CARLOS MARIO MARTINS SILVEIRA

CARACTERIZAGAO MICROBIOLOGICA E NUTRICIONAL, ACEITACAO
SENSORIAL E ESTABILIDADE DE ACIDO FOLICO E TIAMINA EM ARROZ
FORTIFICADO (ULTRA RICE®) APOS DIFERENTES TECNICAS DE
COCGAO

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das
exigéncias do Programa de Pds-Graduagao
em Ciéncia da Nutricdo, para obtengao do
titulo de Magister Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS — BRASIL
2012



Ficha catalografica preparada pela Secao de Catalogacao e
Classificacao da Biblioteca Central da UFV

T

Silveira, Carlos Mario Martins, 1974-
S587¢ Caracterizagao microbioldgica e nutricional, aceitagao
2012 sensorial e estabilidade de acido félico e tiamina em arroz

fortificado (Ultra Rice®) apos diferentes técnicas de cocgio /
Carlos Mario Martins Silveira. — Vigosa, MG, 2012.
xvi, 99f. 1 il. ; 29cm.

Inclui anexos.

Orientador: Helena Maria Pinheiro Sant'Ana

Dissertagdo (mestrado) - Universidade Federal de Vigosa.
Inclui bibliografia.

1. Arroz. 2. Vitaminas - Andlise. 3. Vitaminas - Estabilidade.
4. Micronutrientes. 5. Avaliag¢do sensorial. 6. Cromatografia a
liquido de alta eficiéncia. 7. Microorganismos. I. Universidade
Federal de Vicosa. II. Titulo.

CDD 22. ed. 633.18




CARLOS MARIO MARTINS SILVEIRA

CARACTERIZAGAO MICROBIOLOGICA E NUTRICIONAL, ACEITACAO
SENSORIAL E ESTABILIDADE DE ACIDO FOLICO E TIAMINA EM ARROZ
FORTIFICADO (ULTRA RICE®) APOS DIFERENTES TECNICAS DE
COCGAO

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Vigcosa, como parte das
exigéncias do Programa de Pdés-Graduagao
em Ciéncia da Nutricdo, para obtencédo do
titulo de Magister Scientiae.

Aprovada em: 01 de agosto de 2012

Prof®. Ana Vladia Bandeira Moreira Prof®. Maria Sénia Lopes Duarte
(Coorientadora)
Prof. José Benicio Paes Chaves Prof®. Ménica Ribeiro Pirozi

Profé. Helena Maria Pinheiro Sant’Ana
(Orientadora)



“O sol nasce, o sol se poe,
mostrando que o tempo € apenas
a mudanga de nds mesmos,
da mesma forma os momentos
felizes e infelizes se sucedem,
mostrando que tudo passa
e tudo recomeca.

O que permanece ¢é a esperancga.”

(autor desconhecido)

“‘Nunca deixe que lhe digam que nao vale a pena
Acreditar no sonho que se tem

Ou que seus planos nunca vao dar certo

Ou que vocé nunca vai ser alguém

Tem gente que machuca os outros

Tem gente que n&o sabe amar

Mas eu sei que um dia a gente aprende

Se vocé quiser alguém em quem confiar

Confie em si mesmo

Quem acredita sempre alcancal”

(“Mais uma vez” - Renato Russo)



‘Ha um tempo em que é preciso abandonar as roupas usadas, que ja tem a
forma do nosso corpo, e esquecer 0s n0ssos caminhos, que nos levam sempre
aos mesmos lugares. E o tempo da travessia: e, se ndo ousarmos fazé-la,
teremos ficado, para sempre, a margem de n6s mesmos”.

(Fernando Pessoa)

“Saber nao é suficiente; devemos aplicar.
Vontade né&o é suficiente; devemos fazer”.
(Goethe)


http://pensador.uol.com.br/autor/fernando_pessoa/
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RESUMO

SILVEIRA, Carlos Mario Martins, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
agosto de 2012. Caracterizagdo microbiolégica e nutricional, aceitagao
sensorial e estabilidade de acido félico e tiamina em arroz fortificado
(Ultra Rice®) ap6s diferentes técnicas de cocgao. Orientadora: Helena Maria
Pinheiro Sant’Ana. Coorientadoras: Hércia Stampini Duarte Martino e Ana
Vladia Bandeira Moreira.

O presente estudo teve como objetivo realizar a caracterizagdo microbiolégica
e nutricional de graos crus de UR® fortificados com ferro, zinco, tiamina e acido
félico e avaliar a aceitacdo sensorial, 0 conteudo e a estabilidade de acido
félico e tiamina em preparacdes de UR® adicionado ao arroz polido apds
diferentes técnicas de cocg¢ao. Foram realizadas analises microbiolégicas nos
graos de UR® crus para a enumeracao de coliformes a 45°C, Salmonella,
Bacillus cereus, fungos e leveduras, segundo metodologia preconizada por
DOWNES e ITO (2001). A analise da composigao nutricional dos gréos de UR®
crus foi realizada por meio das técnicas recomendadas pela AOAC (2002).
Foram otimizados métodos para analise do conteudo de acido folico e tiamina
por cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa acoplada a detector
de arranjos de diodos (CLAE-FR-DAD) nos grdos de UR® crus e no UR®
adicionado ao arroz polido antes e apds coccao. O conteudo de ferro e zinco foi
determinado por espectrofotometria de absorcdo atdmica. O conteudo e
estabilidade de tiamina e acido folico foram avaliados apds coc¢do em escala
laboratorial (refogado em 6leo de soja e cozido em agua, cozido em agua, e
cozido em agua em forno de micro-ondas) e em Unