUNES et al., 2016).

Devido aos impactos negativos desse importante sistema de produgdo, houve um
aumento no desenvolvimento de estratégias agrondmicas alternativas, como a agricultura
organica e a biodindmica, que comecaram a ter destaque no inicio de 1990. Esses métodos de
cultivo baseiam-se em protocolos que evitam ou excluem uso de insumos sintéticos, como

fertilizantes quimicos, pesticidas, aditivos alimentares, horménios e outros produtos quimicos,
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além de proporcionar uma variedade de beneficios em termos de sustentabilidade e melhor
qualidade do solo (PICONE et al., 2016).

A agricultura biodindmica é semelhante a agricultura organica em alguns aspectos,
baseia-se em principios filoséficos, antroposoéficos, holisticos e histéricos entre os individuos,
animais e metodos de producdo de plantas. O sistema biodindmico sustenta o uso de
preparacdes que contém ervas ou minerais especificos, que sao tratados ou fermentados com
chifres de animais, 4gua e solo (HEIMLER et al., 2009). Para obter a certificagdo de
“biodinamico”, as fazendas precisam ser previamente certificadas como organicas, além de
passar por um periodo de conversdo durante trés anos (DEMETER INTERNATIONAL,
2017).

Um dos principais desafios para a agricultura é a capacidade de produzir alimentos
suficientes para o crescimento das populagdes e, simultaneamente, minimizar 0os impactos
negativos ao meio ambiente. Diversos estudos investigaram esse dilema em relacdo a
producdo de arroz (NUNES et al., 2016; KRAITHONG; LEE; RAWDKUEN, 2018; NAYAK
etal., 2018; WU et al., 2018; YANG et al., 2018).

E amplamente reconhecido que o arroz é o principal alimento basico para mais da
metade da populacdo mundial, especialmente em paises em desenvolvimento, como o Brasil.
Este cereal desempenha um papel estratégico economicamente e socialmente, além de
contribuir para a nutricdo humana. No entanto, em paises onde o0 consumo per capita é
tradicionalmente alto, algumas pessoas estdo consumindo menos arroz branco devido a
diversificacdo das dietas (USDA, 2018). Isso se deve a mudangas nos habitos alimentares e ao
fato de que os consumidores estdo experimentando alimentos diversificados. Esta tendéncia
tem estimulado o desenvolvimento de gendtipos diferenciados, por programas de
melhoramento genético, destinados a producdo e comercializacdo, utilizando diferentes
métodos de processamento. Assim, 0 arroz pode ser caracterizado em diversas formas, como
o polido, integral, parboilizado e enriquecido. Estas variedades baseiam-se em atributos de
gualidade, morfologia e origem geografica, podendo ser classificadas como pigmentadas,
japonica, indica, aromaticas, cerosas (glutinosas), por exemplo.

Variedades de arroz pigmentado, como 0 arroz negro, roxo, vermelho, marrom
(castanho) e castanho avermelhado estdo cada vez mais populares, devido as propriedades
benéficas a salde e também pelas caracteristicas sensoriais. Essas cultivares sdo encontradas
em varios tipos de gréos, curtos e longos, cerosos e ndo-cerosos, descascados, de maturacao
tardia e precoce (JENG et al., 2012; DUY|; BARAN; CHANDRA, 2017).
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Segundo Jeng et al. (2012), a modificacdo de grdo de arroz branco para pigmentado
ocorre através de mutacdo espontanea e mutacdo induzida quimicamente. A pigmentacao dos
grdos é controlada por trés diferentes tipos de genes (Ra, Rc e Rd). O gene Ra controla o
pericarpo roxo, com a cor purpura dominante sobre a cor branca. O gene Rc, juntamente com
a auséncia do gene Rd, produz o pericarpo marrom. O gene Rd néo produz qualquer pigmento
por si s, mas o pericarpo vermelho é produzido quando os genes Rc e Rd sdo cruzados.

Quanto a taxonomia deste cereal, teve inicio com o cruzamento de diferentes
cultivares, com a selecdo artificial das principais progénies de acordo com seus fenétipos.
Com isso, as caracteristicas agronémicas e econémicas (tolerancia bidtica e abidtica,
adaptabilidade, qualidade alimentar, produtividade) das diversas variedades de arroz se
tornaram mais resistentes (WEI; HUANG, 2019). Por exemplo, varios genes ou alelos
envolvidos na tolerancia ao estresse por frio, inundacgéo, seca (MA et al., 2016; NIROULA et
al., 2012), resisténcia a brusone, ferrugem bacteriana e fulgoromorpha marrom (DU et al.,
2009; GU et al., 2005; QU et al., 2006; WANG et al., 2015) foram detectados e identificados
nas variedades de arroz selvagem. Wei e Huang (2019) relataram que os reprodutores
introduziram esses genes ou alelos superiores do arroz selvagem no arroz cultivado e
melhoraram as caracteristicas agronémicas e econémicas das diversas cultivares atuais. Das
variedades de arroz pigmentadas, o arroz negro tem recebido crescente atencdo dos

pesquisadores devido ao seu alto valor nutritivo e propriedades antioxidantes.

1.3ARROZ NEGRO: ASPECTOS HISTORICOS, COMPOSICAO QUIMICA,
PROPRIEDADES NUTRICIONAIS E  FUNCIONAIS, APLICACOES E
TECNOLOGIAS DE PROCESSAMENTO

1.3.1 Aspectos Histéricos e Estratégias Agrondémicas

Genotipos de arroz negro, vermelho, roxo e marrom, sdo cultivados durante muito
tempo na Asia. O arroz negro é originario da China cultivado ha mais de 4.000 anos
(KUSHWAHA, 2016). Este arroz tem uma historia excepcionalmente Gnica e uma de suas
variedades mais conhecidas, denomina-se "arroz imperial”, restrito apenas ao consumo do
imperador. Outra variedade, conhecida como "arroz proibido”, era reservado somente a
realeza chinesa. As familias reais, assim como o rei, costumavam consumir 0 arroz negro com
a finalidade de obter salde e enfatizar a riqueza. Essa variedade foi considerada um

medicamento eficaz para “curar” vérias doengas, além de ser um alimento saboroso e
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aromatico. Quando se tornou disponivel para a populacdo em geral, suas propriedades
benéficas foram identificadas e entdo, o arroz negro adquiriu sua importancia
nutricional/funcional (KUSHWAHA, 2016).

Além das variedades historicas, como 0 “arroz imperial” e “arroz proibido”, inclui
diversas cultivares, como o arroz negro chinés, tailandés, indonésio e japbnica. A partir da
década de 1980, a China intensificou os trabalhos para melhora-lo e existem mais de 50
variedades geneticamente melhoradas, cultivadas naquele pais (BASSINELLO et al., 2008).
Outras variedades de arroz negro estdo na Tabela 1.1, Tabela 1.2 e Tabela 1.3, nas secOes
1.3.2.2e1.33.

Devido a tendéncia mundial do consumo de alimentos saudaveis, tem aumentado a
demanda por arroz negro. Assim, alguns agricultores estdo utilizando estratégias agronémicas
alternativas, como agricultura orgénica e biodindmica. O sistema de cultivo deste cereal é
semelhante as praticas utilizadas para o arroz ndo pigmentado, podendo ser cultivado em
regides tropicais a temperadas. A producdo de arroz negro € inferior em comparacdo com 0
arroz branco e o seu preco de mercado é superior. O custo do produto final é de
aproximadamente cinco a dez vezes mais caro do que o arroz branco (KUSHWAHA, 2016).

De acordo com Budiman e Arisoesilaningsih (2015), a producdo de algumas
variedades de arroz negro indonésio em sistemas de agricultura organica ndo atende as
demandas dos clientes, devido a sua baixa produtividade, podendo ser influenciada por fatores
como solo, quantidade de agua, erva daninha e sistemas de cultivo. Em contraste, a China ja
desenvolveu muitas variedades de alto rendimento, com graos finos, médios e longos, usando
sistemas de agricultura organica (KUSHWAHA, 2016).

Tanto na Europa quanto nos Estados Unidos o arroz negro é considerado uma iguaria
(BASSINELLO et al., 2008). Essas variedades comecaram a ser estudadas no Brasil em 1994.
O Instituto Agronémico de Campinas desenvolveu o IAC 600, resultando em
aproximadamente 150 linhagens com diferentes tipos de grdos, paniculas e tamanhos. No ano
agricola de 1996-1997 o IAC-1762 apresentou boa estabilidade agrondémica, com potencial
produtivo adequado ao padrdo de tipos especiais, adaptando-se aos sistemas de plantio
irrigado e terras altas com irrigagdo adicional. A partir de 2001, a purificagdo dessas sementes
foi incentivada pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), que também
desenvolveu algumas linhagens de arroz negro para estimular a expansao de novos mercados
direcionados a um publico especifico. Em 2013, ap0s varios anos de desenvolvimento e
melhoramento genético, a Empresa de Pesquisa Agropecudria e Extensdo Rural de Santa

Catarina (EPAGRI) desenvolveu uma nova variedade através do cultivo comercial,
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denominado SCS 120 Onix. Vale destacar que em algumas regides do Brasil, agricultores
estdo cultivando e comercializando arroz negro usando sistemas organicos e biodinamicos,

que podem ser encontrados em varios pontos de venda.

1.3.2 Composicao Quimica e Propriedades Nutricionais e Funcionais

O grdo de arroz é constituido de casca e cariopse. A camada externa corresponde a
aproximadente 20% do peso total do grdo, contendo minerais (silica) e celulose. A casca é
separada do gréo por meio do processo de descasque, dando origem ao arroz integral. Apds a
sua remocdo, obtém-se a cariopse, que consiste em farelo, endosperma e gérmen (JULIANO,
2003) (Figura 1.1A). O processo de moagem remove a camada do farelo e do germe,
transformando o arroz integral em branco (BURLANDO; CORNARA, 2014). Com relagédo
ao arroz negro, o processo de descasque remove a casca e apenas uma pequena quantidade da
camada externa de farelo (KRAITHONG et al., 2018). Este farelo tem diferentes camadas e
representa 6 - 7% do peso total do grdo (CALLCOTT et al., 2018) (Figura 1.1B). O pericarpo
protege o tegumento, sendo responsavel pela coloracdo, resultando em grdos avermelhados,

arroxeados, cantanhos e negros.

Figura 1.1 - (A) representacdo do corte longitudinal e (B) partes estruturais do gréo de arroz

(A) (B)

Endosperma Nucelo  Pericarpo
Camadas \ / L
do farelo

Palea

Camadas do farelo:
Aleurona

Células do endosperma  {} ! FOAILIAN Tegumento

Pericarpo
Germe (embrido):

Plumula
Escultelo
Raquila

S

Aleurona Tegumento  Casca
Endosperma

Fonte: (A) Adaptada da Enciclopedia Britanica, 2018; (B) Adaptada de Callcott et al., 2018.

O endosperma do arroz negro consiste em aproximadamente 75% de carboidratos,
predominantemente amido (SOMPONG et al., 2011; ZIEGLER et al., 2017; ITO et al.,
2018a) e de uma camada exterior (sub-aleurona), que contém proteinas. Além do amido,

também contém outros polissacarideos em pequenas quantidades, como fibras alimentares
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(HIEMORI; KOH; MITCHELL, 2009; ZHANG et al., 2010; MAU et al., 2017) e agUcares
simples (glicose, frutose e sacarose) (BURLANDO; CORNARA, 2014), que estdo
localizados principalmente nas camadas externas. Proteinas e lipidios sdo encontrados no
gérmen, o que constitui cerca de 2 a 3% do peso total do grdo (JULIANO, 2003).

O arroz negro apresenta atributos nutricionais e funcionais superiores quando
comparado ao arroz branco. Isso se deve a presenca de inUmeros nutrientes e compostos
bioativos, incluindo aminoacidos essenciais, lipidios funcionais, fibras alimentares, vitaminas
(complexo B e E), alguns minerais (K, Fe, Zn e Cu), antocianinas, compostos fenolicos, v -
orizanol, tocoferdis, tocotrienois, fitoesterdis e acido fitico, encontrados nas camadas do
farelo e do embrido (SOMPONG et al., 2011; TANG; CAI; XU, 2016; MAU et al., 2017).
Vale ressaltar que variagdes na composicdo quimica dos grdos ocorrem devido aos diferentes

tipos de gendtipos, fatores ambientais, manejo, processamento e armazenamento.
1.3.2.1 Composicao quimica e propriedades nutricionais (macronutrientes)

O amido, principal carboidrato presente no arroz, consiste em dois tipos principais de a-
glucanos em nivel molecular: amilose linear (baixo peso molecular; 10° - 10°) e amilopectina
ramificada (alto peso molecular; 10" - 10%). Em nivel granular, as cadeias a-glucanas sio
naturalmente agregadas em forma de granulos semicristalinos (contendo regides cristalinas e
amorfas) (ZHU, 2015). A semicristalinidade do amido é o resultado das ligagdes de
hidrogénio entre as macromoléculas lineares e ramificadas, as quais ficam dispostas na
orientacdo radial, associando-se em paralelo. A amilopectina tem maior influéncia sobre a
cristalinidade, devido ao arranjo paralelo de suas cadeias formando uma dupla hélice,
enquanto as cadeias de amilose se entrelagam nesta estrutura e compde a fase amorfa do
amido (LIU et al., 2011).Amilose e amilopectina sdo responsaveis por aproximadamente 98 -
99% do peso seco dos granulos de amido (AMAGLIANI et al., 2016).

O teor aparente de amilose no arroz ceroso € inferior a 2%, enquanto o0 arroz comum
tem um teor aparente de amilose, que altera de muito baixo (5 - 12%), baixo (12 - 20%),
intermediario (20 - 25%) e alto (25 - 33%) (JULIANO, 2003). O teor de amilose em arroz
negro oscila entre as diversas variedades. Por exemplo, Ziegler et al. (2017) avaliaram o 1AC-
600 e encontraram 9,5% de amilose; Sompong et al. (2011) encontraram 8,9% (Niaw Dam
Pleuak Khao), 9,6% (Represa Niaw Dam Pleuak) e 25,4% (arroz negro Chinés). Ressalta-se
que o teor de amilose € um critério importante em relagdo a qualidade do arroz, mais

informacodes estdo na Secéo 3.3.
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Segundo Zhu et al. (2011), o amido pode ser classificado como amido rapidamente
digerivel, amido pouco digerivel ou amido resistente. Os polissacarideos que ndo sdo
digeridos por enzimas do trato gastrointestinal, como o amido resistente, celulose,
hemicelulose e pectinas, fazem parte da fracdo fibra alimentar. O arroz negro é considerado
uma boa fonte de fibras, com variacdes de 3,4 a 4,3% (SOMPONG et al., 2011; TI et al.,
2015; ITO et al., 2018b). A fibra insoltvel é a predominante, representando aproximadamente
75% do total. Esse tipo de fibra confere volume e corpo as fezes, o que estimula o transito
intestinal e previne a constipacdo (MARLETT; MCBURNEY; SLAVIN, 2002).

Embora o principal componente do arroz seja o amido, responsavel pelo fornecimento
de energia, este cereal também contém proteina, em quantidades que variam de 4,3 a 18,2
9.100 g™ (NUNES et al., 2016). O teor de proteina das variedades de arroz negro é de 8,2 a
11,3 9.100 g'1 (SOMPONG et al., 2011; MELINI et al., 2019).

As proteinas do arroz podem ser classificadas de acordo com a sua solubilidade, tendo
as glutelinas como predominantes, sdo soliveis em solucdes alcalinas e representam 70% das
proteinas totais. A qualidade nutricional de uma proteina esta relacionada ao contetdo de
aminoacidos essenciais, a capacidade de suprir as necessidades metabdlicas dos seres
humanos e a biodisponibilidade desses aminoacidos (NUNES et al., 2016). De acordo com
Carvalho et al. (2013) o valor bioldgico, a digestibilidade e o quociente de eficiéncia protéica
do arroz, € superior aos demais cereais. Além de ser diferente do trigo, centeio e cevada, este
ceral € o muito utilizado para desenvolvimento de produtos alimenticios destinados a
pacientes com doenca celiaca, pois € isento de gluten. Maiores informacGes sobre o
desenvolvimento de novos produtos e aplica¢fes do arroz negro estdo na se¢do 3.3 (Tabela 2).

O gréo de arroz tem um teor lipidico relativamente baixo. De acordo com Frank et al.
(2012), o arroz negro contém maior conteudo lipidico do que o ndo pigmentado, entre 3,2 a
3,7 9.100 g (MELINI et al., 2019). Quimicamente sdo classificados em dois grupos: lipidios
saponificaveis (triacilglicerois, diacilglicerdis, monoacilglicerois, acidos graxos livres e ceras)
e lipidios insaponificiveis (fitoesterdis, alcoois triterpénicos, y-orizanol e homdlogos de
vitamina E; tocoferdis e tocotrienois). Os principais sdo o palmitico, oléico e linoleico, que

correspondem cerca de 90% do total de acidos graxos (CHOI et al., 2019 ).

1.3.2.2 Composi¢do quimica e propriedades funcionais dos compostos bioativos

Em termos estruturais, 0s compostos fenolicos contém um anel aromatico com um ou

mais grupos hidroxila. Na natureza, estes compostos encontram-se na forma livre ou
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vinculados a acUcares e proteinas, formando dois grupos: o primeiro grupo é composto por
flavonoides e acidos fenolicos; o segundo grupo é formado por cumarinas (SOARES, 2002).
Os flavonoides tém uma estrutura bésica, formada por C6-C3-C6 e sdo 0s compostos mais
diversos encontrados nas plantas. Este grupo inclui antocianinas, flavonas, flavondis e
isoflavonas (DUYI; BARAN; CHANDRA, 2017).

O arroz negro apresenta diversidade em termos de cor, principalmente devido ao alto
teor de antocianina (pigmento natural soltvel em &gua). A principal antocianina é a cianidina-
3-glucosideo (C3G), representa 88% do total de antocianinas (HOU et al., 2013). Outras
antocianinas foram identificadas em menores niveis, como peonidina-3-glucosideo, cianidina-
3-rutinosideo e malvidina-3-glucosideo (CHEN et al., 2012). Essas antocianinas sdo
encontradas nas diferentes camadas do farelo (pericarpo, tegumento e aleurona) (CALLCOTT
et al.,, 2018). Durante o0 desenvolvimento da semente, pigmentos roxos de antocianina se
acumulam no pericarpo, resultando em uma cor incomum com grdos roxos escuros
caracteristicos do arroz negro, quando cozidos a cor muda para um tom roxo régio
(KUSHWAHA, 2016).

Além de conter antocianinas, este cereal pigmentado também € fonte de &cidos
fenolicos, categorizados como acidos fenolicos livres e ligadas. Os acidos fendlicos livres ou
sollveis sdo extraidos usando uma solucdo solvolitica, a solu¢gdo com 80% de metanol é o
solvente mais utilizado para extrair estes fenolicos do arroz (ALVES et al., 2016). Segundo
Shao et al. (2018), os é&cidos fendlicos livres (protocatecuico, cinamico e galico) sao
absorvidos no estdmago e no intestino delgado para distribui¢do ao corpo, concomitantemente
trazendo beneficios a saude, como a inibicdo da oxidacdo de lipoproteinas de baixa densidade
e lipossomas (MIN et al., 2012).

Os é&cidos fendlicos ligados (ferulico, cumarico e cafeico) sdo insollUveis, ligadas
covalentemente a componentes estruturais de celulas como celulose, hemicelulose, lignina,
pectina e proteinas estruturais (DUYI; BARAN; CHANDRA, 2017). Como os &cidos
fenolicos ligados estdo presentes na forma insoltvel, um alcali forte é adicionado ao residuo
obtido apoOs a extracdo dos compostos fendlicos livres. Esta hidrolise alcalina estimula o
aumento da viscosidade do residuo e a solubilizacdo dos compostos associados as paredes
celulares da cariopse do arroz (ALVES et al., 2016). Os é&cidos fenodlicos ligados sdo
acessiveis no intestino apés a digestdo através da acdo de enzimas, sendo que algumas delas
s&o liberadas no célon pela microflora (SAURA-CALIXTO; SERRANO; GONI, 2007).

Ryu e Koh (2017) estudaram &cidos fendlicos no arroz negro coreano, descobriram

gue o acido protocatecuico foi predominante (81 - 93% da quantidade total) na forma livre, e
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o0 acido ferulico foi predominante (cerca de 60%) na forma ligada. A Tabela 1.1 apresenta
algumas variedades de arroz negro, bem como a origem geogréafica, qual a parte do gréo foi

avaliada, composi¢do quimica (fenolicos) e atividade antioxidante in vitro.

Tabela 1.1 — Origem geogréafica, parte do grdo, composicdo quimica (fenolicos) e atividade
antioxidante in vitro do arroz negro.
(continua)

Parte do

Origem ~
grao

Composicdo quimica
mg.g™

Atividade antioxidante

uM TE.g'l Referéncia

China
n=12

Farelo

C3G = (média 17,12) (min. 7,37; max.
24,40); C3R = (média 0,78) (min. 0,23;
max. 0,96); P3G = (média 3,12) (min. 1,01;
max. 5,34); CTA livre = (média 27,15) (min.
12,27; max. 50,96); CTA ligado = (média
0,07) (min. 0,05; max. 0,08); FT livre =
(média 71,79) (min. 34,62; max. 120,61);
FT ligado = (média 2,45) (min. 1,27; max.
3,87); CFT livre = (média 39,07) (min.
20,86; méx. 70,43); CFT ligado = (média
2.75) (min. 2,21; max. 3,83)

ORAC livre =
990.93) (min.
méax. 1801,3)

(média
476,9;

Zhang et

ORAC ligado = (média al., 2010

65.45) (min. 47,91;
max. 79,48)

Italia

=2 Farinha

CTA = (média 1,00) (min. 0,70; méx.1,30)
CFT = (média 7,25) (min. 4,20; max. 10,30)
Proantocianidina = (média 0,08) (min. 0,08;
méx. 0,08)

ABTS = (média 30.91)

g ; . Finocchiaro
Aoy ™ etal, 2010

1Grdo inteiro
’Endosperma
3Farelo

Coreia
n=2

ICTA = (média 1,45) (min. 1,00; max.1,89)
2CTA = (média 0,11) (min. 0,05; max.0,17)
3CTA = (média 8,89) (min. 7,07; max.10,7)
Yy-orizanol = (média 0,68) (min. 0,60; max.
0,75); ?y-orizanol = (média 0,05) (min. 0,03;
méx.0,07); %y-orizanol = (média 3,70) (min.
3,45; méx. 3,94)

'PYA = (média 40,45) (min. 33,4; max.
475); PYA = (média 5,67) (min. 3,96;
max. 7,38); *PYA = (média 214,5) (min.
202,0; méax. 227,0)

YFT livre = (média 14,1) (min. 11,8; max.
16,4); %FT livre = (média 1,53) (min. 1,12;
méx. 1,94); *FT livre = (média 89,75) (min.
81,0; max. 98,5)

'FT ligado = (média 1,65) (min. 1,53; max.
1,76); °FT ligado = (média 0,70) (min. 0,61;
méx. 0,79); °FT ligado = (média 8,63) (min.
8,24; méax. 9,01)

CFT livre = (média 2,57) (min. 1,97; max.
3,17); 2CFT livre = (média 0,19) (min. 0,12;
méx. 0,25); 3CFT livre = (média 17,45)
(min. 15,1; méx. 19,8)

CFT ligado = (média 0,19) (min. 0,16; max.
0,22); °CFT ligado = (média 0,05) (min.
0,03; méax. 0,06); *CFT ligado = (média
1,64) (min. 1,25; max. 2,02)

Kong e

NA Lee, 2010
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Tabela 1.1 — Origem geogréafica, parte do grdo, composicdo quimica (fenolicos) e atividade
antioxidante in vitro do arroz negro.

(continuagéo)

Parte do

Composig¢éo quimica

Atividade antioxidante

Origem grio mg.g™ uM TE gt Referéncia
Coreia . C3G = (média 0,46) (min. 0,05; max.1,60)
n=10 P4 pag - (media 0,05) (min. 0,04; méx. 0,08) NA Lee, 2010
0 = (ki
Tailandia C3G = (média 0,99) (min. 0,19; méx. 1,41) 2DoP51H)- (f’r)m,n (1”23682?
n=2 P3G = (média 0,12) (min. 0,11; max. 0,13) mé{x 3’0 25) ' e Sompon
Farinha  CTA = (média 2,03) (min. 1,09; max.2,44) S o a|p20911
Cnh_lria FT= (média 4,16) (min. 2,45; max. 6,65) FRAP = (média 0,56);
- (min. 0,37; max. 0,76)
C3G = (média 1,10) (min. 0,31; méx. 2,50) s
Japéio P3G = (média 0,84) (min. 0,09; mAx. 1.43) ?ﬁf‘inAC = ég‘jg'_a 61%)( Chen etal.,
n=3 Gréo CTA = (média 2,98) (min. 0,80; méx.4,74) ¢, 45) e " 2012
MA= (média 0,48) (min. 0,22; max. 0,81) ’
CTF = 2259,0; FT =1718,0 DPPH = EC, 1951
-1
Coreia Farelo Acido fendlico (mg,100g™): ng,ml Junetal.,
n=1 GA =125, PA = 984; VA =109,92; SYA \ore _ o g4g55 2012
= 7,5; p-CA = 204,3; FA = 4384; SIA = 1 - '
84,2 ng.m
C3G = 2,90; P3G = 0,50; C3,5D = 0,02 .
F?_nfa Gréao CTA = 3,50; Total flavonas + flavonois = NA ePte ;?"Z(iasm
- 0,48; y-orizanol = 0,06 N
C3G =0,51% 0,11% nd®; 3,57% P3G = 0,14"; DPPH livre =
0,09% nd* 0,70% C3R = 0,06 nd? nd’ o1 eee (oot
0,28%; CTA = 0,87% 0,34% nd® 6,28%; CFT goqt T
livre = 0,25"; 0,53% 0,06%; 1,53"; CFT livre- S50, o 0o
conjugado = 0,421;21,802;30,073; 3,09 CFT _ 1ug
H — 1. . . 4 =
ligado = 0,637; 1,40%; 0,05%; 3,78 174%  479%  005%
4
Acido fenélico livre-conjugado (mg,100g™): Elpgz ligado =
'Grao inteiro  PA = 4,45% nd% na’; 34,21% VA = 4,48%; 2 48 93 922__ 0.07
China  2Embrido 6,60% na’ 31,67% SYA = nd; 5,54% na’; g 0 7' shaoetal,
n=1  °Endosperma nd*; p-CA = 0,63%; 556% na’; 4,01* FA = ~ 2014
*Farelo 2,07%; 53,24% na’; 5,52 trans-SIA = 0,58"; ORAC livre =
2. 3. 4. - 1. 2. 3. =
gd&,ﬁna P 7275 IFA =116% 12,925 nds oot 50 o072 g g8,
U 4 -
Acido fenélico ligado (mg,100g™): 69,59 OR'ﬁ‘C I|vrel-.
PA = 0,76% nd? na, 3.21% VA = ag7l; conlugado = 20.78 ;
11,03% na®; 34,98% SYA = 0,67%; 3,72% na® gggfa “;é%% ;114,66
4, - 1. 2. 3. 4, -
3,12% p-CA = 2,06%; 17,14% na® 13,11% FA 30,075 7184% 056%

= 18,57 47,66% na’; 106,07* trans-SIA =
0,39 0,81% na® 2,88% IFA = 1,04%; 3,63
na’; 3,50

159,97*
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Tabela 1.1 — Origem geogréafica, parte do grdo, composicdo quimica (fenolicos) e atividade
antioxidante in vitro do arroz negro.

(continuacao)

. Parte do Composicéo quimica Atividade antioxidante A
Origem = 1 a Referéncia
gréo mg.g pM TE.g
CTA = 416,92; C3G = 268,29; C3,5D = DPPH = ICs, 53,51
China Farinha 7,46; C3Ge = 7,55; C3S = 7,61; C3R = pgml* Hao et al.,
n=1 7,91; P3G = 23,81; CY =80,01; PE =7,31; 2015
ABTS = 1Cs, 13,09
pgmi™
C3G = (média 0,63) (min. 0,56; méx. 0,64) DPPH livre = (média
P3G = (média 0,14) (min. 0,11; max. 0,16)  7,91) (min. 6,73; max.
CY = (média 0,13) (min. 0,09; max. 0,18) 9,11)
CTA = (média 1,68) (min. 1,47; méx. 2,07) DPPH ligado = (média
CFT livre= (média 14,57) (min. 11,19; max. 1,76) (min. 1,25; méx.
China Farinha 16,74); CFT ligado= (média 2,54) (min. 2,25) Zhang etal.,
n=6 0,75; max. 4,11) 2015
Acido fendlico ligado (mg,100g™): ORAC livre = (média
FA = (média 1,17) (min. 0,26; max. 2,15) 49,73) (min. 37,77,
p-CA = (média 0,18) (min. 0,07; max. 0,29) max. 60,18)
IFA = (média 0,24) (min. 0,06; max. 0,45)  ORAC ligado = (média
VA = (média 0,12) (min. 0,05; méax. 0,16) 16,08) (min. 9,56; max.
22,45)
FT livre = (média 1,92) (min. 0,65; max.
3,08); FT ligado = (média 0,25) (min. 0,12;
méx. 0,56); CFT livre = (média 3,17) (min.
1,70; méx. 5,32); CFT ligado = (média 1,25)
(min. 0,67; méx. 1,78)
Acido fendlico livre (mg,100g™):
GA = (média 1,53) (min. 0,75; méax. 2,00)
PA = (média 3,37) (min. 1,09; méx. 8,08)
China CE = (média 0,35) (min. 0,09; max. 0,48)
n=1 VA = (média 0,92) (min. 0,53; max. 1,57) DPPH (mM TE kg™
CF = (média 1,14) (min. 1,04; max. 1,30) Livre = (média 9,82)
Italia SYA = (média 0,05) (min. 0,03; max. 0,06) (min. 7,20; max. 12,50)
n=1 p-CA = (média 1,61) (min. 0,38; max. 4,00) Ligado = (média 5,98)
m-CA = (média 0,05) (min. 0,03; m&x. 0,1)  (min. 2,80; méax. 11,10)
Japéo Farinha FA = (média 4,67) (min. 2,54; méx. 9,17) Sumczynski
n=1 RU = (média 0,14) (min. 0,10; méax. 0,17) ABTS (mM TE,kg™) etal., 2016
CIA = (média 0,02) (min. 0,02; méx. 0,02)  Livre = (média 17,96)
Laos QE = (média 0,37) (min. 0,18; méx. 0,64) (min.  10,70;  maéx.
n=1 Acido fendlico ligado (mg,100g™): 22,50)
GA = (média 0,31) (min. 0,13; max. 0,54) Ligado = (média 7,60)
Tailandia PA = (média 0,46) (min. 0,19; max. 0,71) (min. 5,90; max. 9,30)
n=1 CE = (média 1,37) (min. 0,76; max. 3,09)

VA = (média 2,83) (min. 1,20; max. 4,60)
CF = (média 0,32) (min. 0,13; méax. 0,64)
SYA = (média 0,17) (min. 0,12; max. 0,32)
p-CA = (média 0,02) (min. 0,01; méx. 0,07)
m-CA = (média 0,54) (min. 0,23; méax. 0,83)
FA = (média 15,09) (min. 11,58; méx.19,8)
RU = (média 0,12) (min. 0,09; max. 0,14)
CIA = (média 0,12) (min. 0,08; méx. 0,17)
QE = (média 2,75) (min. 1,26; max. 3,89)
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Tabela 1.1 — Origem geogréafica, parte do grdo, composicdo quimica (fenolicos) e atividade
antioxidante in vitro do arroz negro.

(continuacao)

Origem

Parte do
grao

Composicéo quimica
mg.g™

Atividade antioxidante
puM TE.g*

Referéncia

China
n=5

Farinha

C3G = (média 0,42) (min. 0,01; max. 1,11)
P3G = (média 0,11) (min. 0,01; max. 0,31)
FT = (média 3,37) (min. 1,99; max. 4,15)
CFT livre = (média 0,21) (min. 0,04; max.
0,37); CFT livre-conjugado = (média 0,28)
(min. 0,06; max. 0,41); CFT ligado = (média
0,50) (min. 0,39; max. 0,63)

Acido fenélico livre (mg,100g™):

PA = (média 4,60) (min. 3,47; max.7,15)
VA = (média 1,77) (min. 1,53; méax. 2,45)
p-CA = (média 0,21) (min. 0,11; max. 0,36)
FA = (média 0,33) (min. 0,21; max. 0,44)
SIA = (média 0,08) (min. 0,02; méx. 0,18)
IFA = (média 0,07) (min. 0,05; max. 0,10)
Acido fendlico livre-conjugado (mg,100g™):
PA = (média 6,74) (min. 0,80; méax. 17,54)
2,5-DHA = (média 1,34) (min. 0,49; max.
2,26)

p-HA = (média 1,73) (min. 0,62; max. 2,81)
VA = (média 8,42) (min. 2,05; max. 13,84)
SYA = (média 0,12) (min. 0,09; max. 0,13)
p-CA = (média 0,62) (min. 0,29; max. 0,81)
FA = (média 4,04) (min. 2,18; max. 6,13)
SIA = (média 2,31) (min. 0,36; max. 3,88)
IFA = (média 0,48) (min. 0,27; méax. 0,66)
Acido fenélico ligado (mg,100g™):

PA = (média 7,19) (min. 2,15; max. 15,96)
2,5-DHA = (média 0.95) (min. 0,41; max.
1,30); p-HA = (média 0,30) (min. 0,17; max.
0,39); VA = (média 6,62) (min. 3,69; max.
9,83); SYA = (média 0,59) (min. 0,30; max.
1,29); p-CA = (média 2,10) (min. 1,55; max.
2,52); FA = (média 20,89) (min. 16,59; max.
25,47); SIA = (média 1,86) (min. 0,77; max.
5,22); IFA = (média 1,29) (min. 0,72; méx.
2,17)

DPPH livre = (média
2,69) (min. 1,05; max.
3,42)

DPPH livre-conjugado
= (média 3,03) (min.
1,04; méx. 4,64)

DPPH ligado = (média
1,84) (min. 1,27; méx.
2,69)

ABTS livre = (média
6,55) (min. 2,42; max.
8,86)

ABTS livre-conjugado
= (média 7,02) (min.
2,14; max. 11,13)
ABTS ligado = (média
4,16) (min. 2,23; méx.
5,77)

Shao et al.,
2018

China
n=5

Farinha

CTA = (média 12,05) (min. 5,65; max.
35,31); CFT livre = (média 0,54) (min. 0,32;
méx. 1,01); CFT ligado = (média 0,71) (min.
0,55; max. 1,08)

Acido fenélico ligado (mg,100g™): GA
(média 2,00) (min. 1,34; max. 3,43) PA
(média 2,56) (min. 0,33; max. 10,89) 2,5-
DHA = (média 2,77) (min. 1,40; méax. 6,36);
p-HA = (média 0,26) (min. 0,17; max. 0,45);
VA = (média 7,36) (min. 4,43; max. 10,53);
SYA = (média 0,12) (min. 0,08; max. 0,17);
p-CA = (média 3,84) (min. 2,00; méx. 6,56);
FA = (média 29,53) (min. 22,99; max.
43,87); SIA = (média 0,79) (min. 0,55; max.
1,37); IFA = (média 0,72) (min. 0,53; max. 0,99)

DPPH livre = (média
2,17) (min. 1,04; max.
3,72)
DPPH ligado = (média
2,06) (min. 1,60; max.
3,40)

ABTS livre = (média
3,43) (min. 1,89; max.
6,19)
ABTS ligado = (média
4,38) (min. 3,22; méx.
7,20)

Pang et al.,
2018
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Tabela 1.1 — Origem geogréafica, parte do grdo, composicdo quimica (fenolicos) e atividade
antioxidante in vitro do arroz negro.

(concluséo)

Parte do

Composigéo quimica

Atividade antioxidante

Origem grio mg.g M TE.g" Referéncia
CTA = (média 35,63) (min. 28,04; max.
142,62); CFT livre = (média 2,04) (min. DPPH livre = (média
1,16; méx. 3,32); CFT ligado = (média 2,87) 16,26) (min. 7,28; max.
(min. 2,59; max. 3,47) 26,72)
Acido fenélico ligado (mg,100g™): DPPH ligado = (média
GA = (média 7,95) (min. 6,36; max. 10,58)  7,46) (min. 5,83; max.
PA = (média 4,60) (min. 1,57; max. 10,78)  10,03)
2,5-DHA = (média 9,78) (min. 5,54 max.
China Farelo 13,60); p-HA = (média 1,08) (min. 0,68; ABTS livre = (média Pangetal.,
n=5 max. 1,94); VA = (média 31,34) (min. 15,37) (min. 7,14; max. 2018
17,58; méx. 45,37); SYA = (média 0,48) 25,15)
(min. 0,32; max. 0,67); p-CA = (média ABTS ligado = (média
16,83) (min. 0,32; max. 28,52); FA = (média 18,29) (min. 12,72;
112,63) (min. 98,03; méax. 146,34); SIA = méx. 21,76)

(média 6,25) (min. 3,43; méx. 9,50); IFA =
(média 2,27) (min. 1,37; méx. 3,33)

Nota: CTA, conteudo total de antocianinas; C3G, cianidina-3-O-glucosideo; C3,5D, cianidina-3,5-diglucosideo;
C3Ge, cianidina-3-gentiobiosideo; C3S, cianidin-3-sambubiosideo; C3R, cianidina-3-rutinosideo; P3G,
peonidina-3-O-glucosideo; MA, malvidina; CY, cianidina; PE, peonidina; PYA, acido fitico; FT, flavonoides
totais; CFT, compostos fenolicos totais; GA, &cido gélico; PA, &cido protocatecuico; CE, catequina; CF, &cido
cafeico; 2,5-DHA, é&cido 2,5-di-hidroxibenzoico; p-HA, acido p-hidroxibenzoico; VA, acido vanilico; SYA,
acido siringico; p-CA, acido p-cumarico; m-CA, acido m-cumarico; FA, acido ferdlico; RU, rutina; CIA, &cido
cinamico; QE, quercetina; SIA, &cido sinapico; IFA, acido isoferulico; FRAP, poder antioxidante redutor de
ferro; DPPH, atividade antioxidante sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil; ABTS, atividade
de eliminag&o de radicais; ORAC, capacidade de absorcéo de radicais de oxigénio; NA, ndo analisado.

O arroz pigmentado integral é classificado como um alimento funcional, uma vez que
contém quantidades relevantes de compostos bioativos (TANANUWONG; TEWARUTH,
2010). Estudos sugerem que a ingestdo de arroz branco em grandes quantidades esta
associada ao aumento significativo do risco de diabetes tipo 2, bem como uma desordem da
homeostase da glicose (SORIGUER et al., 2013). Segundo Ti et al. (2015) e Meng et al.
(2018), o arroz negro é um tipico grdo integral que apresenta baixa resposta glicémica pos-
prandial, resultando em um risco reduzido de diabetes tipo 2 e outras doencas metabdlicas,
incluindo obesidade, hipertenséo, hiperglicemia e dislipidemia (REBELLO; GREENWAY;
FINLEY, 2014). Por consequéncia das suas propriedades funcionais, como atividade
antioxidante, protecdo de células endoteliais, prevencdo de doencas cardiovasculares e
anticancerigeno (TANAKA et al., 2012; SHAO et al., 2014), o consumo deste arroz é
recomendado pela American Health Association e pela American Cancer Society (USA Rice
Federation, 2008).
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O arroz negro também pode atuar como um antioxidante natural e eliminar os radicais
livres que podem aumentar o estresse oxidativo e potencialmente danificar moléculas
bioldgicas, como lipidios, proteinas e DNA (FINOCCHIARO; FERRARI; GIANINETTI,
2010). Estes compostos podem influenciar funcBes bioldgicas individualmente ou
sinergicamente (SHAO et al., 2018). Kim et al. (2019) avaliaram a toxicidade de extratos de
arroz negro, no figado e rins de ratos, sugerindo que estes extratos podem ser usados para
controlar doengas gastroduodenais causadas pela infeccdo por Helicobacter pylori. Outros
estudos, in vivo (HAO et al., 2015) e com células semelhantes a neurdnios humanos

(VARGAS et al., 2018) também foram pesquisados utilizando este cereal pigmentado.

1.3.3 Aplicagdes e Tecnologias de Processamento

Farinha, amido, proteina, xarope e dextrina sdo exemplos de ingredientes derivados do
arroz, utilizados para o desenvolvimento de novos alimentos e bebidas, como pées
(VELUPPILLAI et al., 2010), bolos (JI et al., 2007) e alimentos infantis (WANG et al.,
2012). H& também uma série de produtos tradicionais, arroz parboilizado, saqué (bebida
alcoolica japonesa obtida do arroz fermentado), vinagre e 6leo do farelo de arroz
(BURLANDO; CORNARA, 2014; SULTAN; WANI; MASOODI, 2018), que ja sdo
amplamente utilizados, principalmente na Asia.

O amido de arroz apresenta caracteristicas como o sabor suave e inodoro,
hipoalergénico, facil digestdo e com uma pequena forma granular. Os granulos deste amido
sd0 menores entre os grdos de cereais, com um didmetro meédio de 3 - 8 um, com
caracteristicas poliédricas, formato irregular, com angulos e bordas agudas (ITO et al.,
2018a). O tamanho pequeno do grénulo € vantajoso ao usar o amido como melhorador de
textura em alimentos, em molhos e pudins, ou como um substituto de gordura em recheios e
cremes (ZIEGLER et al., 2017).

Considera-se 0 amido é um dos mais importantes biopolimeros naturais e funcionais
para fins industriais (KUMAR et al., 2017). O uso de materiais comestiveis ou biodegradaveis
estd em expansdo, devido as vantagens de sua biodegradabilidade e baixo custo (LIU et al.,
2016). Aproximadamente 52% do amido sdo utilizados pela industria de alimentos (alimentos
infantis, confeitarias, panificagdo, produtos carneos, molhos, sopas, salgadinhos, refrigerantes
e sorvetes), além de servir como substrato para a producdo de produtos hidrolisados, como

xaropes de glicose e maltodextrinas (COPELAND et al., 2009). Aproximadamente 48% do
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amido sdo utilizados em produtos farmacéuticos, cosméticos, agroquimicos, adesivos,
detergentes, racdo animal, biodiesel, papel, plasticos e téxteis) (WANI et al., 2012).

Com as aplicagBes industriais difundidas, h4 um incentivo em pesquisas sobre
propriedades fisico-quimicas e funcionais de farinhas e amidos de diferentes fontes botanicas.
Tal significancia ocorre devido aos fatores interferentes na qualidade de farinhas e amidos,
tais como: tamanho e estrutura granulares, composicdo, gelatinizacdo, tipo de cristal
polimorfo, proporcdo de amilose/amilopectina, complexo amilose-lipido e a presenga de
outros componentes no amido (ZHU et al., 2011). Por exemplo, as cadeias externas de
amilopectina e amilose podem formar duplas hélices e associar-se para formar dominios
cristalinos, embora na maioria dos amidos estejam limitadas ao componente amilopectina. Em
amidos ricos em amilopectina, a origem da cristalinidade é devido a formacdo de duplas
hélices entre as cadeias externas dessas moléculas. A amilose ndo afeta a cristalinidade em
amidos normais e cerosos, embora contribua para a cristalinidade em amidos com alto teor de
amilose (TESTER; KARKALAS; Ql, 2004).

O teor de amilose € um dos critérios mais importantes em termos de qualidade do
arroz em relacéo as propriedades de pasta (viscosidade) e cozimento. Arroz com baixo teor de
amilose é Umido e pegajoso apds o0 cozimento. Arroz com teor de amilose intermediario é
seco e macio quando cozido e mantém sua textura macia ap0s o resfriamento. Este cereal com
alto teor de amilose também é seco e macio quando cozido, mas torna-se duro quando
resfriado devido a retrogradacdo das moléculas de amilose (ADU-KWARTENG et al., 2003).
Amidos de arroz com maior teor de amilose geralmente apresentam maior temperatura de
pasta, menor viscosidade de pico e maior tendéncia a retrogradacdo. Em contrapartida, amidos
com menor teor de amilose apresentam menor tendéncia a retrogradacdo e maior poder de
inchamento (SINGH SODHI; SINGH, 2003).

Embora o amido de arroz seja amplamente consumido em sua forma nativa, seu uso é
limitado devido a fatores como baixa solubilidade, decomposicdo térmica e alta tendéncia a
retrogradacdo (LIU et al., 2012). Sendo assim, fontes convencionais s&o modificadas
(enzimaticamente, quimicamente e fisicamente) para atender as necessidades especificas das
industrias, adaptando suas propriedades fisico-quimicas e funcionais. Os métodos de
modificacdo enzimética sdo complexos e demorados. Consequentemente, as aplicagdes
acabam sendo limitadas na inddstria de alimentos. A modificagdo quimica é comumente
usada, por ser mais rapida. No entanto, existem riscos associados aos residuos quimicos junto
ao produto final (KUMAR et al., 2017). H& uma tendéncia crescente para a modificacdo

fisica, usando tecnologias ambientalmente corretas (ITO et al., 2018b).
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As principais técnicas utilizadas para estudar as propriedades de farinhas e amidos de
arroz sao: microscopia eletrénica de varredura - MEV (ITO et al., 2018b), difratometria de
raios X (ZIEGLER et al., 2017), espectroscopia de infravermelho com transformada de
Fourier - FTIR (KUMAR et al., 2017), espectroscopia de Raman (MIR; BOSCO, 2014),
calorimetria exploratdria diferencial - DSC (PARK; HAN, 2016), microscopia térmica de luz
polarizada - PLTM (ITO et al., 2018a), analise de viscosidade - RVA (PARK; HAN, 2016) e
andlise de perfil textural (MIR; BOSCO, 2014).

Segundo Zhu (2015), os compostos bioativos podem interagir com o amido durante a
gelatinizacdo, alterando suas propriedades de pasta (viscosidade), térmicas e de
digestibilidade. O arroz negro tem sido objeto de pesquisas exploratdrias sobre suas possiveis
aplicagdes (principalmente alimentos e bebidas) e tecnologias a fim de melhorar os atributos
de qualidade e fornecer propriedades benéficas a saude.

1.3.3.1 Arroz negro: aplicacdes em alimentos e bebidas

Este cereal pigmentado é utilizado como ingrediente em paellas, bolos, salgados,
panguecas, risoto e biscoitos (SURH; KOH, 2014). Devido a sua funcionalidade, tornou-se
um constituinte importante de novos alimentos, como pudins, cereais infantis, mingaus,
sobremesas, pées, massas, bolo de arroz negro chinés tradicional e bebidas. A Tabela 1.2
exemplifica alguns trabalhos com aplicacGes de arroz negro em alimentos.

Poucos sdo os estudos com aplicacdo de arroz em bebidas. Faccin et al., (2009)
elaboraram uma bebida usando farelo de arroz organico, com sabores de morango e cacau.
Kamara et al., 2009, produziram um saqué com altos niveis de globulina. Contudo, nosso
grupo de pesquisa elaborou um processo de producdo de cerveja com propriedades funcionais
proporcionadas pela adicdo de arroz negro biodinamico (patente requerida: BR 10 2016
023777 7). O objetivo do trabalho foi desenvolver uma bebida com caracteristicas exclusivas
em termos de sabor, cor, corpo, aroma, valor nutricional e com potencial antioxidante,
mantendo ao mesmo tempo um padrdo de alta qualidade. Embora o uso de arroz seja comum
como adjunto, a adi¢do de arroz negro, em diferentes estagios de producdo ¢ um diferencial
tecnoldgico neste segmento sem necessariamente interferir diretamente no processo padrao. A
adicdo deste cereal durante os estagios de fervura e maturacdo proporcionou um aumento no
total de compostos fendlicos, antocianinas totais e atividade antioxidante, mantendo um alto
padrédo de qualidade. Contudo, estudos mais detalhados s@o necessarios para enriquecer 0s

resultados.
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Tabela 1.2 — Variedades de arroz negro, origem geogréfica, qual a parte do grao estudada, os
objetivos, métodos e aplicacbes em alimentos/bebidas.

Variedades

Pais/ Parte
do gréo

Objetivos/ Métodos

Aplicacdo/ Resultados

Referéncia

(Oryza  sativa
var. Indica cv.
Shiun) /

Japdo/ Grao

Hidromel foi produzido a
partir de varios tipos de mel
e grdos de arroz negro, a fim
de preparar uma bebida
alcodlica avermelhada com
atividade antioxidante.

As Bebidas alcodlicas a base de
mel e arroz negro continham de
12 a 13% (v / v) de etanol e
quantidades elevadas de
compostos  fendlicos.  Com
coloracdo semelhante a um vinho
rose e aceitivel de acordo com os
testes organolépticos.

Katoh et al.,
2011

AIrroz ceroso

Tailandia/
Farinha

A extracdo de compostos
bioativos e antioxidantes
(fendlicos e antocianinas) da
farinha de arroz foi
otimizada.

O extrato bruto liofilizado da
condicdo otimizada, foi
adicionada a uma maionese
enriquecida com oleo de peixe.
Uma adicdo de 500 mg/kg do
extrato foi mais apropriado. No
entanto, uma maior concentragdo
do extrato poderia ser usada com
menor extensdo de mudanca de
cor se o extrato fosse fracionado,
purificado ou quimicamente
modificado.

Tananuwong
e Tewaruth,
2010

Oryza sativa cv.
Heugjinjubyo

Coreia/
Farelo

O farelo de arroz negro
(FAN) foi usado como
ingrediente (em diferentes
niveis) para elaboragdo de
macarrdo. O efeito da
incorporagdo de FAN no
macarrdo foi avaliado em
termos de atributos quimicos
e funcionais.

O macarrdo com adi¢cdo de FAN
proporcionou maior  valor
nutricional e potencial
antioxidante.

Kong et al.,
2012

Arroz ceroso

Tailandia/
Farelo

O farelo de arroz negro foi
extraido  enzimaticamente
(fenodlicos e antocianinas)
para obter um corante.

O corante foi adicionado ao um
iogurte, que apresentou coloracéo
rosa-purpura, boa estabilidade de
cor e aumento dos niveis de
fitoquimicos.

Nontasan;
Moongngarm;
Deeseenthum,
2012

Arroz negro

China/
Farinha

Extrato de arroz negro em pé
foi adicionado ao pdo. A
qualidade e digestibilidade
do péo foram avaliadas.

A fortificagio do pdo com
antocianinas resultou em um péo
funcional com menor taxa de
digestdo e beneficios adicionais a
salde.

Sui et
2016

al.,

Oryza sativa L.

Taiwan/
Farinha

Arroz negro em p6 foi usado
para substituir a farinha de
trigo na fabricacdo de bolos.
As caracteristicas  fisico-
quimicas, antioxidantes e
sensoriais foram avaliadas.

O bolo formulado usando a
substituicdo parcial da farinha de
trigo com até 60% de arroz negro
em p6 continha mais compostos
bioativos e maior atividade
antioxidante.

Mau et al.,
2017
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1.3.3.2 Arroz negro: tecnologias de processamento

Aplicagdes para desenvolvimento de produtos geralmente séo processados por fervura,
vaporizagdo, fritura ou torrefacdo. Esses tratamentos podem influenciar o contetdo de
compostos bioativos, como os acidos fenolicos e antocianinas, resultando em uma alteragédo
na atividade antioxidante (SURH; KOH, 2014).

Ryu e Koh (2017) avaliaram a estabilidade térmica dos &cidos fendlicos presentes em
arroz negro, constataram que os métodos de cozimento causaram aumentos significativos na
quantidade total de acidos fendlicos livres. Porém, nenhuma mudanca significativa foi
encontrada no contetdo de acidos fenolicos ligadas. O teor de acido protocatecuico livre
aumentou até onze vezes no arroz negro cozido quando comparado com o arroz cru. De
acordo com os autores, este &cido é gerado a partir da decomposicdo térmica das antocianinas.
Melini et al. (2019) estudaram diferentes variedades de arroz pigmentado antes de depois do
cozimento, com a coc¢do ocorreu uma diminuicdo do teor total de luteina, composto fendlico
livre e teor de antocianina e houve um aumento no nivel de fendlicos ligadas em algumas
amostras.

As antocianinas possuem grande potencial como corantes naturais devido ao seu alto
teor de pigmentacdo e baixa toxicidade, podendo ser utilizados na industria alimenticia como
substitutos de corantes sintéticos. Por exemplo, He et al. (2017) desenvolveram um método
simples para a extracdo e purificagdo de antocianinas de arroz negro, usando agua para
extracdo, separacdo por membranas e adsorcdo de resina para purificacao.

No entanto, a aplicacdo de antocianinas em formulacGes em alimentos, especialmente
em sistemas aquosos, é desafiadora porque elas sdo facilmente reativas e podem ser
degradadas a compostos incolores ou de cor marrom. Sabe-se que as antocianinas s&o
influenciadas por vérios fatores, incluindo tratamento térmico, temperatura de
armazenamento, exposicdo a luz e UV, pH, estrutura quimica, oxigénio, solventes, proteinas e
presenca de enzimas, flavonodides e ions metéalicos (LOYPIMAI, MOONGNGARM;
CHOTTANOM, 2016). Pesquisadores estdo constantemente buscando métodos praticos e
econémicos de melhorar essa condi¢do. Varios estudos tém sido conduzidos em relagdo a
cinética de degradacdo térmica e do pH, em compostos bioativos, como as antocianinas
presentes no arroz negro (HOU et al, 2013; LOYPIMAI;, MOONGNGARM;
CHOTTANOM, 2016).

Segundo Norkaew et al. (2017), h& evidéncias de que a estabilidade de compostos

bioativos no arroz é influenciada por alguns tratamentos pds-colheita, como tempo e
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temperatura de armazenamento, secagem e embalagem. Varios estudos visam a reducdo da

perda de compostos bioativos, bem como melhorar os atributos de qualidade do arroz negro,

incluindo a selecdo e desenvolvimento de geno6tipos ricos em fitoquimicos (SOMPONG et al.,
2011; ZHANG et al., 2010) e técnica de fluidizacdo de alta temperatura (JAISUT et al.,

2009). A Tabela 1.3 apresenta estudos com diversas tecnologias, bem como os resultados

obtidos.

Tabela 1.3 — Variedades de arroz negro, origem geografica, qual a parte do grdo estudada,
tecnologias de processamento.

(continua)
Pais/ Tecnologia
Variedades Parte do de rocessa%‘nento Resultados Referéncia
grao P
Os efeitos da y-irradiacdo (nas A irradiagdo em altas gqses
doses de 2, 4, 6, 8 e 10 kGy) a_umentou o_teor de fe_no_llcos
China/ sobre o conteddo fendlico, I|vr_es_ € Ilgadas,_ z_at|v_|dade
BP602 Grio atividade antioxidante o antioxidante e diminuiu a Shao et al.,
propriedades fisico-quimicas viscosidade e a dureza do gel 2013
foram investigados. (textura mais macia).
A extracdo por OHM resultou
em um maior rendimento do
corante do que o método de
extracdo com solvente assistido
O estudo investigou alguns por vapor. Os parametros de
AIT07 CEroso Tailandia/ aspectos de qualidade e solubilidade, atividade de agua, Lovoimai et
Farelo compostos bioativos do corante densidade e cor ndo foram al y5015
em po obtido a partir de farelo de alterados. A aplicagdo de OHM
arroz extraido por aquecimento para auxiliar a extracdo de
6hmico (OHM). antocianinas para preparacdo
de corante  natural  foi
promissora.
Os fendlicos totais,
antocianinas e atividade
Orvza sativa var O perfil fitoquimico e a atividade antioxidante do farelo
He)i/ ounian " China/ antioxidante do farelo, arroz aumentaram ap6s a extrusao, Ti et al
y Farelo polido e arroz integral extrusados enquanto que no arroz polido e 2015 N
foram investigados. integral foram
significativamente reduzidos.
A secagem ao sol reduziu a
perda de antocianinas e y-
Os efeitos de tratamentos pos- ::;gp%lé SZSZ se::ZdLé%zoemfZ:
colheita (métodos de secagem, Uente E?olsas degN lon /
Arroz ceroso e G, tempo e temperatura de g i y
x Tailandia/ ; LLDPE contendo N, foram as Norkaew et
ndo ceroso x armazenamento e métodos de .
Gréo embalagem) sobre os embalagens mais adequadas al., 2017
fitoquimicos  bioativos foram para  preservar 0 composto
aromatico  2-acetil-1-pirrolina

investigados.

(2AP), contetdo fendlico total
e antocianina.
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Tabela 1.3 — Variedades de arroz negro, origem geografica, qual a parte do grdo estudada,
tecnologias de processamento.

(continuacao)

Variedades

Pais/
Parte do
grao

Tecnologia
de processamento

Resultados

Referéncia

Oryza sativa L.
japonica var.
SBR

Estados
Unidos/
Grédo

A estabilidade térmica de seis
pigmentos de antocianina foi
avaliada em arroz cozido usando
uma panela de arroz e panela de
pressao.

de cianidina-3-
glucosido  diminuiram com
aumento  concomitante  dos
niveis de acido protocateclico
em todos os métodos de
cozimento. Sugeriu-se que a
cianidina-3-glicosideo é
degradada em acido
protocatecuico  durante 0
cozimento.

Os niveis

Hiemori et
al., 2009

IAC-600

Brasil/
Gréao

Determinou-se a concentracéo de
compostos  fenolicos  sollveis
totais (CFST) e a atividade
antioxidante (AA) em diferentes
processamentos (polido, integral,
parboilizado polido e
parboilizado integral). A
concentragdo de CFST também
foi determinada em gréos crus e
cozidos.

Os processamentos de
parboilizagédo e coccao
reduziram os CFST nos gréos,
isso se deve a perda de parte
deles na agua de
processamento, decomposicdo
térmica e interacdo com outros
componentes.

Walter et al.,
2013

Sintoheugmi e
Sinnongheugchal

Coreia/
Gréo

Duas cultivares foram
investigadas quanto aos efeitos
de diferentes métodos de coccédo
(fervura, cozimento a vapor,
fritura e torrefacdo) sobre
antocianinas (AT), compostos
fendlicos  totais (CFT) e
atividades antioxidantes (AA).

O cozimento diminuiu o
conteddo de AT, CFT e AA,
com a maior reducdo causada
pela torrefacdo, seguida de
fritura, vapor e fervura. As
respostas ao processamento
térmico foram diferentes entre
as duas cultivares, o que foi
atribuido a diferentes
componentes da matriz
alimentar, como a amilose, que
interagiram com 0s
fitoquimicos durante 0
cozimento.

Surh e Koh,
2014

Venere

Italia/
Gréo

O perfil fendlico e a capacidade
antioxidante foram analisados e
monitorados antes e depois da
coccdo domestica (métodos de
cocgdo para risoto e ebulicdo).

Apbs o cozimento, o teor de
compostos fendlicos diminuiu,
com maiores perdas observadas
por ebulicdo. O método de
cozimento para risoto, que
incorpora a absorcdo completa

da agua, foi melhor
recomendado para reter
compostos fendlicos e

capacidade antioxidante.

Zaupa et al.,
2015




39

Tabela 1.3 — Variedades de arroz negro, origem geografica, qual a parte do grdo estudada,
tecnologias de processamento.

(continuagéo)

Variedades

Pais/
Parte do
grao

Tecnologia
de processamento

Resultados

Referéncia

Oryza
sativa L. indica —
Arroz ceroso e
Nao Ceroso

China/
Grédo

Compostos  fendlicos  totais
(CFT), flavonoides totais (FT),
teor de tanino condensado
(TTC), conteldo de antocianina
monomérica (CTAM), cianidina-
3- glucosido (C3G), peonidina-3-
glucésido (P3G) e atividade
antioxidante (AA) foram
investigados, utilizando
diferentes métodos de cozimento.

Niveis mais elevados de
fendlicos e capacidade
antioxidante foram observados
no arroz ndo ceroso. Todos os
métodos de cozimento (mingau

e cozido) apresentaram menor Tang et al.,

CFT, FT, TTC, CTAM, C3G,
P3G e AA em comparagdo com
0 arroz cru. Sob o mesmo
tempo de cozimento, 0 mingau
reteve mais substancias ativas
do que o arroz cozido.

2016

IAC-600

Brasil/
Gréao

Mudancas no tempo de
cozimento, dureza, fendlicos
livres e ligadas, antocianinas e
capacidade antioxidante de grédos
armazenados por 6 meses a
diferentes temperaturas foram
avaliados. 0] arroz foi
armazenado a 13% de umidade
nas temperaturas de 16, 24, 32 e
40°C.

O arroz armazenado a 16°C
durante 6 meses exibiu
alteracoes minimas nas
propriedades de cozimento e no
contetdo  dos  pardmetros
avaliados. A 40°C houve
aumento da dureza. As
antocianinas néo foram
afetadas pela temperatura de
armazenamento.

Ziegler et al.,

2018

Jiulihu

China/
Gréo

As propriedades de cozimento e
0 processo de retrogradacdo
foram avaliados com alta presséo
hidrostatica (APH) de imerséo.

O APH melhorou a capacidade
de absor¢do de 4gua e
propriedades texturais,

diminuiu a amilose lixiviada. A Meng et al.,

retrogradacdo e a cristalinidade
relativa com a APH foram
reduzidas. Apresentando
melhor palatabilidade.

2018

Arroz negro

China/
Grao

A fluidizacdo de alta temperatura
(FAT) foi utilizada para melhorar
a qualidade alimentar do arroz.
Mudancas na digestibilidade e
atividade antioxidante foram
investigadas.

O FAT melhorou a qualidade
do cozimento e levou a um
indice glicémico mais baixo,
com um efeito significativo
sobre as propriedades de pasta
e térmicas. O CTA ndo foi
degradada e ndo houve
diferenca significativa entre o
arroz tratado e ndo tratado com
HTAF.

Li
2017

et

al.,
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Tabela 1.3 — Variedades de arroz negro, origem geografica, qual a parte do grdo estudada,
tecnologias de processamento.

(concluséo)

Pais/ )
Variedades Parte do Tecnologia Resultados Referéncia
~ de processamento
gréo
O pé de antocianina em spray-
drying mostrou maior
eficiéncia e melhores
Farelo foi produzido propriedades de reconstituicdo.
enzimaticamente como O poé de antocianina liofilizado
.. maltodextrinas de arroz (MA). E apresentou boas propriedades Laokuldilok
Arroz ceroso Tailandia/ - . -
Farelo foram qtlllzados como materiais em termos de densidade e Kanha,
para microencapsulacdo (spray- aparente, angulo de repouso, 2015
drying e liofilizacao). rendimento do processo e
retencdo de antocianinas. A
MA  pode  substituir a
maltodextrina comercial pela
microencapsulagao de
antocianinas.
Impacto positivo do processo
de parboilizacdo na retencédo
nutricional (proteina, cinzas e
O estudo avaliou os efeitos do compqstosN fenolicos) €
; e modificagdo do tempo de
polimento e parboiliza¢cdo na : .
. . cozimento e dureza, um efeito __.
Brasil/ composicao, estrutura, o : Paiva et al.,
IAC-600 x - L deletério do polimento dos
Gréo compostos fendlicos, atividade . x 2016
T grdos em relagdo aos mesmos
antioxidante, tempo de

cozimento e dureza.

pardmetros de qualidade. O
nivel de fenolicos livres foi
maior nos graos polidos
parboilizados.

Papillo et al. (2018) obtiveram extratos polifendlicos ricos em antocianinas de arroz

negro italiano (Artemide), que foi processado tanto por secagem por aspersao quanto por

liofilizacdo, a fim de obter ingredientes que seriam mais estaveis durante 0 armazenamento e

cozimento. Os extratos em pé foram testados como ingredientes funcionais em biscoitos. Os

biscoitos enriquecidos apresentaram maior teor de polifendis, antocianinas e atividade

antioxidante em relacdo ao biscoito controle. Os autores concluiram que 0S compostos

bioativos podem ser obtidos usando spray-dried, tornando os ingredientes mais estaveis para

aplicacdo em alimentos funcionais e nutracéuticos.
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1.4 CONSIDERACOES FINAIS

Ap0s analisar a literatura e fornecer informagdes em relacdo aos aspectos histéricos,
estratégias agrondmicas alternativas, composi¢do quimica, propriedades nutricionais e
funcionais do arroz negro, fica claro que este cereal tem uma tradicdo duradoura. Muitos
estudos afirmam que as antocianinas e 0s demais compostos bioativos exibem alta atividade
antioxidante e estdo envolvidos como agentes preventivos em diversas doencas. No entanto,
estudos mais detalhados sobre o isolamento destes compostos bioativos e seus efeitos sobre o
poder antioxidante, bem como seus mecanismos de acdo em relacéo aos efeitos biologicos em
modelos animais e humanos, sao necessarios para estabelecer seus potenciais beneficios.

Esta revisdo discutiu aplicacGes do arroz negro no desenvolvimento de alimentos e
bebidas, bem como algumas tecnologias de processamento para melhorar seus atributos de
qualidade, demonstrando que, este arroz pigmentado oferece uma ampla gama de opcdes para
aplicacdo em alimentos funcionais, cereais isentos de glaten e produtos com maior valor
nutricional, proporcionando beneficios extras a saude dos consumidores. Deste modo, 0
desenvolvimento de novos produtos, bem como o uso de novas tecnologias pode atender a

crescente demanda da indUstria de alimentos.
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PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS, TERMICAS, CRISTALOGRAFICAS E
MORFOLOGICAS DO AMIDO E FRACOES RESIDUAIS DA EXTRACAO
AQUOSA DO ARROZ NEGRO BIODINAMICO

RESUMO

Neste estudo avaliaram-se as propriedades fisico-quimicas, térmicas, cristalograficas e
morfolégicas do amido de arroz negro biodindmico, bem como as fra¢fes residuais oriundas
da extracdo aquosa. Os teores de proteinas, lipidios, cinzas e fibra alimentar do amido foram
menores quando comparados as fragGes residuais. As temperaturas de gelatinizagdo e AHggj
das fracdes residuais apresentaram diferenca significativa quando comparadas ao amido (p <
0,05). Todas as amostras apresentaram padrfes claros de difracdo do tipo A, com picos
principais em 15°, 17°, 18° e 23°, o indice de cristalinidade para todas as amostras foram
similares (=22%). As bandas dos espectros de infravermelho atribuidas as proteinas e aos
carboidratos (amido) foram claramente identificadas e o indicador estrutural (l1o46/l1018) dO
grau de ordem dupla helicoidal foi calculado. As microimagens mostraram granulos de amido
poliédrico com formas irregulares, bordas agudas e sem poros na superficie. A extracdo
aquosa resultou em uma fracdo de amido com baixo teor de proteinas e lipidios, fornecendo
um método eficaz para isolar este carboidrato, contribuindo para a preservacdo do carater
biodindmico da matéria-prima sem gerar residuos contaminantes.

Palavras-chave: Agricultura biodindmica, arroz pigmentado, processos ambientalmente
amigaveis.

ABSTRACT

This study was performed to evaluate the physicochemical, thermal, crystallographic and
morphological properties of biodynamic black rice starch, and of the residual fractions from
aqueous extraction. The contents of ash, dietary fibre, proteins and lipids in the starch were
lower than those from the residual fractions. The gelatinisation temperatures and AHge Of the
residual fractions differed significantly (p < 0.05) from those of the starch. All the samples
had clear A-type diffraction patterns, with main reflections at 20 =~ 15°, 17°, 18° and 23°; they
also presented a similar crystallinity index (~22%). Bands in the infrared spectra assigned to
proteins and to carbohydrates (starch) were clearly identified, and the structural indicator
(l1o46/l1018) Of the degree of double helical order was calculated. Micro-images showed
polyhedral starch granules having irregular shapes, with sharp angles and edges, and without
pores on the smooth surface. The aqueous extraction resulted in a starch fraction with low
protein and lipid content. It provided an effective method to isolate this carbohydrate,
contributing to the preservation of the biodynamic character of the raw material without
generating contaminating residues.

Keywords: Biodynamic farming, pigmented rice, environmentally friendly processes.
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2.1 INTRODUCAO

O arroz é um cereal, sendo o seu principal componente o amido, juntamente com
pequenas quantidades de proteinas, lipidios, fibras, minerais, vitaminas e compostos fenélicos
(SOUZA et al., 2016). As variedades de arroz pigmentado, como 0 arroz negro, contém
aproximadamente 75% de carboidratos, 0os quais sdo predominantemente amidos, que
consistem em unidades de glicose em macromoléculas lineares (amilose) e ramificadas
(amilopectina), conectadas por ligacbes o-(1,4) e por ligagbes a-(1,6) nos pontos de
ramificacdo (HORNUNG et al., 2016).

O aumento da demanda por produtos saudaveis impulsionou o desenvolvimento de
estratégias agrondmicas alternativas, como a agricultura biodindmica, que pode proporcionar
uma variedade de beneficios em termos de sustentabilidade e melhor qualidade do solo. Essa
agricultura é similar em muitos aspectos a organica, ambas usam compostagem e evitam a
aplicacdo de pesticidas, herbicidas, hormonios e outros produtos quimicos (PICONE et al.,
2016). No entanto, estudos com amido de fontes biodindmicas sdo escassos, especialmente no
caso do arroz negro. H& uma demanda crescente por esses produtos potencialmente saudaveis
e valorizados, 0s quais sd0 muito atraentes para os consumidores.

A extracdo aquosa de amido é um processo que nao utiliza produtos quimicos, isso
mantem a esséncia organica da matéria-prima sem gerar residuos contaminantes.
Consequentemente, o amido obtido dessa forma pode ser aplicado em produtos alimenticios e
farmacéuticos. Além de apresentar custo de extracdo relativamente baixo, essa técnica pode
trazer vantagens econémicas, com valor agregado para diversas aplicacfes, bem como ajudar
a reduzir parcialmente os impactos negativos ao meio ambiente. Portanto, este trabalho teve
por objetivo avaliar as propriedades fisico-quimicas, térmicas, cristalograficas e morfoldgicas
do amido de arroz negro biodindmico, bem como as fragdes residuais provenientes da

extracdo aquosa.
2.2 MATERIAIS E METODOS
2.2.1 Matéria-Prima e Processo de Extracdo do Amido
O arroz negro biodindmico utilizado nos experimentos foi cultivado de acordo com 0s

padrdes biodindmicos da Demeter internacional (2017) e adquirido no mercado municipal de

Curitiba, Parand, Brasil. Os grdos de arroz foram moidos em moinho de facas (Ika-Werke M-
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20, Wilmington, Carolina do Norte, EUA) e peneirados em 60 mesh (tamanho de particula até
250 um) para obter a farinha de arroz negro. Uma suspensdo aquosa de farinha (1:2,
farinha:agua) foi preparada para extrair o amido a temperatura ambiente 25 °C, conforme
metodologia proposta por Ribeiro et al. (2014). Apos agitacdo (Ika-RW20 digital) durante 10
minutos, a amostra foi peneirada (150 e 325 mesh - trés vezes) e entdo a suspensdo foi
decantada por 30 min e centrifugada (Routine 420R, Hettich Zentrifugen, Alemanha) a 5.000
g em temperatura de 4 °C por 10 minutos.

A fragéo residual que foi removida da peneira de 150 mesh foi denominada como
Residuo 1 e a fracdo residual removida da peneira de 325 mesh foi designada como Residuo
2. O amido obtido apds a centrifugacdo e as fracdes residuais foi colocado em estufa de
circulacdo de ar forcada a 40 °C por 24 horas. Por fim, o amido de arroz negro foi peneirado
em 100 mesh. As amostras foram embaladas a vacuo, com 50 gramas em cada embalagem,
em pequenos sacos de poliéster, ndo toxicos, com vedacado hermética e protecdo contra a luz.
O rendimento do amido de arroz negro proveniente da extracdo aquosa foi de 25%. As

amostras foram armazenadas a 25° C até a realizacdo das analises.

2.2.2 Composicdo Proximal

A umidade do amido e das fragOes residuais do arroz negro foi determinada
gravimetricamente em estufa a 105 °C (AOAC 935.29), as cinzas foram determinadas por
incineracdo a 550 °C (AOAC 923.03), a fibra alimentar foi quantificada pelo método AOAC
985.29, o teor de proteina (N*5,95) foi determinado pelo método de Kjeldahl (AOAC 920,87)
e o teor de lipideos foi determinado pelo método de extracdo de Soxhlet (AOAC 920,85). O

teor de carboidratos foi calculado por diferenga.

2.2.3 Andlise Térmica

As curvas de termogravimetria e termogravimetria derivada (TG/DTG) foram obtidas
em temperaturas entre 30 a 650 °C, utilizando sistema de analise térmica STA 6000 (Perkin
Elmer, Hopkinton, MA, EUA), com fluxo de atmosfera em nitrogénio de 20 mL min™ com
uma razdo de aquecimento de 10 °C min™®. A massa inicial de cada amostra foi de
aproximadamente 10 mg, pesada em cadinhos de alumina abertos. Todas as porcentagens de

perda de massa foram determinadas usando o software Pyris Manager.
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As curvas de calorimetria exploratoria diferencial (DSC) foram registradas utilizando
equipamento DSC7 (Perkin-Elmer, Hopkinton, MA, EUA) previamente calibrado com indio
de alto grau de pureza 99,99%, pf. = 156,6 °C e AH = 28,71 J g-* (SABBAH et al., 1999). As
condicBes utilizadas foram fluxo de atmosfera de nitrogénio de 20 mL min™ e a uma razéo de
aquecimento de 10 °C min™ seguindo procedimentos previamente descritos por Souza et al.,
(2016), com algumas modificacdes. Uma massa de aproximadamente 2,5 mg de cada amostra
foi pesada e homogeneizada em 10 pL de dgua deionizada (1:4) em cadinhos de aluminio
posteriormente selados, os quais foram mantidos em repouso durante 60 min, a fim de
equilibrar o teor de umidade e inchamento do granulo. Um cadinho de aluminio vazio foi
usado como referéncia. O software Pyris Manager foi utilizado para analisar a principal
endotermia das curvas de DSC, a fim de obter as temperatura inicial (T,), temperatura de pico
(Tp) e temperatura de conclusdo (T¢), bem como a mudanca de entalpia (AH). As medigGes

foram realizadas em triplicada.

2.2.4 Microscopia Térmica de Luz Polarizada (PLTM)

Os experimentos de microscopia térmica de luz polarizada foram realizados usando
um sistema de estagio gquente Linkam DSC600 (DSC 600), com um microscopio Leica
DMRB e uma camera de video Sony CCD-IRIS/RGB. As imagens foram obtidas com
ampliacdo de 200x, com uso combinado de luz polarizada e compensadores de onda. O
software de sistema de medicdo de video em tempo real da Linkam foi utilizado para a analise
de imagens. As amostras foram preparadas em laminas de vidro com 7 mm de diametro, com
massa de 2,5 mg e 10 uL de &gua deionizada (1:4), ap6s homogeneizagdo foram protegidas

com laminulas.

2.2.5 Difratometria de Raios X (DRX) pelo Método de P6

Os difratogramas foram obtidos utilizando um difratdmetro de raios X (Bruker D8
Advance) em geometria Bragg-Brentano, com radia¢do CuKa (A = 1.5418 A) e um detector
Lynxeye. A andlise foi realizada a 20 °C em uma faixa angular entre 5 — 80 ° (20), velocidade
de escaneamento de 0,5 segundos e um passo de 0,01 °. A cristalinidade relativa foi calculada

usando a Equacéo (1):
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c= Ao
" (Ap+Ab)

100 1)

onde X_ refere-se a cristalinidade relativa, A, a area de cristalinidade do difratograma de raios
X e Ap a area amorfa do difratograma (NARA; KOMIYA, 1983).

2.2.6 Espectroscopia na Regido de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR-ATR)

Os espectros de FTIR das amostras foram registrados em temperatura ambiente
usando um espectrometro Nicolet 380 FT-IR (Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA)
acoplado a um acessorio ATR, com um cristal de diamante. Os dados foram coletados usando
o software OmnicTM (Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA). Para realizacdo da analise,
as amostras foram fixadas diretamente no cristal, os espectros foram obtidos na faixa de 400 a

4000 cm™, com 64 acumulagdes e uma resolugéo de 2 cm™.

2.2.7 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As microimagens foram obtidas usando um microscopio eletrénico de varredura
modelo MIRA 3 (Tescan, Republica Checa). As amostras foram pulverizadas sobre uma fita
de carbono. Como as amostras ndo sao condutores de elétrons, foi necessaria a metalizacédo
com ouro por 5 min em um evaporador a vacuo (ITO et al., 2017), para promover a passagem

de elétrons. As observacdes do MEV foram realizadas em feixes de elétrons de 5 e 15,0 kV.

2.2.8 Anélise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo, utilizando o software
STATISTICA 10 (Stat-Soft Inc., Tulsa, OK, EUA). Os testes de Tukey foram conduzidos
para determinar as diferengas entre as médias a um nivel de confianga de 95% (p < 0,05). A
correlacdo de Pearson (r) foi utilizada para avaliar a forca de correlagdo entre as varidveis de
resposta (ITO et al., 2016).
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Composicao Proximal

Os resultados referentes a umidade, carboidratos, proteinas, lipidios, cinzas e fibra
alimentar estdo na Tabela 2.1. Os parametros analisados mostraram diferenca significativa (p

< 0,05) entre todas as amostras, com excecao do teor de lipidios nas fracGes residuais.

Tabela 2.1 — Composicdo proximal (g.100g™) das fracdes residuais e amido de arroz negro.

Amostras Umidade Carboidratos Proteinas Lipidios Cinzas Fibras
Residuo 1 9,55°+0,07 84,35°+0,64 1,38°+0,59 1,84°+0,18 0,22°+0,05 2,65+0,35
Residuo 2 9,29°+0,02 81,22°+0,08 6,13%+0,25 1,83%+0,17 0,27%#0,02 1,25°+0,05
Amido  8,67°+0,07  89,8°+0,08  0,36°+0,09 0,84°+0,04 0,15°+0,02 0,16°+0,05

Nota - Valores com a mesma letra na mesma coluna néo apresentam diferenca significativa pelo Teste de Tukey
(p < 0.05).

Todas as amostras apresentaram baixa umidade (Tabela 2.1). Segundo Costa et al.
(2013), o baixo teor de umidade pode prolongar a vida Gtil dos produtos, facilitando assim o
armazenamento e transporte. Os teores de proteinas, lipidios, cinzas e fibra alimentar do
amido de arroz negro oriundo da extracdo aquosa foram menores quando comparados as
fracdes residuais 1 e 2. Tais resultados (amido) estdo em consonancia com estudos anteriores,
realizados com extracdo alcalina, como o teor de proteinas em amido de arroz pigmentado
(ZIEGLER et al.,, 2017), teor de proteinas e cinzas (MIR; BOSCO, 2014) e lipidios
(WATERSCHOQOT et al., 2015). Considerando estes resultados, pode-se dizer que a extracao
aquosa € um método eficaz para isolar o amido deste arroz, sem a utilizacdo de quaisquer

reagentes quimicos.

2.3.2 Andlise Térmica

2.3.2.1 Termogravimetria e termogravimetria derivada (TG/DTG)

O perfil das curvas termogravimétricas das fragdes residuais e do amido, realizado em

atmosfera de nitrogénio, esta apresentado na Figura 2.1. As curvas DTG sobrepdem as curvas

TG para facilitar a visualizacdo do comportamento termogravimetrico das amostras.
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As curvas TG para todas as amostras mostraram que a decomposi¢do térmica ocorreu
em duas etapas principais de perda de massa. A primeira perda iniciou-se em 30 °C e
terminou entre 146 e 175 °C. Esta etapa foi atribuida & evaporagdo da &gua adsorvida
fisicamente (ZHU; ZHANG, 2014), a desidratagdo e a perda de compostos volateis, seguida
por uma estabilidade térmica (HORNUNG et al., 2017). Foram obtidos baixos teores de

umidade, 8,3, 8,2 e 7,4% para 0 Residuo 1, Residuo 2 e amido, respectivamente.

Figura 2.1 - Curvas TG/DTG das fragdes residuais e amido de arroz negro.
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A segunda (maior perda de massa, 63,3 - 65%) foi atribuida a degradacdo da matéria
organica em reacOes consecutivas (LEONE et al., 2014). Sin et al. (2011) relataram que a
degradacdo das cadeias de amido ocorrem a uma temperatura préoxima de 230 °C,
principalmente devido a desidratacdo dos grupos hidroxila e a subsequente formacdo de
carbono de baixo peso molecular, insaturados e alifaticos.

Segundo Slopiecka et al. (2012), a desvolatilizacdo em uma atmosfera inerte difere
consideravelmente quando conduzida sob condicGes oxidantes. No presente estudo, durante o
processo pirolitico até 650 °C, a perda de massa total média foi em torno de 71,9 - 72, 7% e o
residuo solido entre 25,8 - 28,1%.

2.3.2.2 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC) e microscopia térmica de luz polarizada
(PLTM)

As curvas DSC e as imagens de PLTM das amostras estdo na Figura 2. As
temperaturas de transi¢do (inicial To, pico T, e concluséo T¢) e entalpias de gelatinizagdo
(AHger) encontram-se na Tabela 2.2.
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Segundo Hornung et al. (2017) a gelatinizacdo € uma propriedade muito importante
em relacdo a aplicacdo industrial do amido. E um processo endotérmico que corresponde a
perda de cristalinidade dos granulos de amido perante algumas condi¢fes de aquecimento e
umidade. O qual depende de diversos fatores, como o teor de &gua, taxa de aquecimento,
fonte boténica, variedade de arroz, os tratamentos aplicados ao amido antes da gelatinizacéo e
a relacdo amilose-amilopectina (BRIFFAZ et al., 2012). E possivel visualizar o processo de
gelatinizacdo (antes e depois do aquecimento) usando microscopia térmica de luz polarizada
(Figura 2.2).

Figura 2.2 — curvas DSC e microscopia térmica das fracGes residuais e amido de arroz negro.
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As temperaturas de gelatinizacdo (To, T, e T¢) das fragBes residuais foram
significativamente maiores quando comparadas ao amido (p < 0,05) (Tabela 2.2). Essas
propriedades de gelatinizacdo encontradas no amido de arroz negro estdo de acordo com Arns
et al. (2015), inferiores aos resultados de Pinkaew et al. (2017) e ligeiramente maior do que 0s
resultados de Souza et al. (2016).

Segundo Tapia-Blacido et al. (2010), as diferencas nas temperaturas de gelatinizagdo
podem estar associadas ao conteudo de amilose e amilopectina, assim como a presenca de
complexos de lipidios, os quais aumentam a temperatura de gelatinizacdo. Os valores de Ty,

Tp e T¢ e 0 contetdo lipidico foram positivamente correlacionados (r = 0,92), sugerindo que a
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menor temperatura de gelatinizacdo do amido de arroz negro pode ter sido influenciada pelo

seu baixo teor lipidico (0,84%).

Tabela 2.2 - Resultados das curvas DSC das fragOes residuais e amido de arroz negro.

Amostras T,/ °C To/ °C T °C AHge/ J g7
Residuol  59,9°+0,15 66,9°+0,15 73,8°+0,15 5,65°+0,01
Residuo 2 60,9°+0,21 68,0°+0,10 75,1°+0,15 11,88%+0,01
Amido 58,0+ 0,06 64,9°+0,08 71,8°+0,06 9,25bi 0,01
Nota — T, . Temperatura inicial, T, — temperatura de pico e T, — temperatura de concluséo e

AHgel — entalpia de gelatinizacfo. As médias seguidas pelas mesmas letras na mesma coluna
ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p <0,05).

A entalpia de gelatinizacdo auxilia o entendimento da desestruturacdo molecular
associada as quebras de ligacGes de hidrogénio internas no granulo, indicando assim, uma
transicdo de uma fase ordenada para uma fase desordenada do granulo de amido
(ZAVAREZE; DIAS, 2011). Houve uma grande variagdo deste parametro, 5,65 a 11,88 J g™*.
O aumento do AHge pode estar associado a complexagdo com lipideos, proteinas, com
formacdo de aglomerados, assim como uma pré-gelatinizacdo dos amidos, onde uma camada
ao redor da superficie do grénulo parcialmente gelatinizado serve de barreira para
gelatinizacdo, também exigindo maiores temperaturas (KLEIN et al., 2013). Portanto, as
diferencas de AHge entre as amostras podem ser devido a presenca de proteinas e lipidios
residuais. Os valores de AHge € proteina apresentaram uma correlagéo positiva (r = 0,71),
sugerindo que o alto valor de AHge (11,88 J g™1) do Residuo 2 pode ser devido ao alto teor
(6,13%) de proteina.

A formacdo de ligagOes cruzadas pode resultar em AHge maior e To menor, pois
necessitam de uma maior energia para serem rompidas, mas nao necessariamente uma maior
temperatura. Contudo, AHge menor pode estar associado a quebra das cadeias, exigindo um
menor fluxo de energia para gelatinizacdo em uma estrutura fracamente ordenada (KLEIN et
al., 2013). Os valores de AHg do amido de arroz negro (9,25 J g™’) sdo similares aos
encontrados por Arns et al. (2015) e Pinkaew et al. (2017).

2.3.3 Difratometria de Raios X (DRX) pelo Método de Po

A difracdo de raios X detecta estruturas ordenadas de longo alcance, como as que

envolvem o arranjo regular e repetido de duplas hélices, refletindo assim a ordem



60

tridimensional de porgdes cristalinas de amido (WANG et al., 2015). A figura 2.3 apresenta
os difratogramas utilizados para caracterizar 0s principais picos e calcular o grau de
cristalinidade relativa (%) de cada amostra.

Figura 2.3 - Difratogramas e cristalinidade (%) das fracGes residuais e amido de arroz negro.
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Todos os difratogramas apresentaram padrdes claros de difragdo do tipo A, com picos
mais intensos em 15°, 17°, 18° e 23°, os quais foram similares a Zhu et al. (2017). Picos
menores também foram observados em 20° e 27°. Em algumas variedades de arroz, o pico
observado em 20° indica a presenca de alguns cristais de amido do tipo V (OCLOO et al.,
2017), indicando complexos de amido contendo lipidios e proteinas (KUMAR et al., 2016).
As fragbes residuais e o amido apresentaram cristalinidade relativa semelhantes,
aproximadamente 22%, ndo havendo diferencas significativas entre as amostras (p > 0,05),
resultados semelhantes no amido de arroz negro foram encontradados por Kong; Kasapis; Bao
(2015) e Ziegler et al. (2017).

2.3.4 Espectroscopia na Regido de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR-ATR)
A espectroscopia FTIR-ATR foi utilizada para explorar a composicdo das fracbes

residuais e do amido. Bandas caracteristicas de proteinas e carboidratos (amido) (ROA et al.,

2014) foram observadas e os espectros de infravermelho das amostras estdo na Figura 2.4.
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Todas as amostras apresentaram comportamento semelhante, com bandas na regido de
3400 - 3200 cm ™, que foram atribuidas & vibracéo de alongamento do grupo O-H. Bandas de
proteinas foram observadas em 1643 e 1528 cm*, correspondendo as vibracées da amida | e
Il (ROA et al., 2014). Na amostra de amido, apenas uma pequena banda de 1528 cm™* foi
observada, sugerindo uma extracdo eficiente. A banda de 1643 cm*, pode ter sido uma

contribuicdo da &gua adsorvida na regido amorfa dos granulos de amido (KIZIL;
IRUDAYARAJ; SEETHARAMAN, 2002).

Figura 2.4 - Espectros de infravermelho das fragcOes residuais e amido de arroz negro.
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As bandas de 1413 - 1365 cm™* foram atribuidas aos alongamentos de C-H, enquanto a
banda a 1242 cm™ a deformacédo axial de O-H (GANI et al., 2017). As bandas de 1020, 1080
e 1151 cm™ correspondem &s vibragdes de glicosideos C-O-C e vibracdes do anel justapostas
com vibrac@es de estiramento dos grupos laterais (C-OH) (LIU et al., 2012).

Segundo Zhu et al. (2017), o espectro FTIR-ATR do amido é sensivel a estrutura de
curto alcance. As bandas de 1046 e 1018 cm* estdo associadas a regides ordenadas/cristalinas
e amorfas no amido, respectivamente. Uma relagdo das intensidades dessas bandas l1046/11018
com valores acima de 1,0 indica uma propor¢do maior de material cristalino, enquanto valores
menores sugerem uma proporg¢do maior de material amorfo (PUMACAHUA-RAMOS et al.,
2015). Alem disso, a relacdo das intensidades l101s/lggs pode ser utilizada como uma medida
de proporcdo de amidos amorfos a ordenados (SEVENOU et al., 2002). Uma deconvolucéo
das bandas entre 1900 - 800 cm ! nos espectros de infravermelho foi realizada (Figura 2.5)
para obter essas relagoes.
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Figura 2.5 - Picos de deconvoluc&o dos espectros de FTIR na regido entre 1900-800 cm™ das
fracdes residuais e amido de arroz negro.
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Os indicadores de curto alcance e estrutura ordenada foram calculados: (l1046/11017) =

0,61 (lioa7/11010) = 0,68 € (l1046/l1018) = 0,53 para o Residuo 1, Residuo 2 e o amido,

respectivamente. As relacdes das proporgdes da estrutura de amidos amorfos a ordenados

foram

(|1017 / I985) =0,70, (|1019/ |984) =0,68 e (|1018/ |986) =0,79 para o Residuo 1, Residuo 2

e 0 amido, respectivamente. Os dados mostraram que o amido de arroz negro apresentou o

menor

grau de ordem de curto alcance. Sevenou et al. (2002) relataram que as estruturas

ordenadas de curto alcance séo afetadas principalmente pelo tipo de cristal e tamanho dos

granulos do amido, e que o nivel de curto alcance é um pré-requisito para a presenca de

ordem

de longo alcance. No entanto, a ordem de longo alcance pode ndo estar

necessariamente presente quando a ordem de curto alcance existir.

2.3.5 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A morfologia dos granulos de amido e das fragfes residuais estd na Figura 2.6. As

micrografias do Residuo 1 (Figura 2.6A) e do Residuo 2 (Figura 2.6B) indicam granulos de

amido

aglomerados que ndo foram totalmente extraidos. Este amido remanescente pode ter

sido devido ao método de extracdo usado neste estudo. O processo aquoso produziu uma

fracédo

de amido com uma pequena proporcao de proteinas e lipidios, podendo ser utilizado

como método eficaz para o isolamento desse carboidrato, preservando seu carater organico.
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Figura 2.6 - Microimagens com aumento de 5.000 X obtidas para as fragdes residuais e amido
de arroz negro.

Os granulos de amido (figura 2.6C) apresentam estruturas poliédricas, formas
irregulares, bordas agudas, sem poros na superficie, em conformidade com estudos anteriores
(MIR; BOSCO, 2014; CAI et al., 2015; ZHU et al., 2017). Ziegler et al. (2017) também
observaram essa forma poliédrica no amido de arroz negro. O amido dessa variedade
pigmentada apresentou o comportamento tipico dos amidos, com didmetro médio de 3 a 8 ym
(SOUZA et al., 2016).

2.4 CONCLUSAO

Neste estudo, o amido de arroz negro biodinamico e as fragOes residuais obtidas da
extracdo aquosa apresentaram diferencas quanto as propriedades fisico-quimicas, térmicas e
morfologicas. Os teores de proteina, lipidios, cinzas e fibra alimentar no amido foram
menores. A maior entalpia de gelatinizacdo foi observada no Residuo 2. Todas as amostras
apresentaram padrdes de difracdo de raios X do tipo A e com cristalinidades similares. Nos
espectros de infravermelho, as bandas atribuidas as proteinas e aos carboidratos (amido)
foram claramente identificadas. As micrografias dos granulos de amido mostraram estruturas
poliédricas com formas irregulares e bordas agudas. Nas fracGes residuais, observou-se a
presenca de grénulos de amido aglomerados, podendo ser devido ao método de extracdo
usado neste estudo. A extragcdo aquosa resultou em uma fracdo de amido com baixo teor de
proteinas e lipidios, fornecendo um método eficaz para isolar este carboidrato, contribuindo
para a preservacdo do carater biodindmico da matéria-prima sem gerar residuos
contaminantes. Este amido pode ser aplicado em produtos alimenticios e farmacéuticos, além

de ajudar a reduzir parcialmente os impactos negativos ao meio ambiente.
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CAPITULO 11l

EFEITOS DA RADIACAO GAMA NAS PROPRIEDADES TERMOANALITICAS,
ESTRUTURAIS E VISCOAMILOGRAFICAS DA FARINHA DE ARROZ NEGRO

O conteldo deste capitulo foi publicado na revista Journal of Thermal Analysis and
Calorimetry (DOI 10.1007/s10973-017-6766-6), anexo B.



68

EFEITOS DA RADIACAO GAMA NAS PROPRIEDADES TERMOANALITICAS,
ESTRUTURAIS E VISCOAMILOGRAFICAS DA FARINHA DE ARROZ NEGRO

RESUMO

Os efeitos das diferentes doses de radiacdo gama nas propriedades termoanaliticas, estruturais
e viscoamilogréficas da farinha de arroz negro (Oryza sativa L.) foram avaliados, utilizando
termogravimetria e termogravimetria derivada (TG/DTG), calorimetria exploratéria
diferencial (DSC), difracdo de raios X (XRD), analise por microscopia eletrdnica de varredura
com emissdo de campo (FEG-SEM), distribuicdo do tamanho de particula e propriedades de
pasta (viscoamilograficas). As curvas termogravimétricas mostraram quatro perdas de massa
em reacOes consecutivas. As amostras irradiadas mostraram uma ligeira diminuicdo em todos
0s pardmetros térmicos e entalpia de gelatinizacdo. Todas as amostras exibiram padrdes claros
de difracdo do tipo A e a radiacdo gama diminui o grau de cristalinidade relativa. As
microimagens mostraram um material organico e heterogéneo. Apo6s a radiacdo gama
ocorreram algumas alteragcdes, como rachaduras, poros e uma diminui¢cdo do tamanho médio
dos granulos. As propriedades de pasta diminuiram significativamente com a irradiacdo. A
diminuicdo a tendéncia a retrogradacdo e queda de viscosidade ap0s a irradiacdo sugeriram
uma possivel aplicagdo da farinha de arroz negro a fim de melhorar a qualidade dos
alimentos.

Palavras-chave: Arroz negro, radiacao ionizante, analise térmica, gelatinizacdo, morfologia,
cristalinidade.

ABSTRACT

The effects of different doses of gamma radiation on the thermoanalytical, structural and
pasting properties of black rice flour were observed using thermogravimetry and derivative
thermogravimetry (TG-DTG), differential scanning calorimetry (DSC), X-ray diffraction
(XRD), field emission gun-scanning electron microscopy (FEG-SEM), particle size
distribution and pasting properties (RVA) analysis. The thermogravimetric curves showed
four mass losses in consecutive reactions. A small displacement was observed for the second
loss, which occurred for the irradiated flours. The irradiated samples showed a slight decrease
in all the thermal parameters and gelatinisation enthalpy change. All the black rice flours
exhibited clear A-type diffraction pattern and the gamma radiation decreases the degree of
crystallinity. The micro-images showed a composite of organic and heterogeneous material;
after gamma radiation some changes occurred, such as cracks, pores and a decrease of mean
size of the granules. The pasting properties decreased significantly with irradiation. The
decrease in setback and breakdown viscosity after irradiation suggested an indication that it
may be possible to improve the quality of food based on black rice flours.

Keywords: Black rice, ionizing radiation, thermal analysis, gelatinization, morphology,
crystallinity.
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3.1 INTRODUCAO

O arroz negro pode ser aplicado como ingrediente para produtos isentos de gluten,
com maior valor nutricional, proporcionando beneficios a satde dos consumidores. As fontes
convencionais de farinhas e amidos, como trigo, milho e arroz sdo modificadas para atender
as necessidades especificas das industrias, adaptando suas propriedades fisico-quimicas e
funcionais, que ndo estdo disponiveis em sua forma nativa (POLESI et al., 2016).

A irradiagdo de alimentos vem sendo utilizada como um método fisico para modificar
farinhas e amidos, a fim de substituir as modificacdes quimicas e enzimaticas. A radiacédo
gama representa uma tecnologia eficaz e ambientalmente amigavel (PEREIRA et al., 2014),
que visa melhorar a segurancga dos alimentos. Seus efeitos sdo conhecidos por reduzir ou
esterilizar a carga microbiana, aumentando assim a vida Gtil dos produtos e, acima de tudo,
preservar a qualidade dos alimentos. Sua eficacia e seguranca sdo comprovadas por agéncias
oficiais, incluindo a Organizacdo das Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO),
a Agéncia Internacional de Energia Atémica (AIEA) e a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) (ITO et al., 2016).

Segundo Bhat e Karim (2009), a radiacdo gama pode alterar as estruturas moleculares,
principalmente do amido, causando fragmentacdo pela penetracdo de energia ionizante nos
gréanulos (BAO; AO; JANE, 2005). Como o amido desempenha um papel importante nas
propriedades do arroz, a sua exposicdo a irradiacdo pode apresentar diferentes caracteristicas
para a farinha, sendo assim, precisam ser estudadas para entender essas alteracdes.

Até o presente momento, existem poucos estudos na literatura sobre o efeito deste
tratamento fisico nas propriedades térmicas, no grau de cristalinidade, na morfologia e
propriedades de pasta nas variedades de arroz pigmentado. Assim, o objetivo deste trabalho
foi avaliar os efeitos da radiacdo gama sobre as propriedades termoanaliticas, estruturais e

viscoamilogréaficas da farinha de arroz negro.
3.2 MATERIAIS E METODOS
3.2.1 Preparacdo da Matéria-Prima
O arroz negro biodinamico utilizado nos experimentos foi adquirido no mercado

municipal de Curitiba, Parana, Brasil. Os gréos de arroz foram moidos em moinho de facas

(Ika-Werke M-20, Wilmington, Carolina do Norte, EUA) e peneirados em 60 mesh (tamanho
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de particula até 250 um) para obter a farinha de arroz negro (FAN). Esta farinha foi separada
e embalada a vacuo, com 200 gramas em cada embalagem, em pequenos sacos de poliéster,
ndo toxicos, com vedacdo hermética e protecdo contra a luz. A composi¢do proximal da
amostra controle (0 kGy) apresentou 10,64% de umidade, 76,20% de carboidratos, 9,61% de
proteina, 2,15% de gordura, 4,32% de fibra alimentar e 1,41% de cinzas, em base seca. Todas

as amostras foram armazenadas a 25 °C para posterior analise.

3.2.2 Radiagdo das Amostras

As amostras da FAN foram submetidas a radiacdo gama nas doses de 0, 1, 2 e 3 kGy a
uma taxa de 0,221 kGy/h. A fonte de irradiagéo foi o Cobalto 60 (Gammacell Excell 220 -
MDS Nordion), localizado no Centro de Energia Nuclear de Agricultura da Universidade de
Sdo Paulo (CENA / USP). Os dosimetros Harwell Amber 3042 foram utilizados para medir a

radiacdo e a dose de incerteza foi inferior a 1% (ITO et al., 2017).

3.2.3 Anélise Térmica

As curvas de termogravimetria e termogravimetria derivada (TG/DTG) foram obtidas
usando um sistema de analise térmica TGA-50 (Shimadzu, Japdo) em fluxo de atmosfera
oxidativa (ar) de 150 mL min™ com razdo de aquecimento de 10 °C min™ nas temperaturas
entre 30 a 600 °C. A massa inicial de cada amostra foi aproximadamente 6 mg, pesada em
cadinhos de alumina abertos. Todas as porcentagens de perda de massa foram calculadas
usando o software de anélise de dados TA-60WS.

As curvas de DSC foram registradas usando um sistema de andlise térmica modelo
DSC-Q200 (TA-Instruments) em fluxo de ar de 50 mL min™ e uma razéo de aquecimento de
10 °C min™®. Uma massa de aproximadamente 2,5 mg de cada amostra foi pesada e
homogeneizada em 10 pL de agua deionizada (1:4) em cadinhos de aluminio posteriormente
selados, os quais foram mantidos em repouso durante 60 min, antes do teste. Para obter as
curvas de DSC, o instrumento foi calibrado com indio padrdo de 99,99% de pureza, p. =
156,6 °C, AH = 28,71 J g-* (SABBAH et al., 1999). Um cadinho de aluminio vazio foi usado
como referéncia. O software de analise de dados TA-60WS foi utilizado para analisar a
principal endotermia das curvas de DSC, a fim de obter as temperatura inicial (T,),
temperatura de pico (Tp) e temperatura de concluséo (T¢), bem como a mudanca de entalpia

(AH). As medicOes foram realizadas em triplicada.
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3.2.4 Difratometria de Raios X (DRX) pelo Método de P4

Os difratogramas foram obtidos utilizando um difratdmetro de raios X (Ultima IV,
Rigaku, Japan), com radiacdo CuKo (A = 1.5418 A), uma tensdo de 40 kV e corrente elétrica
de 30 mA. A analise foi realizada a 20 °C em uma faixa angular entre 5 — 40 ° (20),
velocidade de escaneamento de 2 min™ e um passo de 0,02 °. A equagdo (1) foi usada para

calcular a cristalinidade relativa:

Ap

Xc = (Ap+ADb)

x 100 1)

onde X, refere-se a cristalinidade relativa, A, a area de cristalinidade do difratograma de raios
X e Ay a &rea amorfa do difratograma (NARA; KOMIYA, 1983).

3.2.5 Anaélise Morfoldgica e Distribuicdo do Tamanho de Particula

As microimagens foram obtidas utilizando um microscopio eletrénico de varredura
com emissdo de campo (FEG-SEM) (modelo MIRA 3, Tescan, Rep. Tcheca). Os parametros
foram os seguintes: escala de leitura de 5 e 50 um com uma tensdo de 15 kV no canhdo de
emissdo de campo, o qual foi gerado por uma lampada com um filamento de tungsténio. As
amostras de FAN foram pulverizadas sobre uma fita de carbono. Como a farinha ndo é
condutora de elétrons foi necessario metalizar as amostras com ouro e paladio para promover
a passagem de elétrons e obter as imagens usando o software Image J (Image J 1.47 para
Windows ™).

A andlise de distribuicdo do tamanho de particula foi realizada utilizando um
analisador de tamanho de particulas por difracdo a laser (Mastersizer 2000; Malvern
Instruments Ltd., Inglaterra). O maior (10%) tamanho de particula (D90, mm), menor (10%)
tamanho de particula (D10, mm) e o didmetro mediano (D50, mm) foram determinados de

acordo com Demiate et al., 2016.

3.2.6 Propriedades Viscoamilograficas

As propriedades de pasta das amostras de FAN foram determinadas usando um

equipamento RVA-4 (Newport Scientific Pvt. Ltd., Australia). Uma dispersdo em agua a 8%
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(m/m) de farinha em base seca em 28 g de massa total foi preparada e submetida a um ciclo
controlado de aquecimento e resfriamento em agitacdo constante. Os parametros utilizados
foram: temperatura mantida a 50 °C por 2 min, seguido de aquecimento até 95 °C a uma razdo
de aquecimento de 6 °C min™, temperatura mantida a 95 °C durante 5 min, seguido de
arrefecimento a 50 °C a 6 °C min™. Ao fim do ciclo a temperatura foi mantida por 2 min a 50
°C (LACERDA et al., 2014).

3.2.7 Anélise Estatistica

Os resultados foram expressos como média = desvio padrdo, utilizando o software
STATISTICA 10 (Stat-Soft Inc., Tulsa, OK, EUA). Anélise de variancia one-way ANOVA
foi utilizada para avaliar o efeito da radiacdo gama nos parametros de DSC, difracdo de raios
X e viscoamilograficas. Os testes de Duncan foram conduzidos para determinar as diferencas
entre as médias a um nivel de confianca de 95% (p < 0,05). A correlacdo de Pearson (r) foi

utilizada para avaliar a forca de correlacdo entre as variaveis de resposta (ITO et al., 2016).

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Termogravimetria e Termogravimetria Derivada (TG/DTG)

Termogravimetria € uma técnica termoanalitica que avalia a variacdo de massa de uma
substancia submetida a uma variacdo de temperatura controlada. Os dados obtidos permitem
estudar a decomposicdo da matéria e os periodos de estabilidade térmica (LIU et al., 2013).
As curvas TG / DTG sdo mostrados na Figura 3.1.

A farinha é uma mistura complexa de diferentes componentes, como amido,
polissacarideos ndo-amilaceos, proteinas, lipidios, vitaminas e minerais (PUNCHA-ARNON,;
UTTAPAP, 2013). Além disso, a farinha de arroz negro contém um alto teor de fibras,
minerais e fitoquimicos, principalmente flavonoides e antocianinas (HAO et al., 2015). Estes
componentes apresentam variacdes especificas nas temperaturas de decomposicdo térmica,

sendo possivel a degradacéo em diferentes etapas de perda de massa.
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Figura 3.1 - Efeitos da radiagdo gama nas curvas TG/DTG da farinha de arroz negro.
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Quatro etapas com perdas de massa foram obsevadas para todas as amostras, que
diferiram do comportamento caracteristico da decomposicdo térmica do amido, que
geralmente ocorrem em trés etapas (BET et al., 2016). Um pequeno deslocamento foi
observado para a segunda perda nas farinhas irradiadas. Os valores obtidos nas curvas
TG/DTG s@o mostrados na Tabela 3.1.

A primeira perda ocorreu em temperaturas similares para todas as amostras e
correspondeu a perda de agua e compostos volateis, como discutido por Bet et al., (2016).

Um pequeno aumento na faixa de estabilidade térmica foi observado para a amostra
irradiada na dose de 2 kGy (até 189 °C). A segunda etapa, com perda de massa entre 4,01 e
4,56%, iniciou logo apds a estabilidade e esta relacionada a decomposicao termo-oxidativa,
principalmente de lipidios (LOPES et al., 2016). As temperaturas calculadas pela DTG
ficaram entre 213-216 °C, correspondendo a taxa maxima de perda. Darfour et al. (2012)
relataram que apos a irradiacdo da farinha de feijdo em doses entre 0,25 e 1,5 kGy, as
amostras apresentavam maior capacidade de absorcdo de 6leo. No presente estudo, isso pode

ter sido associado a segunda perda, onde houve um aumento na faixa de temperatura nas
farinhas irradiadas.
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Tabela 3.1 - Efeitos da radiagdo gama nas curvas TG/DTG da farinha de arroz negro.

AMoStras Resultados TG Resultados DTG

Etapa Am/% AT/°C Tp/°C

Amostra controle 12 10,64 30-148 67,13
Estabilidade - 148-186 -

2°8 4,01 186-238 214,06

32 61,79 238-406 313,93

42 22,15 406-593 488,06

1 kGy 12 9,08 30-144 71,00
Estabilidade - 144-183 -

2°8 4,56 183-244 213,56

32 62,64 244-404 313,51

42 22,24 404-592 487,64

2 kGy 12 9,14 30-146 67,35
Estabilidade - 146-189 -

2°8 4,32 189-247 216,21

32 61,75 247-394 314,60

42 23,39 394-593 472,41

3 kGy 12 10,07 30-145 69,03
Estabilidade - 145-184 -

2°8 4,41 184-240 215,38

ch 61,35 240-400 313,54

42 22,49 400-597 472,29

Nota: Am - perda de massa (%); AT - temperatura de variacdo (°C); Tp - temperatura de pico (°C).

A terceira e quarta etapa, as perdas referem-se a decomposicao e oxidacdo da matéria
organica (LOPES et al., 2016), ocorrendo em temperaturas semelhantes para todas as
amostras. Corradini et al. (2009) sugerem que a degradacdo de compostos como fibras,
proteinas, celulose (310-360 °C) e hemicelulose (240-310 °C) ocorrem durante a terceira
etapa. Além disso, Beninca et al. (2013) relatam ocorrer uma despolimerizacao das cadeias de
amido que compdem as farinhas. Os teores finais de residuos ap6s a decomposicao térmica
(cinzas) da FAN foram de 1,41% para a amostra controle (0 kGy) e 1,48%, 1,40% e 1,68%
para as amostras submetidas a radiacdo gama nas doses de 1, 2 e 3 kGy, respectivamente.

3.3.2 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)
O amido é um ingrediente amplamente utilizado em alimentos para proporcionar

melhor textura, consisténcia e viscosidade, conferir caracteristicas importantes ao arroz, assim

como promover o processo de gelatinizagdo (BAO; AO; JANE, 2005). Este fendmeno pode
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ser avaliado pelo DSC para estudar as temperaturas e a entalpia envolvida neste evento
endotérmico.

As curvas DSC da farinha de arroz negro estdo apresentadas na Figura 3.2. Para todos
os parametros térmicos (inicial To, pico T, e conclusdo T¢) e entalpias de gelatinizagéo
(AHger), as amostras irradiadas (1, 2 e 3 kGy), apresentaram uma pequena diminuigdo

significativa (p < 0,05), quando comparadas a amostra controle (0 kGy) (Tabela 3.2).

Figure 3.2 - Efeitos da radiacdo gama nas curvas DSC da farinha de arroz negro.
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A dose de 1 kGy apresentou os menores valores para T, (62,1 °C) e T, (68.4),
enquanto a amostra controle os maiores valores, T, (62,5 °C) e T, (69,7 °C). Em relagdo ao
comportamento do AHge, houve uma diminui¢cdo com o aumento da irradiagéo (p < 0,05).
Bao; Ao; Jane (2005) também verificaram que 0 AHge diminuiu em farinha de arroz branco
apos a radiacdo gama. O valor de AHg menor foi relatado para amidos de trigo (CIESLA;
ELIASSON, 2002). Rombo; Taylor; Minnaar (2004) estudaram diferentes farinhas e
concluiram que uma diminuicdo na entalpia de gelatinizacdo ocorre devido a diferenca nos
tamanhos dos grénulos de amido ou uma diferenga nos comprimentos das cadeias poliméricas
do amido.

Os efeitos da radiagdo gama nas amostras de farinha de arroz negro causaram uma
ruptura em seus componentes, promovendo uma pequena variagdo na temperatura de

gelatinizacdo da fracdo do amido. As amostras submetidas as doses de 1 e 2 kGy
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apresentaram uma diminuicdo na T,. Essa reducdo pode ser devido a clivagem da
amilopectina, que resulta em cadeias curtas e uma reducdo da fase cristalina (KONG et al.,
2016).

Tabela 3.2 - Efeitos da radiacdo gama nas curvas DSC e cristalinidade relativa da farinha de
arroz negro.

DSC gelatinizacéo DRX
Amostras 1 < -
To/°C Tp/°C Tc/°C AHga/J g Cristalinidade relativa (%)
0kGy 62,5°+0,04 69,7°+0,23 77,8°+0,30 4,4°+0,12 23,1+ 0,05
1kGy 62,1°+0,03 68,4°+0,47 77,3*°+0,82 3,7°+0,37 225%+ 341
2kGy 62,2°+0,05 69,7°+0,09 77,6®°+0,15 3,3°+ 0,07 21,2%° + 0,60
3kGy 62,5°+0,06 68,6°+0,17 77,1°+0,10 3,3°+0,05 17,9°+1,13

Nota — T, . Temperatura inicial, T, — temperarua de pico e T, — temperatura de conclusdo e AHgel — entalpia
de gelatinizacdo, grau de cristalinidade foi calculado em porcentagem. As médias seguidas pelas mesmas
letras ha mesma coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste de Duncan (p <0,05).

A diminuicdo da cristalinidade relativa (p < 0,05) das amostras irradiadas, também
pode ter influenciado a diminuicdo da entalpia de gelatinizagdo, por causa da perda do
dominio cristalino e duplas helices (POLESI et al., 2016). Além disso, os pardmetros AHge €
cristalinidade apresentaram uma correlagdo positiva (r = 0,84), sugerindo que AHge foi
influenciado pela cristalinidade do amido (SINGH et al., 2006).

3.3.3 Difratometria de Raios X (DRX) pelo Método de P6

Os difratogramas de raios X (Figura 3.3) foram utilizados para verificar os principais
picos, assim como calcular o grau de cristalinidade relativa (%) de cada amostra (Tabela 3.2).
Todas as amostras apresentaram padrdes claros de difragcdo tipo A, com picos principais em
15°, 17°, 18° e 23°. Intensidades menores de pico também foram observadas em 20° e 27°.
Segundo Ocloo et al. (2017) este pico observado em 20° indica a presenca de alguns cristais
de amido do tipo V em variedades de arroz.

A radiagdo gama ndo alterou os padrdes de DRX das farinhas de arroz negro,
resultados similares foram encontrados em farinha de arroz branco (BAO; AO; JANE, 2005)
com cultivares de arroz de Gana (OCLOO et al., 2017), com amido de arroz (POLESI et al.,
2016) e com amido de milho (CHUNG; LIU, 2009; LIU et al., 2012).
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Figura 3.3 - Efeitos da radiacdo gama nos padrdes dos difratogramas de raios X da farinha de
arroz negro.
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A amostra controle (0 kGy) apresentou uma cristalinidade relativa superior aos valores
relatados para farinha de arroz Yu et al. (2012), os quais relataram que as diferencas
encontradas no grau de cristalinidade podem estar associadas a presenca de outros
componentes na farinha, como proteinas e lipidios.

Os valores de cristalinidade relativa para as amostras analisadas variaram de 17,9% a
23,1% (Tabela 2). As amostras da farinha irradiada (1 kGy, 2 kGy e 3 kGy) apresentaram
menor cristalinidade (p < 0,05) em comparacdo com a amostra controle (0 kGy). Chung e Liu
(2009) encontraram valores mais baixos de cristalinidade com o aumento das doses de
radiacdo gama e atribuiram esse fato a rupturas nas regides cristalinas no interior dos granulos
de amido.

Vaérios estudos apresentam distintos resultados para a cristalinidade. A irradiacao
degrada a estrutura cristalina e a regido amorfa dos granulos de amido, o que leva a um
aumento ou diminuicdo da cristalinidade, dependendo da regido alcancada. Além da fonte
boténica, a taxa de dose desempenha um papel importante na cristalinidade, pois ocorre maior

recombinacéo entre as moléculas de amido em baixas dosagens (CHUNG,; LIU, 2009).

3.3.4 Analise Morfologica e Distribuicdo do Tamanho de Particula

As microimagens (FEG-SEM) da Figura 3.4 mostram uma composi¢do organica e
heterogénea, com aglomerados de particulas que possuem formas e tamanhos irregulares,
caracteristicos das amostras de farinha de arroz negro. A amostra controle (0 kGy), apresentou

uma estrutura continua com os granulos de amido circundados por proteinas (WU et al.,



78

2013). Algumas mudancas ocorreram apds a radiacdo gama, como rachaduras, poros e

fragmentos menores.

Figura 3.4 — Efeitos da radiacdo gama na morfologia da farinha de arroz negro.
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Na amostra de controle, as particulas apresentaram-se maiores, contudo, com o
aumento das doses, houve maiores fissuras superficiais. Nas doses de 1kGy, 2kGy e 3 kGy
ocorreu acumulo de fragmentos menores, que resultaram em rachaduras, poros e
irregularidades na superficie.

Estes dados estdo de acordo com os resultados obtidos pelo analisador de tamanho de
particula (Tabela 3.3). Em relagdo aos tamanhos médios dos grénulos, houve uma reducdo

significativa com o aumento das doses de radiacéo (p < 0,05).
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Tabela 3.3 — Efeitos da radiacdo gama no tamanho de particulas da farinha de arroz negro

Amostras Distribuicdo do tamanho de particulas (um=DP)

D10 D50 D90
0 kGy 5,07°+ 0,29 19,96°+ 2,77 70,32°+ 3,55
1kGy  457*+0,36 19,67%+ 0,47 67,06°+ 3,41
2kGy  4,41°+5,04 17,85+ 0,02 40,46°+ 0,10
3kGy  4,53°+0,25 7,45°+ 3,41 10,48 + 3,98
Nota: D10 - menor tamanho de particula; D50 - didmetro mediano; D90 - maior tamanho de particula. DP -

desvio padrdo; As médias seguidas pelas mesmas letras na mesma coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste
de Duncan (p < 0,05).

Ashwar et al. (2014) relataram que as rachaduras na superficie podem ser proveniente
do efeito da radiacdo gama altamente energética e penetrante. Essas alteracfes foram
associadas a radicais livres gerados pela irradiacdo, clivando as ligacGes glicosidicas das
grandes moléculas de amido. Alguns granulos apresentaram fissuras ao longo das moléculas
clivadas, o que pode contribuir para a formacéo da dextrina (KIM et al., 2015). Esse tipo de
quebra resultou em um aumento no nimero de particulas pequenas nas amostras da farinha de

arroz negro.

3.3.5 Propriedades Viscoamilograficas

As propriedades de pasta da FAN estdo apresentadas na Figura 3.5 e Tabela 3.4.
Foram encontradas diferencas significativas (p < 0,05) em todos os parametros avaliados
(temperatura de pasta, viscosidade de pico, retrogradacdo, quebra e viscosidade final). Estes
resultados estdo de acordo com estudos anteriores, sobre os efeitos da irradiacdo nas
propriedades viscoamilograficas em farinhas de arroz (BAO; AO; JANE, 2005; OCLOO et
al., 2017).

Em todos os parametros avaliados ocorreu uma diminuicdo continua com o aumento
das doses, com excec¢do da temperatura de pasta, que aumentou com a radiacdo gama (Tabela
3.4). A temperatura de pasta foi negativamente correlacionada com a viscosidade de pico,
retrogradacéo, quebra e viscosidade final, estando de acordo com resultados encontrados por
Singh et al. (2006). Os radicais livres gerados durante a modificagcdo pela irradiacéo da
farinha podem promover a clivagem das ligagdes glicosidicas de amilose e amilopectina, que
sdo os principais componentes do amido, reduzindo a massa molecular e consequentemente
diminuindo a viscosidade da pasta, exigindo temperaturas mais elevadas para a formagéo de
gel (POLESI et al., 2016). As temperaturas de pasta foram maiores do que a T, obtidas por
DSC, o mesmo ocorreu com o estudo de Singh et al. (2006).
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Figura 3.5 - Efeitos da radiagdo gama nas curvas de RVA da farinha de arroz negro.
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Tabela 3.4 - Efeitos da radiacdo gama nas propriedades viscoamilograficas da farinha de arroz
negro.

Amostras T;gnpp:s'g;géa V';?gs;gqid;sde Retogradacdo/mPa.s Quebra/mPa.s ;{;ﬁ?ﬂ?ﬁgg
0kGy  92,9°+0,21 422°+ 2,82 481°+ 0,41 90°+ 1,20 813+ 0,21
1kGy  93,7°+0,28 281°+ 1,41 358°+ 0,40 80°+ 1,40 559° + 0,25
2kGy  94,8°+0,27 166°+ 2,83 267°+ 0,28 71°+1.21 362°+ 0,28
3kGy  950°+0,28 124°+ 121 191+ 0,08 74°£ 212 241°+ 0,58

Nota: mPa.s - millipascal segundo; s — segundos; As médias seguidas pelas mesmas letras na mesma coluna ndo
diferem estatisticamente pelo teste de Duncan (p < 0,05).

A diminuicdo da viscosidade de pico, retrogradacdo, quebra e viscosidade final nas
amostras irradiadas pode estar associada a despolimerizacdo parcial das moléculas de amido
de arroz devido as rupturas das cadeias (OCLOO et al., 2017). Segundo Chung e Liu (2009),
a reducdo na viscosidade de pico ap0s a irradiacdo pode ser por consequéncia de uma
degradacdo do amido, bem como a reducdo do poder de inchamento.

Liu et al. (2012) relatam que a tendéncia a retrogradacéo e a viscosidade final fornece
uma indicacdo sobre a estabilidade viscoamilografica do amido e a tendéncia dos granulos
resistirem a forca de cisalhamento durante o processo de aquecimento. No entanto, a maior
quebra da viscosidade (breakdown) das amostras irradiadas pode indicar um rompimento ou

enfraquecimento das forcas de ligacdo (ligacbes de hidrogénio) nos granulos de amido
(BHAT et al., 2016).
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Segundo Bhat et al. (2016) a diminuicdo na tendéncia a retrogradacédo e viscosidade
final ocorrem principalmente devido a reordenacdo ou polimerizacdo de amilose e
amilopectina lixiviadas. Isso pode diminuir devido a degradacdo, bem como ao encurtamento

das cadeias ramificadas da amilopectina.
3.4 CONCLUSAO

Os efeitos do radioisotopo ®°Co na farinha de arroz negro foram investigados
considerando-se as propriedades termoanaliticas, estruturais e viscoamilograficas. As curvas
termogravimétricas mostraram quatro perdas de massa em reagdes consecutivas. Um pequeno
deslocamento foi observado para a segunda perda, que ocorreu nas farinhas irradiadas. As
amostras mostraram pequenas mudangas em todos os parametros térmicos (To, Te, Tp, €
Ang|).

As farinhas de arroz negro exibiram padrfes claros de difracdo tipo A e a radiagéo
gama diminuiu o grau de cristalinidade relativa. As microimagens mostraram um composto de
material organico e heterogéneo, que apos a radiacdo gama ocorreram rachaduras, poros e
diminuicdo do tamanho médio dos granulos. As propriedades de pasta diminuiram
significativamente com a irradiacdo. A diminuicdo na tendéncia a retrogradacdo e quebra da
viscosidade apos a irradiacdo sugerirem melhorar a qualidade dos alimentos.

A radiacdo gama pode ser uma ferramenta Gtil para modificar as farinhas de arroz para
atender as crescentes demandas da industria de alimentos. Este estudo mostrou que a farinha
de arroz negro irradiada pode ser utilizada em formulacgdes de alimentos isentos de gluten, que
requerem baixa viscosidade, como mingaus e alimentos infantis, proporcionando beneficios

adicionais a saude dos consumidores.
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CAPITULO IV

EFEITOS DA RADIACAO GAMA NA CINETICA DE DEGRADACAO E
ESTABILIDADE DE COMPOSTOS FENOLICOS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
DURANTE O ARMAZENAMENTO DA FARINHA DE ARROZ NEGRO

O conteldo deste capitulo foi publicado na revista Brazilian Archives of Biology and
Technology (doi: 10.1590/1678-4324-2019180470), anexo C.
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EFEITOS DA RADIACAO GAMA NA CINETICA DE DEGRADACAO E
ESTABILIDADE DE COMPOSTOS FENOLICOS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
DURANTE O ARMAZENAMENTO DA FARINHA DE ARROZ NEGRO

RESUMO

Os efeitos da radiacdo gama nas doses de 0, 1, 2 e 3 kGy na cinética de degradacdo térmica e
estabilidade das antocianinas, a estabilidade de compostos fendlicos totais (CFT) e atividade
antioxidante em diferentes temperaturas (4, 25, 35 e 45 °C), durante o armazenamento (120
dias) da farinha de arroz negro, foram avaliados. Esta farinha pode ser utilizada como
ingrediente em produto funcional e isento de glaten, com maior valor nutricional. Para isso, é
necessario preservar o contetido total de antocianinas (CTA) durante o processamento térmico
e tempo de prateleira. No tempo 0, a dose de 3 kGy apresentou maior teor de compostos
bioativos, exceto para CFT. Durante o armazenamento de 120 dias, em diferentes
temperaturas, ocorreram perdas gradativas em todos os parametros analisados. Em relacao ao
CTA e CFT, a amostra de 1 kGy apresentou melhor estabilidade. Os dados cinéticos
indicaram uma reacdo de primeira ordem para a degradacdo térmica das antocianinas. A
combinacédo da radiacdo gama com diferentes temperaturas pode melhorar o prazo de validade
da farinha de arroz negro.

Palavras-chave: Antocianinas; Compostos bioativos; Estabilidade; Irradiacdo; Parametros
termodinamicos.

ABSTRACT

The effects of gamma radiation at doses 0, 1, 2 and 3 kGy were used to evaluate the stability
and thermal degradation kinetics of anthocyanins, as well as the stability of total phenolic
compounds (TPC) and antioxidant activity at different temperatures (4, 25, 35 and 45 °C)
during the storage (120 days) of black rice flour. This flour can be used as ingredient for
gluten-free cereal products with higher nutritional value. For this it is necessary to preserve
the total anthocyanin content (TAC) during thermal processing and shelf-life periods. At time
0, the dose of 3 kGy provided all of the most available bioactive compounds, raising their
antioxidant potential, except for TPC. During the storage at different temperatures up to 120
days, gradual losses occurred in all the analysed parameters. Regarding the TAC and TPC, the
sample irradiated with a 1 kGy dose remained most stable. The analysis of kinetic data
indicated a first-order reaction for the degradation of anthocyanins. The combination of
irradiation with different temperatures may improve the shelf-life of black rice flour.

Keywords: Anthocyanins; Bioactive compounds; Irradiation; Stability; Thermodynamic parameters.
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4.1 INTRODUCAO

Variedades de arroz pigmentado, como o arroz negro, sao fontes de antocianinas,
flavondides, tocoferois e vitaminas (B e E) (HAO et al., 2015; BOLEA et al., 2016). Tais
antioxidantes agem contra possiveis efeitos nocivos causados pelos radicais livres e estdo
diretamente relacionados na prevencdo de diversas doencas, como o diabetes tipo I,
obesidade, doenca cardiovascular, cancer, entre outros (ZHANG et al., 2010; WALTER e
MARCHESAN, 2011; HAO et al., 2015).

As antocianinas sdo pigmentos vermelhos e roxos escuros, as quais sao utilizadas pela
industria de alimentos como substitutos naturais dos corantes sintéticos (ITO et al., 2018).
Dentro deste contexto, existe uma necessidade de preservar o teor de antocianinas durante o
processamento térmico, assim como, em periodos prolongados de armazenamento. Pois, este
pigmento é reativo e pode ser degradado em compostos incolores ou de cor marrom. A
estabilidade dos compostos bioativos em alimentos é influenciada por diversos fatores,
incluindo condi¢bes de processamento e armazenamento, propriedades fisico-quimicas,
presenca de copigmentos e ions metalicos (KiRCA; OZKAN; CEMEROGLU, 2007;
MARTYNENKO; CHEN, 2016).

O estudo da cinética de degradacdo (constante de reacdo (k) em funcdo das
temperaturas de armazenamento, energia de ativacdo (E,) e meia vida (ti,), bem como o0s
parametros termodindmicos (energia livre (AG), entalpia (AH) e entropia (AS)), fornecem
informac@es significativas sobre a estabilidade térmica das antocianinas (MARTYNENKO;
CHEN, 2016). Para aumentar a vida til dos alimentos, a radiagdo gama (tratamento fisico e
ndo térmico), é bem estabelecida para conservacdo de alimentos, reduzindo ou esterilizando o
alimento e, principalmente, mantendo a qualidade dos alimentos (ITO et al., 2017).

Na literatura ha diversos trabalhos que abordam o efeito positivo da radiacdo gama,
nos compostos bioativos com potencial antioxidante, em diferentes matérias-primas, como a
soja (DIXIT et al., 2010), o arroz integral (SHAO et al., 2013) e cogumelo (KHAN et al.,
2015). Até o presente momento, poucas sdo as informacgdes sobre o efeito da irradiacdo na
cinética de degradacdo dos compostos bioativos durante o armazenamento de variedades
pigmentadas de arroz. Assim, o objetivo deste trabalho foi investigar os efeitos da radiacéo
gama na cinética de degradacdo térmica e estabilidade de antocianinas, bem como a
estabilidade de compostos fenolicos totais e atividade antioxidante, em diferentes

temperaturas durante o armazenamento da farinha de arroz negro.
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4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Reagentes

Reagente de Folin-Ciocalteu, DPPH (2,2- difenil-2-picrilhidrazil), Trolox (6 -hidroxi -
2,5,7,8 -tetrametilcromano - 2-carboxilico), TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina), cianidina-3-
glucosideo, acido galico, quercetina, foram adquiridos da Sigma-Aldrich (EUA). Metanol,
acetonitrila e &cido acético foram de grau CLAE, enquanto que os outros reagentes utilizados
no experimento foram de grau analitico. As solucbes aquosas foram preparadas com agua
ultra pura (Milli-Q).

4.2.2 Preparacdo e Irradiacdo da Amostra

O arroz negro biodinamico utilizado nos experimentos foi adquirido no mercado
municipal de Curitiba, Parand, Brasil. A metodologia para a preparacdo da farinha de arroz
negro (FAN) e o processo de irradiagéo foi conforme Ito et al. (2018). A farinha foi separada
e embalada a vacuo, com 200 gramas em cada embalagem, em pequenos sacos de poliéster
laminados, com vedacao hermética e protecao contra a luz. As farinhas foram ento irradiadas
comdoses de 0, 1, 2 e 3 kGy.

4.2.3 Estabilidade e Condicbes de Armazenamento

Para compreender o efeito da radiacdo gama na estabilidade da FAN, foram avaliadas
quatro doses (0, 1, 2 e 3 kGy), quatro temperaturas (4, 25, 35 e 45 °C) e dois periodos de
armazenamento (0 e 120 dias). Apos a irradiacéo, todas as amostras foram mantidas a 25 * 2
°C e analisadas (primeiro periodo). Entdo, as amostras foram submetidas a diferentes
temperaturas de armazenamento, em incubadora BOD (SP-500 SP Labor, Brasil) e estufas de
circulacéo de ar:

e 4+ 2 °C: temperatura de refrigeracdo (simular o uso da farinha como um ingrediente
em produtos armazenados em baixa temperatura);

e 25+ 2 °C: temperatura ambiente;

e 35 * 2 °C: é uma das temperaturas para prazo de validade acelerada (TONON;

BRABET; HUBINGER, 2010);
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e 45+ 2 °C: temperatura inicial para degradacdo das antocianinas.

4.2.4 Extracdo das Antocianinas

As antocianinas foram extraidas de acordo com Shao et al. (2014), com pequenas
alterages. Resumidamente, 0,5 g de FAN foram extraidas duas vezes com 15 mL de solucéo
de metanol e HCI (1 mol L™) (85:15, v v'!), em agitac&o durante 45 min, com protegdo contra
a luz. As amostras foram entéo centrifugadas a 5000 x g (HIMAC CR-GI|I, Hitachi, Ibaraki,
Japdo) durante 20 min a 20 °C. A mistura foi filtrada em vacuo com auxilio de um filtro com
seringa de nylon de 0,22 um (Waters, Milford, MA, EUA). O extrato foi corrigido para um
volume final de 50 mL com o solvente de extracao.

Os extratos das amostras (em seus respectivos tratamentos) foram analisados quanto
ao contedo total de antocianinas (CTA), cianidina-3-glicosideo (C3G), flavonoides totais
(FT), compostos fendlicos totais (CFT), atividade antioxidante pelos ensaios ABTS e FRAP.

Todas as analises foram realizadas em triplicata.

4.2.5 Determinacgdo do Contetido Total de Antocianinas (CTA)

O CTA foi determinado de acordo com o método espectrofotométrico de pH diferencial,
(GIUSTI; WROLSTAD, 2001), adaptado para microplacas. Primeiramente, duas solucgdes
foram preparadas: tampdo com pH 1,0 (0,025 mol L™ de KCI, acidificado com HCI) e outro
tampdo com pH 4,5 (0,4 mol L™ de acetato de sédio, acidificado com HCI). Em seguida,
aliquotas do extrato (descrito na secdo 2.3) foram transferidos para uma microplaca de 96
pocos com 290 uL das solugbes tampbes (pH 1,0 e 4,5) e deixadas em repouso durante 30
min. A absorbancia foi medida a 520 e 700 nm utilizando um leitor de microplacas (Epoch,
Synergy-BioTek, Winooski, VT, USA). O CTA foi determinado conforme Shao et al. (2014)

e expresso como equivalente a cianidina-3-glicosideo.
4.2.6 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) das Antocianinas
Os extratos das antocianinas também foram submetidos a analise por CLAE, de

acordo com o método descrito por Pedro; Granato; Rosso (2016), com pequenas alteracfes. A

analise foi realizada em um modulo de separacdo da Alliance 2695 (Waters, Milford, MA,
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EUA) acoplado a um detector de fotodiodo (modelo PDA 2998, Waters, Milford, MA, EUA),
uma bomba quaternaria e um auto injetor foi utilizado. Primeiramente, os extratos foram
filtrados usando uma membrana de nylon 0,22 um e, em seguida, 10 uL de amostra foram
injetados no sistema de CLAE. A separacéo foi entdo realizada usando uma coluna XTerra®
MS C18 com dimensoes de 4,6 x 250 mm, 5 um (Waters, Milford, MA, EUA) mantida a 20
°C com fluxo de 1,0 mL min™. A fase mével consistiu em A (0,1% de &cido formico) e B
(acetonitrilo). O seguinte gradiente foi aplicado: 3-22% de B (0-5 min), 22-35% de B (5-15
min), seguido de lavagem e recondicionamento da coluna. As antocianinas foram
identificadas e quantificadas em 515 nm com um detector DAD comparando o tempo de
retencdo com o padrdo de cianidina-3-glicosideo na faixa de concentracdo de 0,01 a 0,25 mg

L™ ! (y = 25482x - 20152; R? = 0.999) . Um exemplo do cromatograma esta representado na
Figura 4.1.

Figura 4.1 - Cromatograma do extrato de antocianina da farinha de arroz negro a 515 nm.
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4.2.7 Anédlise Termodinamica e Cinética de Degradacao Térmica

A degradagdo térmica das antocianinas da farinha de arroz negro foi avaliada pela
seguinte equacdo de primeira ordem, segundo Patras et al. (2010).

Ci= Co exp (-kt) @

onde C; é o contelido de antocianina no tempo de reacdo () (mgC3G.g™) e Co é 0 contetido

inicial de antocianina (mgC3G.g™). A variagdo de k é a constante de taxa dependente da
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temperatura (dia), e t é o tempo de aquecimento (dia). A meia-vida (t1,) das antocianinas

durante o aquecimento foi expressa de acordo com a Equacéo 2:

ty2=-In(0.5)
k (2

O efeito da temperatura na cinética da degradacdo de antocianinas foi calculado
seguindo as constantes obtidas da Equacdo (1), e foram ajustados a uma Equacdo de
Arrhenius (3):

Ink =Inko — % 3)

onde, E, é a energia de ativacdo de Arrhenius (kJ mol™); R é a constante universal de gas
(8,314 J mol™ K); T é a temperatura absoluta (K). A energia de ativacio foi determinada
plotando In (k) contra 1/T conforme a Equagéo (3).

Os parametros termodindmicos como entalpia de ativacio (AH"), energia livre de
inativagio (AG") e entropia de ativagio (AS"), foram determinados de acordo com as
Equacdes 4 - 6, conforme descrito por Labuza (1980):

AH* = Ea- RT (4)

AG* = —R-T-ln(%) (5)

onde h é constante de Planck (6,62 x 1034 J s) e kg ¢ a constante de Boltzmann (1,38 x 102 J
K.
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4.2.8 Determinacdo de Flavonoides Totais (FT) e Compostos Fenolicos Totais (CFT)

O contetdo de FT da farinha de arroz negro foi quantificado por espectrofotometria
UV-Vis (Shimadzu UV-1800) a 374 nm e determinados conforme Lees e Francis (1972).
Foram expressos em mg de equivalentes de quercetina (QE) por g de farinha de arroz negro.

O conteudo de CFT foi determinado utilizando Folin-Ciocalteu descrito por Singleton
& Rossi (1965), com algumas modificages. As medicOes foram realizadas utilizando um
leitor de microplacas, apos 1 hora de reacdo a absorbancia foi registada a um comprimento de
onda de 720 nm. Os valores de absorbancia da amostra foram comparados com uma curva de
calibracdo do acido galico (GA) e os resultados foram expressos em mg de equivalentes de

4cido galico (GAE) por grama de farinha de arroz negro (mg GAE g™).
4.2.9 Atividade Antioxidante in vitro

A atividade antioxidante foi determinada pelo método de potencial antioxidante de
reducdo do ferro (FRAP), conforme descrito por Benzie e Strain (1996), com algumas
modificacdes. A absorbancia foi registada a um comprimento de onda de 593 nm apos a
solucdo ficar em repouso no escuro durante 2 horas. Uma curva padrdo (FRAP = 0,001 x
absorbancia; R* = 0,991; p < 0,001) foi plotada usando diferentes concentracdes de Trolox
(0,1-1,0 mmol L™). Os resultados foram expressos em equivalentes de pmol Trolox por grama
de amostra (umolTE g™%).

A habilidade na eliminacédo dos radicais livres pelo método de descoloracao do radical
cation ABTS ((2,2'azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico)), foi determinada pelo
método descrito por Re et al. (1999), com modificacbes. A absorbancia foi registada a um
comprimento de onda de 734 nm apds a solugdo ficar em repouso no escuro durante 30 min.
Os resultados foram comparados com uma curva padrdo (Trolox 100-1000 pumol L™) e

expressos em pmol Trolox equivalente por g de farinha de arroz negro (umol TE g™).
4.2.10 Anélise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo. One-way ANOVA foi
realizada para avaliar o efeito da radiacdo gama em todos os parametros. Os testes de Duncan
foram conduzidos para determinar as diferencas entre as médias a um nivel de confianca de

95% (p < 0,05). A correlacdo de Pearson (r) foi utilizada para avaliar o grau de associagédo
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entre as variaveis de resposta (ITO et al., 2016). O modelo dos pardmetros ajustados nas
equacOes foi determinado por regressdo de quadrados ndo lineares usando o algoritmo de
Gauss-Newton ou por regressbes de quadrados lineares. A significancia estatistica das
equacdes foi examinada por ANOVA, o ajuste foi baseado no coeficiente de regresséo (R?).
Todas as analises foram realizadas utilizando o software STATISTICA v.13.3 (TIBCO
Software Inc., Palo Alto, CA, EUA).

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAQ

4.3.1 Efeitos da Radiacdo Gama na Estabilidade das Antocianinas

Os efeitos da radiacdo gama foram avaliados na estabilidade das antocianinas em
diferentes temperaturas durante o armazenamento da farinha de arroz negro. Para o contetido
total de antocianinas (CTA) observou-se que as amostras com a dose de 3 kGy apresentaram
maiores valores em comparacdo com as amostras tratadas com doses de 0, 1 e 2 kGy,
conforme apresentado na Tabela 4.1. Houve uma reducdo significativa no CTA para todas as
amostras (p < 0,05) conforme o0 aumento da temperatura e do armazenamento.

Para as temperaturas de 4 e 25 °C no tempo final (120 dias), todas as amostras
apresentaram maiores valores quando comparadas com as demais temperaturas (35 e 45 °C).
A amostra controle (0 kGy) apresentou a maior reducdo do contedo total de antocianinas
(13,08 - 20,91%) para todas as temperaturas. A amostra irradiada com 1 kGy permaneceu
mais estavel em relacdo as temperaturas de armazenamento (4, 25 e 35 °C), especialmente a 4
°C, com uma perda de apenas 9,33%. Esta diminuicdo do CTA pode ter sido devido a
estrutura polifendlica, as quais sdo wvulneraveis a degradacdo oxidativa durante o
armazenamento. Além disso, temperaturas elevadas podem desestabilizar as estruturas das
antocianinas, contribuindo para a sua degradacdo (PEDRO; GRANATO; ROSSO, 2016).
Resultados semelhantes foram observados por Norkaew et al. (2017), que relataram que o
armazenamento a 30 °C reduziu 18% do teor de antocianinas no arroz negro.

Ao avaliar arroz negro, Zhang et al. (2010) constataram que 99,5 - 99,9% do total de
antocianinas estavam na forma livre. A principal antocianina desta variedade de arroz
pigmentado é a cianidina-3-glicosideo (C3G), representando 88% do conteldo total de
antocianinas (ABDEL-AAL; YOUNG; RABALSKI, 2006). Outras antocianinas também

foram identificadas em quantidades menores, como a peonidina-3-glicosideo, cianidina-3-
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rutinosideo, cianidina-3,5-diglucosideo (HOU et al., 2013), malvidina-3-glicosideo e
petunidina-3-glicosideo (CHEN et al., 2012). Os resultados obtidos por CLAE para cianidina-
3-glicosideo (C3G) estdo na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 - Efeitos da radiacdo gama no conteudo total de antocianinas (CTA) e cianindina-
3-glicosideo (C3G), nas temperaturas de 4, 25, 35 e 45 °C, no inicio (t) e final do
armazenamento (tr) da farinha de arroz negro.

to (0 dia) t; (120 dias)
R Doses o o o o

Parametros (KGy) 4(°C) 25(°C) 35(°C) 45(°C)
0 1,81%+0,01 157°+0,02 1,52°°+0,01 1,43%+0,01 1,43““+0,02
CTA 1 1,76%+0,01 1,60"%°+0,01 1,58%+0,01 1,55"+0,01 1,42°°+0,02
(mgC3G.gh) 2 1,81%+0,01 1,585"+0,01 1,58%°+0,02 1,54°°+0,02 1,46%+0,02
3 1,84"+001 1,62°°+0,01 1,63°+001 156°+0,01 1,55°+0,01
0 1,30%+0,02 1,24%+0,02 1,26°°+0,01 1,17°°+0,02 1,15°+0,01
C3G 1 1,37%+0,01 1,29%°+001 1,32"°+0,01 1,30"+0,02 1,30"°+0,02
(mg.g™) 2 142%%0,02 128™+0,02 1,31"%0,03 1,31"°+0,01 1,31°°+0,02
3 143%+001 1,29%°+0,01 1,33"°+0,02 1,31"°+0,03 1,31"°+0,01

Nota - Os resultados sdo expressos como média + desvio padrao; Letras mailsculas diferentes na mesma coluna
indicam diferenca significativa entre as doses; Letras minasculas diferentes na mesma linha indicam diferenga
significativa entre as temperaturas e o tempo. As diferencas significativas a um nivel de 5% foram realizadas
pelo teste de Duncan.

O efeito da irradiacdo e das temperaturas de armazenamento para a C3G foi
semelhante ao comportamento do CTA. Ou seja, as amostras irradiadas com 3 kGy (tempo 0)
apresentaram os maiores valores, ocorrendo uma reducdo significativa no conteudo de C3G
para todas as amostras (p < 0,05) conforme o aumento da temperatura e do armazenamento. A
amostra controle (0 kGy) apresentou a maior redugdo de C3G (10% e 11,54% para as
temperaturas de 35 e 45 °C, respectivamente).

Rodriguez-Pérez et al. (2015) avaliaram o tempo de prateleira de xarope de cereja
irradiado (5 kGy) e armazenado (6 meses, 25 °C), houve um aumento significativo no
contetdo de proantocianidinas apds a irradiacdo. Os autores concluiram que 0s compostos
eram altamente resistentes a irradiagdo gama ap6s um més de armazenamento a temperatura
ambiente. Tiwari et al. (2009) relataram que os efeitos da irradiacdo nas antocianinas podem
ser diferentes para cada fonte boténica, e que os diglicosideos sdo estaveis em relacdo as

doses de irradiacdo quando comparados aos monoglicosideos.
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4.3.2 Efeitos da Radiacdo Gama na Cinética de Degradacdo Térmica do Conteddo Total de
Antocianinas (CTA)

Conforme Bolea et al. (2016) os modelos cinéticos séo frequentemente utilizados para
uma avaliacdo rapida e econdmica para seguranca de alimentos. No presente estudo, a
degradacdo do CTA (Figura 4.2) foi ajustada de acordo com o modelo cinético de primeira
ordem, mostrando uma degradacdo linear em relacdo ao tempo. Estes resultados estdo de
acordo com trabalhos que fizeram uso do modelo cinético de primeira ordem para ajustar a
degradacéo térmica de fitoquimicos em arroz negro (HOU et al., 2013; BOLEA et al. 2016;
LOYPIMAI; MOONGNGARM; CHOTTANOM, 2016). As constantes de velocidade da
reacao de primeira ordem (k) da farinha de arroz negro estdo na Tabela 4.2.

Figura 4.2 — Degradacéo térmica do conteldo total de antocianinas (CTA) da farinha de arroz
negro durante o armazenamento.
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A constante da reacéo cinética (k) € um indicador que prediz a degradacéo térmica das
antocianinas em produtos alimenticios, um valor baixo significa ser melhor para a estabilidade
das antocianinas (LOYPIMAI; MOONGNGARM; CHOTTANOM, 2016). Os valores de k
mostraram que a estabilidade térmica do CTA diminuiram com o aumento das temperaturas
(especialmente a 35 e 45 °C) e que o tempo de meia-vida (t12) para as amostras irradiadas
foram maiores, indicando que a degradacdo ocorre em maiores temperaturas de
armazenamento. No entanto, o uso de irradiacdo gama no arroz negro ajudou a preservar as
antocianinas.

A influéncia da temperatura na energia de ativacdo (E,), ajustada pela equacdo de
Arrhenius, é comumente usada para energia necessaria a fim de atingir o estado de transicédo
de uma reacdo (KIRCA; OZKAN; CEMEROGLU, 2007). Assim como foi observado para os
valores de k e o tempo de meia-vida (t12), 0 maior valor para E, também foi encontrado na
dose de 1 kGy (7,9725 kJ mol™). Segundo Zhou et al. (2017) um maior valor de E, indica que

a reacdo de degradacdo das antocianinas esta mais suscetivel para o aumento de temperatura.

Tabela 4.2 — Parametros da cinética de degradacdo e energia de ativacdo (E,) do contetdo
total de antocianinas (CTA) da farinha de arroz negro, nas temperaturas de 4, 25, 35 e 45 °C,
durante o armazenamento de 120 dias.

Doses Temperatura (°C) k (dias™)  ti (dias) R>  Ea(kJ mol?)

4 00012 58297 09299
25 00013 52831 07391
Okey 35 0,0017 41556 07870 9330
45 00018 38572 08186
4 00009 761,70 08788
25 00009  787.67 09483
1KG : : : 7.9725
y 35 00009 73427 06711
45 00016 43053 08449
4 00011 616,68 009157
25 00010 70370 08474
2 kCy 35 00012 57955 06785 2%
45 00017 40511 08224
4 00011 65639 009164
25 00009 74935 08649
k b ] 1
3koy 35 00013 52711 07830  >°®
45 00014 49724 07805

Para verificar se os modelos cinéticos desenvolvidos foram termodinamicamente

possiveis, realizou-se a estimativa da entalpia de ativagio (AH"), da energia livre de Gibbs
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(AG") e da entropia de ativa¢io (AS™) (Tabela 3). AH” representa a diferenca de energia entre
o reagente e o complexo ativado (ZHOU et al., 2017). No presente estudo, os valores de AH”
foram positivos e variaram de 2,66 a 5,67 ki mol™, o que revelou que a degradacdo da
antocianina mostrou reacdo endotérmica (QIU et al., 2018). A energia livre de Gibbs (AG") é
0 parametro importante para medir a espontaneidade da reacdo quimica (KiIRCA; OZKAN;
CEMEROGLU, 2007), valores positivos de AG” (de 83,23 a 95,48 kJ mol™) significam que a
degradacdo da antocianina é uma reacdo ndo espontanea. A entropia de ativacio (ASY)
mensura a variagdo de desordem das moléculas no sistema (KiRCA; OZKAN;
CEMEROGLU, 2007). Todos os valores negativos de AS” (de -281,91 a -293,51 J mol-1 K*})
encontrados mostraram uma menor liberdade estrutural do que os reagentes, o que confirma
que este é um processo irreversivel. O mesmo comportamento foi relatado por Turturicd et al.,
(2016).

Tabela 4.3 - Pardmetros termodinamicos do conteudo total de antocianinas (CTA) da farinha
de arroz negro armazenada em temperaturas de 4, 25, 35 e 45 °C durante 120 dias.

Parametros Doses Temperaturas
(kGy) 4(°C) 25(°C)  35(°C) 45(°C)
0 5.33 5,15 5,07 4,99
, B 1 5.67 5.49 5.41 5,33
AH" (kJ mol™) 2 3.91 3.74 3.66 3.57
3 3.00 283 274 2,66
0 83,23 80,47 91,94 94,81
, B 1 83.84 90,46 93.40 95.10
AG” (ki mol™) 2 83,36 90,18 92.79 94,94
3 83.50 90,34 92.55 95.48
0 28107 28280 28191  -28233
. 1 1 28207 28498  -28554  -282.18
AS" (J mol™K™) 2 286,64  -28092  -289026  -287.18
3 20045 29351  -29144  -291.76

Nota: entalpia de ativacdo - AH”; energia livre de Gibbs - AG”"; entropia de ativagdo - AS”.

A estabilidade dos pigmentos de antocianina € influenciada por varios fatores, como
tratamento térmico, temperatura de armazenamento, luz, pH, estrutura quimica, oxigénio,
solventes, presenca de enzimas, proteinas, flavonoides e ions metalicos (LOYPIMALI,
MOONGNGARM; CHOTTANOM, 2016), também esta relacionada a sua estrutura e
capacidade de copigmentacdo. Fontes alimentares com alto teor de antocianinas contém
diferentes compostos que atuam como copolimeros para a associacdo intermolecular com as
antocianinas (HOU et al., 2013). Hiemori; Koh; Mitchell (2009) sugerem que a estabilidade
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das antocianinas aumenta com um maior numero de grupo metoxil no anel B, e diminui com

um maior nimero de grupos hidroxila livres no anel B.

4.3.3 Efeitos da Radiagdo Gama na Estabilidade dos Compostos Fenolicos e Atividade

Antioxidante

A Tabela 4.4 apresenta o total de flavonoides (TF), compostos fendlicos totais (CFT) e
atividade antioxidante in vitro, pelos métodos de ABTS e FRAP, 0s quais apresentaram

diferentes comportamentos em relacéo a irradiacdo e as temperaturas de armazenamento.

Tabela 4.4 - Efeitos da radiacdo gama no conteudo de flavondides totais (FT), compostos
fendlicos totais (CFT) e atividade antioxidante, nas temperaturas de 4, 25, 35 e 45 °C, no
inicio (tp) e final do armazenamento (tf) da farinha de arroz negro.

1o (0 dias) t; (120 dias)
R Doses o o o o

Pardmetros (kGy) 4(°C) 25(°C) 35(°C) 45(°C)
0 0,60%+0,03  0,44%°+0,01  0,49%°+0,02 0,62"%+0,04  0,57°°+0,03
FT 1 0,625%+0,02  0,48"°+0,02 0,52°%°+0,03 0,62"°+0,01  0,61%%+0,01
(mgQE.gh) 2 0,65"%+0,01  0,48°%°+0,04 0,53"®"+0,03 0,63**+0,03 0,62"%%+0,03
3 0,65%+0,02  0,49°°+0,02  0,56"°+0,03 0,65"%+0,02  0,63"+0,02
0 42474001  2,14°°+0,02 2,27°°+0,03 2,10°°+0,03  1,84°%+0,03
CFT 1 424"°+0,02  2,89"°+0,02  2,80"°+0,02 2,41%9+0,02  2,09°°+0,02
(MgGAE.gY) 2 4,16%+0,04  2,39°°+0,03  2,77°%°+0,02 2,18°+0,03  2,18%+0,04
3 42474002  2,755°°+0,02 2,77%°+0,01 2,72°°+0,02  2,58"%+0,03
0  96,61°+0,06 73,03°°+0,02 74,58°°+0,03 75,39°+0,03 73,59“°+0,02
ABTS 1 92,65%+0,03 74,31%°+0,01 75,49°°+0,04 70,32°°+0,03 73,47°+0,03
(umolTE.gh) 2 95,38%+0,03 78,82°%+0,02 81,55"°+0,01 84,32°°+0,02 76,95%%+0,03
3 99,50"+0,04 74,21°°+0,03 77,33%9+0,03 79,68%°+0,03 85,06""+0,02
0  89,68°%+0,02 51,03°°+0,02 56,30°°+0,03 49,18°9+0,01 48,78°°+0,02
FRAP 1 9050%+0,04 56,10°+0,02 56,88°+0,03 53,68““+0,03 51,99°+0,01
(umolTE.gh) 2 98,91%+0,02 63,17%°+0,03 63,13%°+0,03 59,30%"+0,03 56,185%+0,03
3 110,32"%+0,03 71,92°°+0,03 71,93"°+0,01 67,89"°+0,02 66,62""+0,03

Nota - Os resultados sdo expressos como média + desvio padrdo; Letras mailsculas diferentes na mesma coluna
indicam diferenca significativa entre as doses; Letras minGsculas diferentes na mesma linha indicam diferenca
significativa entre as temperaturas e o tempo. As diferencas significativas a um nivel de 5% foram realizadas
pelo teste de Duncan.

Em relacdo ao contetdo de FT, observou-se que as amostras irradiadas apresentaram
valores maiores (p < 0,05) quando comparados a amostra controle (0 kGy). Houve uma
diminuicdo dos valores para todas as amostras, nas temperaturas de 4 e 25 °C, ao final do
armazenamento (120 dias). Nas temperaturas de 35 e 45 °C, o contetdo de FT apresentou
comportamento distinto dos demais compostos, pois ndo houve diferencga significativa de

perda durante o armazenamento.
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No caso dos CFT, os resultados para a amostra controle (0 kGy - 0 dia) foram
semelhantes aos encontrados por Chen et al. (2012). A radiacdo gama nao influenciou os
CFT. Porém, durante o periodo de armazenamento houve uma reducéo significativa (p < 0,05)
para todas as amostras. A amostra controle (0 kGy) apresentou a maior reducédo (56,7%) na
temperatura de 45 °C. A amostra irradiada com 1 kGy permaneceu mais estavel durante o
periodo de armazenamento a 4 °C, com uma reducéo de 31,8%.

Behgar et al. (2011) sugerem que as alteracOes dos efeitos da radiagdo gama nos CFT
podem ser devido a uma maior capacidade de extragdo desses compostos em produtos
irradiados. A irradiacdo € capaz de romper as ligacdes quimicas dos compostos bioativos,
liberando compostos fenolicos sollveis de baixo peso molecular e aumentando esses
compostos com potencial antioxidante (ADAMO et al., 2004).

O efeito da irradiacdo e da temperatura de armazenamento tambem foi observado em
relacdo a atividade antioxidante in vitro (ABTS e FRAP), com perdas graduais durante o
armazenamento (p < 0,05) em todas as amostras. Para 0 método de ABTS, a dose de 1 kGy
apresentou o nivel mais baixo no tempo 0, bem como a maior degradacdo a 35 °C, cerca de
24,11%. Para o método de FRAP, a amostra de controle (0 kGy) apresentou a maior reducao,
45,6% na temperatura de 45 °C.

Variedades de arroz negro contém diferentes quantidades de antocianinas, assim como
diferentes proporcbes e tipos de polifendis (CHEN et al., 2012), sendo assim, exibem
diferentes atividades antioxidantes (HAO et al., 2015). Zhang et al. (2010) relataram que a
atividade antioxidante total do farelo de arroz negro foi significativamente correlacionada ao
conteddo de compostos fendlicos totais (r = 0,9810, p < 0,05), flavonoides totais (r = 0,8281,
p < 0,05) e antocianinas ( r = 0,5763, p < 0,05). O coeficiente de correlacdo de Pearson é
usado para expressar a forca entre duas varidveis continuas que sao relacionadas umas com as
outras. Além de ser estatisticamente significativo, o coeficiente de correlagdo apenas mostra
uma tendéncia de como as variaveis de respostas estdo associadas.

No presente estudo, a atividade antioxidante medida pelo método de ABTS foi
positivamente correlacionada (p < 0,05) com o CTA (r = 0,99). Yao et al. (2010) também
encontraram uma correlagdo positiva entre a atividade antioxidante e o teor total de
antocianinas. A atividade antioxidante medida pelo método de FRAP foi positivamente
correlacionada (p < 0,05) com o CTA (r =0,97) e CFT (r = 0,98). Segundo Shao et al. (2013),
a atividade antioxidante tende a mostrar uma correlacdo altamente positiva com compostos
fendlicos. Houve correlagBes significativas (p < 0,05) entre o conteddo de cianidina-3-
glicosideo (C3G) e CTA (r=0,99), CFT (r=0,97) e FT (r =0,98).
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Tendo em vista aos resultados apresentados, pode-se dizer que a irradiacdo é
influenciada por diversos aspectos, como a escolha de solventes na extracdo, dose de
radiacdo, processos tecnoldgicos, bem como a natureza especifica de cada produto (ITO et al.,
2016).

4.4 CONCLUSAO

No tempo 0, a dose de 3 kGy apresentou maior teor de compostos bioativos, exceto
para 0s compostos fenolicos totais. Em relacédo as temperaturas de armazenamento durante 120
dias, ocorreram perdas gradativas em todos os parametros analisados. Para o contetdo total de
antocianinas e compostos fenolicos totais, a amostra irradiada com 1 kGy permaneceu mais
estavel durante as temperaturas de armazenamento; especialmente a 4 °C.

A cinética de degradacdo indicou uma reacdo de primeira ordem para o conteudo total
de antocianinas. Os valores de k mostraram que a estabilidade térmica das antocianinas
diminuiu com o aumento da temperatura, especialmente de 35 para 45 °C. Em todas as
temperaturas, o tempo de meia vida foi maior para as amostras irradiadas. Os resultados
mostraram que a combinacdo de irradiacdo com diferentes temperaturas pode aumentar o

prazo de validade da farinha de arroz negro.
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CAPITULO V

EFEITOS DA RADIACAO~GAI\/IA NO ARMAZENAMENTO DA FARINHA DE
ARROZ NEGRO: FRACOES FENOI:ICAS, ATIVIDADE ANTIOXIDANTE,
PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS E MICROBIOLOGICAS

O conteldo deste capitulo foi aceito para publicacdo na revista Carpathian Journal of Science
and Technology
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EFEITOS DA RADIACAO GAMA NO ARMAZENAMENTO DA FARINHA DE
ARROZ NEGRO: FRACOES FENOLICAS, ATIVIDADE ANTIOXIDANTE,
PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS E MICROBIOLOGICAS

RESUMO

O arroz negro classifica-se como um alimento funcional, pois apresenta quantidades
significativas de compostos bioativos. Neste trabalho, avaliaram-se os efeitos da radiagéo
gama (doses de 0, 1, 2 e 3 kGy) sobre a atividade antioxidante dos compostos fenolicos livres,
ligadas e totais, propriedades fisico-quimicas e microbioldgicas da farinha de arroz negro
durante o armazenamento de 120 dias. Uma abordagem quimiométrica permitiu observar os
efeitos da irradiagdo e o tempo de armazenamento das amostras. Quanto aos compostos
bioativos, com excecdo das fraces fendlicas ligadas, a dose de 3 kGy apresentou 0s maiores
valores, no tempo 0. Durante o armazenamento de 120 dias, ocorreram perdas gradativas em
todos os pardmetros analisados. Quanto ao atributo de cor, a irradiacdo modificou
ligeiramente todos os parametros. Para analise microbiol6gica, ndo houve crescimento de
microrganismos durante o armazenamento.

Palavras-chaves: Arroz pigmentado; Compostos bioativos; Irradiacdo; Quimiometria.

ABSTRACT

Black rice has been categorised as a functional food because it contains significative amounts
of bioactive compounds. The effects of gamma radiation (at 0, 1, 2 and 3 kGy doses) on the
antioxidant activity of free and bound total phenolics, physicochemical and microbiological
properties of black rice flour samples during storage were evaluated. A chemometric approach
made it possible to observe the effects of irradiation and storage time on the samples.
Regarding bioactive compounds, with the exception of the bound phenolic fractions the 3 kGy
dose showed the highest values at time 0. At 120 days there was a decrease in these levels for
all the samples. Regarding the attribute of colour, the irradiation slightly modified all the
parameters; in terms of microbiological analysis there was no growth of microorganisms at
the end of storage.

Keywords: Bioactive compounds; Irradiation; Chemometric; Pigmented rice.
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5.1 INTRODUCAO

As variedades de arroz pigmentado sdo fontes de proantocianidinas, antocianinas e
flavondides, além de tocoferois e vitaminas (HAO et al., 2015; RODRIGUEZ-PEREZ et al.,
2015). O arroz apresenta quantidades superiores de &cidos fendlicos, quando comparados aos
demais cereais (TI et al., 2014). Em particular, 0 arroz negro contém antocianinas e &cidos
fenolicos, que sdo categorizados como acidos fendlicos livres e ligadas.

Segundo Shao et al. (2018), os acidos fendlicos livres, como 0 protocatecuico,
cindmico e galico, sdo absorvidos no estbmago e no intestino delgado para distribuicdo ao
corpo, concomitantemente trazendo beneficios a salde, como a inibicdo da oxidacdo de
lipoproteinas de baixa densidade e lipossomas (MIN et al., 2012). Os acidos fendlicos ligadas
ou insolaveis, como o ferulico, cumarico e cafeico, sdo ligadas covalentemente a componentes
estruturais de células como celulose, hemicelulose, lignina, pectina e proteinas estruturais
(DUY1; BARAN; CHANDRA, 2017), que estdo acessiveis no intestino apos a digestao atraves
da acdo de enzimas (SAURA-CALIXTO; SERRANO; GONI, 2007). Estes compostos
bioativos, presentes em diferentes quantidades nas variedades de arroz, estdo associados a
reducdo dos riscos de desenvolvimento de diversas doencas cronicas, como diabetes, doencas
cardiovasculares e cancer (HAO et al., 2015).

Além de prolongar a vida atil dos alimentos, a radiacdo gama € amplamente
reconhecida por suas diversas aplicacdes na industria alimenticia (KUMAR et al., 2017).
Entender os efeitos da irradiacdo, usando a quimiometria, pode fornecer importantes
informacdes sobre os compostos bioativos presentes nas diversas variedades de arroz.
Portanto, 0 objetivo desta pesquisa foi investigar os efeitos da radiacdo gama durante o
armazenamento da farinha de arroz negro, nas fracdes fendlicas livres, ligadas e totais,
atividade antioxidante, propriedades fisico-quimicas e microbioldgicas, usando analise

multivariada.

5.2 MATERIAIS E METODOS

5.2.1 Reagentes

DPPH (2,2- difenil-2-picrilhidrazil), Trolox (6 -hidroxi - 2,5,7,8 -tetrametilcromano - 2-

carboxilico), reagente de Folin-Ciocalteu, cianidina-3-glucosideo, acido galico, quercetina, foram
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adquiridos da Sigma-Aldrich (EUA). Metanol, acetonitrila e acido acético foram de grau CLAE,
enquanto que os outros reagentes utilizados no experimento foram de grau analitico. As solucdes

aquosas foram preparadas com &gua ultra pura (Milli-Q).
5.2.2 Preparacdo e Irradiacdo da Amostra

O arroz negro biodinamico utilizado nos experimentos foi adquirido no mercado
municipal de Curitiba, Parana, Brasil. A metodologia para a preparacdo da farinha de arroz
negro e o processo de irradiacdo foi conforme Ito et al. (2018). A farinha foi separada e
embalada a vacuo, com 200 gramas em cada embalagem, em pequenos sacos de poliéster, ndo
toxicos, com vedacdo hermética e protecdo contra a luz. As farinhas foram entdo irradiadas
com doses de 0, 1, 2 e 3 kGy.

Para compreender o efeito da radiacdo gama durante o armazenamento da farinha de
arroz negro, foram avaliadas quatro doses (0, 1, 2 e 3 kGy) em dois periodos de
armazenamento (0 e 120 dias). Apds a irradiacdo, todas as amostras foram mantidas a 25 + 2
°C e analisadas (primeiro periodo). As analises foram realizadas em triplicata no inicio e final

da pesquisa.

5.2.3 Extracdo dos Compostos Fenolicos Livres e Ligadas

Os compostos fendlicos livres foram extraidos de acordo com o método proposto por
Sumczynski et al. (2016), com pequenas modificacdes. Resumidamente, 0,5 g de farinha de
arroz negro foram extraidas duas vezes com 8 mL de solugdo de metanol e HCI (1 mol L™)
(80:20, v v''), em equipamento de ultrassom (47 kHz, 130 W, Ultrasonic Cleaners, Vernon
Hills, EUA) equipado com um controlador de tempo digital a 35 °C por 1 h. Os sobrenadantes
foram combinados apos centrifugacdo a 5000 g (HIMAC CR-GlII, Hitachi, Ibaraki, Japao)
durante 30 min, em 25 + 2 °C, o pH foi ajustado para 4,5—5,5 com uma solu¢ao de HCI 6 mol
L™

Para extracdo dos compostos fenolicos ligadas, os residuos obtidos acima foram
novamente lavados com 20 mL de &gua destilada. Depois de remover a agua, com auxilio de
um papel filtro, as amostras foram misturadas, duas vezes, com 20 mL de NaOH 4 M, durante
2 h, em equipamento de ultrassom. A mistura foi entdo ajustada para pH entre 4,5-5,5. Apds
centrifugacdo a 5000 g durante 30 min, o sobrenadante foi utilizado como extrato fendlico
ligado (SUMCZYNSKI et al., 2016).
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5.2.4 Determinacdo dos Compostos Fendlicos

As fragdes fenolicas livres e ligadas foram determinadas por analise colorimétrica
utilizando o reagente de Folin-Ciocalteu, conforme descrito por Singleton e Rossi (1965),
com modificacdes. A absorbancia foi registada a um comprimento de onda de 720 nm, ap0os
uma hora de reacdo e as medicdes foram realizadas utilizando um leitor de microplacas
(Epoch, Synergy-BioTek, Winooski, VT, EUA). O contetdo fendlico total (CFT) foi
calculado como a soma dos fendis livres e ligadas. Os valores de absorbancia da amostra
foram comparados com uma curva de calibracdo do acido galico (GA) e os resultados foram
expressos em mg de equivalentes de acido galico (GAE) por grama de farinha de arroz negro
(mg GAE g%).

O conteudo total de antocianinas (CTA) foi determinado de acordo com o método
espectrofotométrico de pH diferencial (GIUSTI e WROLSTAD, 2001), conforme descrito nas
secdes 2.4 e 2.5 do capitulo 1V. O CTA foi expresso em mg de equivalente de cianidina-3-
glucosideo (C3G) por g de farinha de arroz negro. Os extratos também foram submetidos a
analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), conforme descrito na se¢do 2.6
do capitulo IV. Os flavondides totais (FT) foram quantificados por espectrofotometria UV-
Vis (Shimadzu UV-1800) a 374 nm, conforme descrito na secdo 2.8 do capitulo IV. O
contetdo total de flavondides foi expresso em mg de equivalentes de quercetina (QE) por g de

farinha de arroz negro.

5.2.5 Atividade Antioxidante in vitro

A habilidade na eliminacdo dos radicais livres pelo método de descoloracdo do radical
cation ABTS, foi determinada pelo método descrito por Re et al. (1999), com modificacdes.
A absorbéncia foi registada a um comprimento de onda de 734 nm apds a solugdo ficar em
repouso no escuro durante 30 min. Os resultados foram comparados com uma curva padréo
(Trolox 100-1000 pmol L™) e expressos em umol Trolox equivalente por g de farinha de

arroz negro (umol TE g™).

A atividade antioxidante por DPPH (1,1- difenil-2-picrilhidrazil) consiste em determinar a
capacidade de doar hidrogénio das moléculas e ndo produzir reacdes de oxidacdo em cadeia
ou reagir com radicais livres intermediarios. Foi determinado de acordo com o método de

Brand Williams et al. (1995), com pequenas modificacdes. A absorbancia foi registada a um
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comprimento de onda de 517 nm apds a solugdo ter sido deixada em repouso no escuro
durante 30 min. Uma curva padréo (DPPH = 0,001 x absorbancia; R? = 0,995; p < 0,001) foi
plotada usando diferentes concentracdes de trolox (0,1 - 300 pmol L™). Os resultados foram
expressos em equivalentes de pmol trolox por grama de amostra (umol TE g™).

5.2.6 Analises Fisico-Quimicas

Os parédmetros de cor da farinha de arroz negro foram determinados em colorimetro
HunterLab MiniScan EZ (Reston, VA, EUA), com iluminante D65 e angulo de observagédo de
10°. O equipamento foi calibrado utilizando placas padrdo nas cores preto e branco (X: 82,30; Y:
87,38; Z: 93,37). Os parametros de cor foram avaliados de acordo com o sistema CIE L*a*b*:
L* (luminosidade), a* (intensidade de cor vermelha — indice de verde a vermelho) e b*
(intensidade de cor amarela — indice de azul a amarelo). A partir dos resultados de L*, a* e b*,
foram célculos os indices de saturacdo - Croma (C*) C* = (a** + b*?)"2 tonalidade — angulo
Hue (h°) h® = tan* (b*/a*), conforme descrito por lto et al. (2016).

A umidade foi determinada gravimetricamente em estufa de ar a 105 °C (AOAC
935.29). A atividade de agua (A,) foi medida com um medidor digital A,, (Decagon/Aqualab®,
EUA).

5.2.7 Andlises Microbioldgicas

A fim de avaliar a qualidade microbiol6gica da farinha de arroz negro, foram
realizadas as seguintes analises: Bacillus cereus, coliformes termotolerantes e Salmonella sp,
as quais estdo previstas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéaria, da Resolucdo da
Diretoria Colegiada n° 12 — RDC 12 (BRASIL, 2001). Neste estudo, as amostras foram
inseridas no grupo de alimentos "Farinha, massas e produtos de padaria (industrializados e
embalados) e similares”, com tolerancia maxima para uma amostra indicativa de 3x10° NMP
g™ ou CFU g* de Bacillus cereus, 10° NMP g™ ou CFU g* de coliformes termotolerantes e

auséncia de Salmonella sp em 25 gramas.
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5.2.8 Andlise Estatistica

Os dados experimentais foram apresentados como a meédia + desvio padrdo. As
analises foram realizadas utilizando o software STATISTICA v.13.3 (TIBCO Software Inc.,
Palo Alto, CA, EUA). Analise de variancia one-way ANOVA foi utilizada para estudar os
efeitos da radiacdo gama nos compostos bioativos, atividade antioxidante e parametros de cor.
Os testes de Duncan foram conduzidos para determinar as diferengas entre as médias a um
nivel de confianca de 95% (p < 0,05). A analise de correlacdo de Pearson (r) foi aplicada entre
as diferentes variaveis de resposta para avaliar a forca da correlacdo entre as respostas.

Uma abordagem quimiométrica composta por analise de componentes principais
(PCA) e andlise de agrupamento hierarquico (HCA), foi utilizada para as analises. Todos 0s
resultados foram previamente autoescalados para padronizar a importancia estatistica de todas
as variaveis. Em seguida, uma matriz de amostras (n = 24) e variaveis de resposta (n = 17) foi
construida, as amostras como linhas e varidaveis como colunas, totalizando 408 pontos de
dados.

A anédlise de componentes principais (PCA) foi utilizada para analisar as inter -
relacGes entre os parametros. Os resultados obtidos foram adaptados como colunas e as
amostras como linha. Foram adotados valores proprios superiores a 1,0 para explicar a
projecdo das amostras no grafico e analise bidimensional foi baseada em correlacdes lineares.
Para a HCA, as similaridades das amostras e da variaveis foram calculadas com base na
distancia euclidiana e o método hierarquico aglomerativo Ward foi usado para agrupar as
amostras (ITO et al., 2016). A fim de comparar os resultados entre os grupos formados, o
teste de Levene foi realizado para verificar a homogeneidade das variancias, enquanto a one-
way ANOVA e o teste de médias de Fisher foram entdo aplicados para identificar diferencas
entre 0s grupos. Para as variaveis que apresentaram dados ndo paramétricos (p < 0,05), foi
utilizada a comparacdo multipla de Kruskal-Wallis (ZIELINSKI et al., 2014).
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5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 Efeitos da Radiacdo Gama nas FracGes Fendlicas e Atividade Antioxidante

Os resultados obtidos para compostos fendlicos (CF) e atividade antioxidante referente
as fracOes fendlicas livres, ligadas e totais da farinha de arroz negro estdo na Tabela 5.1.
Analisando os valores dos compostos fendlicos e atividade antioxidante (ABTS e DPPH) da
fracdo fendlica livre, observou-se que a amostra com dose de 3 kGy apresentou 0s maiores
valores, porém, durante o armazenamento de 120 dias ocorreu uma diminuicdo para todas as
amostras (p < 0,05).

Este aumento dos CF e atividade antioxidante da fracdo fendlica livre das amostras
irradiadas podem ser atribuidos ao desenvolvimento de novas duplas ligacbes devido a
degradacdo da radiacdo, o que reduziu a reatividade dos radicais livres (KUMAR et al.,
2017). Outra explicacdo é que a irradiacdo gama pode modificar, bem como, ativar algumas
enzimas do arroz, alterando a fisiologia p6s-colheita durante 0 armazenamento (a temperatura
ambiente), resultando em uma melhor sintese de &cidos fenolicos (ZHU et al., 2010).

O conteudo fenodlico total apresentou comportamento semelhante as fracdes livres
(Tabela 5.1), ou seja, as amostras irradiadas apresentaram maiores valores em comparagao
com a amostra controle (p < 0,05), tanto no comego (to) quanto no final (t)). As fracoes
fendlicas livres representaram aproximadamente 78% de compostos fendlicos totais e 77% da
atividade antioxidante total (ABTS e DPPH), nas amostras irradiadas. Os principais acidos
fenolicos encontrados no arroz pigmentado sdo o acido protocatecuico, sinaptico, vanilico, p-
cumarico e feralico (ZHANG et al., 2015).

Os valores para a fracdo fendlica ligada e atividade antioxidante apresentaram
comportamento distinto das fracGes fendlicas livres e totais (Tabela 5.1). Os teores da amostra
controle foram maiores no inicio da pesquisa (0 dias). No entanto, as amostras irradiadas
foram mais estaveis ao final do armazenamento (p < 0,05). Ito et al. (2016) relataram que 0s
efeitos da irradiacdo sobre essas fragcdes fenolicas, ira depender da dose aplicada, podendo
aumentar, diminuir ou apresentar efeitos insignificantes, é preciso levar em consideragdo o
tempo de armazenamento, 0s processos tecnoldgicos, bem como a especificidade do produto e
a sensibilidade de cada fotoquimico (ALOTHMAN; BHAT; KARIM, 2009).
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Tabela 5.1 - Efeitos da radiacdo gama nos compostos fenolicos (CF) e atividade antioxidante
das fracdes fenolicas livre, ligada e total da farinha de arroz negro no inicio (to - 0 dia) e no
final do armazenamento (t;- 120 dias).

Analises Doses (kGy) to(0 dias) t; (120 dias)

0 5,287+ 0,03 3,25+ 0,04

CF Livres 1 579%+0,03  3,58"%+0,03
(mg GAE g?) 2 5,67°%+ 0,01 3,545°+ 0,03
3 5,89" + 0,03 3,64"° + 0,03

0 1,84+ 0,02 0,95"°+ 0,03

CF Ligadas 1 1,67%+0,02 0,99+ 0,04
(mg GAE g*) 2 1,61+ 0,02 1,00 + 0,02
3 1,59+ 0,01 1,018+ 0,02

0 7,12%%+ 0,02 4,19°°+ 0,06

CFT 1 7,46™ + 0,01 457" + 0,06
(mg GAE g™) 2 7,28%2+ 0,03 4,63"°+ 0,01
3 7,477+ 0,03 4,65™° + 0,05

0 6,372+ 0,03 5,19"°+ 0,03

ABTS Livres 1 7,35%+ 0,03 6,05%° + 0,02
(umol TE g™ 2 7,59%2+ 0,01 6,16° + 0,02
3 8,13+ 0,02 6,77°° + 0,03

0 2,52"%+ 0,03 1,60°+ 0,03

ABTS Ligadas 1 2,482+ 0,03 1,61%°+0,03
(umol TE g™ 2 2,36°+ 0,01 1,63%+ 0,02
3 2,352+ 0,03 1,63+ 0,02

0 8,89+ 0,01 6,80"°+ 0,01

ABTS Totais 1 9,83%+ 0,06 7,662+ 0,04
(umol TE g™ 2 9,96%2+ 0,02 7,79%°+ 0,01
3 10,48%+ 0,01  8,40"°+ 0,05

0 6,192+ 0,03 4,95"° + 0,03

DPPH Livres 1 6,374+ 0,03 5,015+ 0,03
(umol TE g™ 2 6,60%2+ 0,02 5,135°+ 0,02
3 6,68" + 0,02 5,14"° + 0,03

0 2,14"+ 0,03 1,31%°+ 0,02

DPPH Ligadas 1 2,00%4+ 0,03 1,31°°+0,01
(umol TE g™ 2 2,05°+ 0,01 1,33%°+0,03
3 2,032+ 0,02 1,34"° + 0,02

0 8,33+ 0,06 6,26"° + 0,01

DPPH Totais 1 8,472+ 0,01 6,32°+ 0,03
(umol TE g%) 2 8,655+ 0,03 6,465° + 0,05
3 8,72+ 0,04 6,48+ 0,01

Nota - Os resultados sdo expressos como média + desvio padrdo; Letras maiGsculas diferentes na mesma coluna
indicam diferenca significativa entre as doses; Letras mindsculas diferentes na mesma linha indicam diferencas
significativas durante o tempo de armazenamento. As diferencas significativas a um nivel de 5% foram
realizadas pelo teste de Duncan.
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Zhang et al. (2015) também encontraram fracGes livres em quantidades maiores do
que as fracGes ligadas no arroz negro, tal fato pode ser devido a alguns genes que controlam a
ligacdo entre fenolicos e ligninas, que resultam em diferentes composigdes ao arroz.

Os flavondides totais compreendem um grupo hidrofilico de compostos fenodlicos, ao
qual pertencem as antocianinas. A cianidina-3-glicosideo (88% do total de antocianinas) é
uma das principais antocianinas no arroz negro (ABDEL-AAL et al., 2006). Avaliando o
contetdo total de antocianinas (CTA), cianidina-3-glicosideo (C3G) e flavonoides totais (FT)
durante os 120 dias, os resultados foram significativamente diferentes (p < 0,05) para todas as
amostras.

O CTA variou de 1,84 a 1,52 mgC3G.g™, cianidina-3-glicosideo de 1,43 a 1,26 mg.g™
e FT de 0,65 a 0,49 mgCE.g™. Destaca-se que a amostra com dose de 3 kGy no tempo 0
apresentou os maiores valores e a amostra controle (0 kGy) durante os 120 dias apresentou 0s
menores. Sultan et al. (2018) encontraram um aumento significativo no CTA na farinha de
arroz integral pigmentada, usando uma dose de irradiacdo de 2,5 e 5,0 kGy e Zhu et al.

(2010), também encontram aumento no CTA, no arroz integral, na dose de 6,0 kGy.

5.3.2 Efeitos da Radiacdo Gama no Atributo de Cor

Com relagdo aos efeitos da radiagdo gama nos atributos de cor da farinha de arroz
negro durante o armazenamento, a irradiagdo modificou ligeiramente todos os parametros (p
< 0,05), como mostra a Figura 5.1.

Nas amostras irradiadas, os valores de L* e h° foram maiores do que na amostra
controle. Esses parametros aumentaram para todas as amostras durante o armazenamento,
indicando uma perda de intensidade de cor. O pardmetro L* esta negativamente
correlacionado com a intensidade da cor (LAGO-VANZELA et al, 2014), esse
comportamento pode estar associado a diminuicdo do contetudo fendlico (FIGUEIREDO-
GONZALEZ et al., 2013). Os valores de a* (vermelho-verde) foram menores nas amostras
irradiadas e durante o armazenamento este parametro diminuiu para todas as amostras.

A amostra irradiada com dose de 2 kGy apresentou maiores valores para o parametro
b* (amarelo-azul) e durante o armazenamento a melhor estabilidade para o parametro C*. Os
efeitos da radiagdo gama nos parametros de cor foram relatados por outros autores. Pequenas
alteraces foram encontradas em avelds e améndoas tratadas com baixas doses (MEXIS;
KONTOMINAS, 2009; MEXIS et al., 2009).
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Figura 5.1 - Efeitos da radiacdo gama nos atributos de cor (L*, a*, b*, C* e h°) da farinha de
arroz negro no inicio (to) e final (t;) do armazenamento.
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5.3.3 Anélise Multivariada

A fim de compreender o conjunto de dados, as inter-relagdes e diferencas entre as
amostras da farinha de arroz negro irradiada durante o periodo de armazenamento, a analise
de componentes principais (PCA) e a analise hierarquica de agrupamentos (HCA) foram
aplicadas para variaveis: compostos fendlicos livres, ligadas e totais, atividade antioxidante
(ABTS e DPPH) das fragdes livres, ligadas e totais, contetido total de antocianinas, cianidina-
3-glucosideo, flavondides totais e parametros de cor.

A PCA demonstrada na Figura 5.2 refere-se a uma representacdo grafica
bidimensional das amostras de farinha de arroz negro. A componente principal 1 (PC1),
explicou 80,09% da variancia total dos dados e a componente principal 2 (PC2) explicou
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13,41%. Assim, o grafico apresentado foi capaz de explicar 93,50% da variabilidade dos
dados experimentais.

Na é&rea a esquerda da PC1 encontram-se amostras com maiores teores de compostos
fendlicos (livres, ligadas e totais), DPPH (livres, ligadas e totais), ABTS (ligadas e totais),
CTA, FT e C*. Na area a direita da PC1 encontram-se amostras com maiores valores para o
parametro a*. Em relacdo a PC2, a area superior concentra-se as amostras com maiores teores
de cianidina-3-glucésideo, ABTS (livres), L*, b* e h°.

As farinhas de arroz negro analisadas no inicio da pesquisa (0 dia) encontram-se
localizadas no segundo e terceiro quadrantes (lado esquerdo) e as farinhas analisadas ao final
(120 dias) estdo localizadas no primeiro e no quarto quadrantes (lado direito). Nesse sentido, é
possivel assumir que a PCA foi uma abordagem adequada para verificar as diferencas entre as

doses de radiagdo gama e o tempo de armazenamento da farinha de arroz negro.

Figura 5.2 - Gréfico de dispersdo (CP1 x CP2) das amostras de farinha de arroz negro
irradiada durante o periodo de armazenamento em relacédo as andlises de compostos fendlicos
(livres, ligadas e totais), atividade antioxidante, contetudo total de antocianinas (CTA),
cianidina-3-glucosideo (C3G), flavonoides totais (FT) e atributos de cor.
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O dendograma da Figura 3 apresenta a associacdo entre as variaveis estudadas. Neste
contexto, o coeficiente de correlagdo de Pearson € usado para expressar a forca entre duas
variaveis continuas que sdo relacionadas umas com as outras. Vale ressaltar que além de ser
estatisticamente significativo, o coeficiente de correlacdo apenas mostra uma tendéncia de

como as variaveis de respostas estdao associadas.
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Usando uma correlagdo bivariada entre o contetdo total de antocianinas (CTA) as
outras variaveis de resposta, foi possivel observar uma correlacdo positiva e significativa (p <
0,001), bem como uma forte associagédo entre o CTA e CF (livres e totais) (r = 0,96) e DPPH
(livres e totais) (r = 0,97). O CTA também foi correlacionado positivamente com a cianidina-
3-glicosideo (r = 0,76; p < 0,05), FT (r = 0,96; p < 0,001), ABTS (livres e totais) (r = 0,94; p
< 0,05) e com o paramentro de cor C* (r = 0,93; p < 0,05). O CF (ligadas), ABTS (ligadas) e
DPPH (ligadas) também apresentaram forte associagdo e correlacdo positiva (r = 0,99; p <
0,001), assim como a cianidina-3-glicosideo e 0 ABTS (livres) (r = 0,96; p < 0,05). Vérios
estudos também demonstraram que o contetdo fendlico tem uma correlacdo altamente
positiva com a atividade antioxidante (SHEN et al., 2009; SHAO et al., 2013; ITO et al.,
2016). Os parametros de cor L* e a* apresentaram forte associacéo e correlagédo positiva (r =
0,83; p < 0,05), assim com o0s parametros h° e b* (r = 0,74; p < 0,05).

Figura 5.3 - Andlise Hierarquica de Agrupamentos aplicada as variaveis das amostras de
farinha de arroz negro irradiada durante o periodo de armazenamento em relacdo as analises
de compostos fendlicos (livres, ligadas e totais), atividade antioxidante, contetdo total de
antocianinas (CTA), cianidina-3-glucosideo (C3G), flavonoides totais (FT) e atributos de cor.
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A similaridade das amostras foi avaliada por meio da analise hierarquica de
agrupamentos (HCA), dois grupos foram sugeridos (Figura 5.4). O grupo 1 foi caracterizado
por amostras analisadas no inicio da pesquisa (0 dias) e o grupo 2 por amostras analisadas ao
final (120 dias).
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Figura 5.4 - Dendrograma obtido por analise hierarquica de agrupamentos das amostras de
farinha de arroz negro irradiada durante o periodo de armazenamento em relacdo as anélises
de compostos fendlicos (livres, ligadas e totais), atividade antioxidante, contetdo total de
antocianinas (CTA), cianidina-3-glucosideo (C3G), flavonoides totais (FT) e atributos de cor.
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Tabela 5.2 - Resultados (médias) das analises de compostos fendlicos (livres, ligadas e totais),
atividade antioxidante, contetdo total de antocianinas (CTA), cianidina-3-glucosideo (C3G),
flavonoides totais (FT) e atributos de cor, sugeridos na Analise Hierarquica de agrupamento
(HCA).

Grupo 1 Grupo 2

Variaveis n= 4 n=4 DPA p-valor* p-valor**
CF Livres 5,66° 3,50° 1,53 0,52 <0,05*
ABTS Livres 7,36° 6,04° 0,93 0,81 <0,05*
DPPH Livres 6,46° 5,06° 0,99 0,05 <0,05*
CF Ligadas 1,68 1,01° 0,47 0,30 <0,05*
ABTS Ligadas 2,43 1,61° 0,58  <0,001 <0,05*
DPPH Ligadas 2,08° 1,32° 054  <0,05 <0,05*
CFT 1,812 1,58" 0,16 0,67 <0,05*
Cianidina-3-glucosideo 1,38 1,31 0,05 0,25 0,14
FT 0,63° 0,53° 0,07 0,93 <0,05*
L* 43,7° 38,17° 3,01 <0,05 <0,05*
a* 2,32 1,38° 0,66 0,98 <0,05*
b* 1,79 1,78 0,01 <0,05 0,77
C* 3,5 2,93° 0,40 <0,05 <0,05*
h° 37,15 30,77 4,51 0,16 0,08

Nota: Resultados expressos como média + desvio padrdo agrupado. DPA: desvio padrdo agrupado; * Valores de
probabilidade obtidos pelo teste de Levene para homogeneidade de variéncias; ** Valores de probabilidade
obtidos por one-way ANOVA ou teste de Kruskal-Wallis. Letras diferentes na mesma linha representam
resultados estatisticamente diferentes (p < 0,05).
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Na Tabela 5.2, as médias de cada varidvel de resposta foram comparadas e 0s
resultados da ANOVA para os grupos obtidos na HCA foram calculados. O grupo 1 (0 dias)
apresentou valores maiores para todos os parametros, exceto (p > 0,05) para cianidina-3-
glicosideo e os pardmetros de cor b* e h°. O grupo 2 (120 dias) foi caracterizado por

apresentar menores teores, que pode ser devido ao periodo de armazenamento.

5.3.4 Efeitos da Radiacdo Gama nas Propriedades Fisico-Quimicas e Microbioldgicas

Quanto a umidade e atividade de dgua (Aw) houve um aumento destes parametros em
todas as amostras durante os 120 dias de armazenamento. O teor de umidade variou de 10,54
(3 kGy - 0 dia) a 11,60 g.100g™* (0 kGy - 120 dias) e os valores de A,, variaram de 0,41 (2 e 3
kGy - 0 dia) a 0,48 (0 kGy - 120 dias). A amostra controle (0 kGy) apresentou o maior
aumento, 9,02% para umidade e 14,94% para A,. Ito et al. (2017) relataram que esse aumento
pode estar associado a higroscdpica das farinhas e a sua tendéncia em responder a mudancas
na umidade relativa do ar, bem como as propriedades de transferéncia do vapor d'agua da
embalagem.

Resultados semelhantes foram encontrados por Silva et al. (2010), ao avaliarem a
estabilidade oxidativa em farinha de trigo e fuba irradiados, houve um aumento significativo
da umidade nas amostras a partir dos primeiros trinta dias. Marathe et al. (2002) verificaram
gue a umidade na farinha de trigo irradiada e ndo irradiada aumentaram ap06s 120 dias de
armazenamento.

Em relacdo as analises microbioldgicas, os resultados foram inferiores aos exigidos
pela legislagdo (BRASIL, 2001). Na amostra controle (0 kGy), as unidades formadoras de
coldnias por grama UFC g™ foram <3,0 para Bacillus cereus, o nimero mais provéavel por
grama NMP g foi <102 para coliformes termotolerantes e auséncia de Salmonella sp em 25
gramas. Ndo houve crescimento de microrganismos durante o periodo de armazenamento de
120 dias. Nas amostras irradiadas (1, 2 e 3 kGy) ndo houve valores detectaveis para estas
bacterias. Feliciano et al. (2017) demonstraram a eficacia da irradiacdo gama de baixa dose
para a descontaminacdo microbiana em arroz integral, durante um periodo prolongado de

armazenamento, em temperatura ambiente.
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5.4 CONCLUSAO

O estudo concluiu que os efeitos do radioisétopo ®Co na farinha de arroz negro
resultaram em aumento da atividade antioxidante nas fracGes fendlicas livres e totais, bem
como no conteddo de antocianinas totais, cianidina-3-glicosideo e flavondides totais. A dose
de 3 kGy apresentou os maiores valores. Durante os 120 dias ocorreram perdas gradativas em
todos os pardmetros analisados. No entanto, as amostras irradiadas foram mais estaveis ao
final do armazenamento. No que diz respeito aos atributos de cor, a irradiacdo modificou
ligeiramente todos os parametros. Para a analise microbioldgica, ndo houve crescimento de
microrganismos nas amostras analisadas durante o periodo de armazenamento.

A abordagem quimiomeétrica permitiu observar a influéncia da irradiagdo e do tempo
de armazenamento nas amostras da farinha de arroz negro. Este arroz pigmentado pode ser

um ingrediente valioso em produtos de cereais sem gliten e com maior valor nutricional.
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CONSIDERACOES FINAIS

Nesta pesquisa foi realizada uma abordagem sobre aplicacdes para o desenvolvimento
de alimentos e bebidas, assim como tecnologias de processamento para melhorar os atributos
de qualidade do arroz negro. A extracdo aquosa deste cereal resultou em uma fragdo de amido
com baixo teor de proteinas e lipidios, fornecendo um meétodo eficaz para isolar este
carboidrato, sem gerar residuos contaminantes, podendo ser aplicado em produtos
alimenticios e farmacéuticos.

A radiacdo gama mostrou-se um tratamento Gtil para modificar a farinha de arroz
negro, apresentando rupturas estruturais, diminuindo o tamanho médio dos granulos. Também
houve uma diminuicao do grau de cristalinidade relativa e propriedades de pasta, podendo ser
utilizada em formulacGes de alimentos que requerem baixa viscosidade.

Com relacdo aos compostos bioativos, apds a irradiacdo houve um aumento da
atividade antioxidante nas fracGes fenolicas livres e totais, bem como no conteddo de
antocianinas totais, cianidina-3-glicosideo e flavondides totais. Durante os 120 dias ocorreram
perdas gradativas em todos os parametros analisados, porém, as amostras irradiadas foram
mais estaveis ao final do armazenamento. Sendo assim, a combinacdo desta tecnologia com
diferentes temperaturas aumenta o prazo de validade da farinha de arroz negro.

Por fim, este cereal pigmentado oferece uma ampla gama de opcBes para aplicacdo,
como alimentos funcionais, isentos de gluten e produtos com maior valor nutricional. Deste
modo, o desenvolvimento de novos produtos, bem como o uso de novas tecnologias a fim de

atender a crescente demanda da indUstria de alimentos.
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1. Introduction
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Abstract The effects of different doses of gamma radis-
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decrease in the thermal parametes: indtal tlemperaiune
(T2, peak temperature {T,) and gelatinizaiion enthalpy
(&)L All e black dee flouwrs exhibdied A-aype orys-
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images obtained using FEG-SEM showed a oompasite of
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tin, some changes occumed, such ai cracks, pores and
smaller fragments. The pasting propenties decreased sig-
nificandy with imadaton. The decrease in sethack and
breakdown viscosity after imadiation suppeded an indics-
o that it may be possible to improve e quality of food
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Introduction

Rice & one of the most widely conmmed foods in the
waorld, feeding almod me-third of the world's population
[1]; it represents & major sownce of energy owing to its high
concentration of starch and proteim, 23 well & containing
minerals and B vitamine [2]. In recent years, pigmented
e varetes, such a8 black roe, have mecelved inoreated
attention from researchers and have become popular with
consumers, due i their healt-promoting propenties [3].

Black rice coniains high amouns of phenolic com-
poamds, such as anthocyaning, which ane associsted with
numemas health benefits doe o el antioidant activity,
they ako help o redoce g risk of developing chronic
diszases such & cardiovascular disease, type 11 diabetes,
obesity and cancer [4]. The namral colouranis found in
black rce, which can be usad in the food indwsiry
symihetic dye replacements, ane dark purnple anthocyanin
pgments, Consequendy, this pigmentad rice can be used o
a valushle ingredient for gluen-free coreal producs with
higher nuiritional value, thereby providing exiwra healt
benefits to consumers.

Starch, which is the main cabohydrate present in foe,
can be wsed o confer texturne, siruciure and consigency o
many food products. However, the uses of native starches
are limdted by their low solobility, Mgh viseosity, themal
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HIGHLIGHTS

= Cyanidin-3-glucoside in black rice was effectively identified by HPLC-PDA.

= 1 kiGy dose remained most stable for TAC and TPC.

=  Kinetic data indicated a first-order reaction for the degradation of anthocyanins.

Evazilan Archives of Bloiogy and Technoiogy. Vol B2 &19180470, 2015 wwar. sCielo briabs

128



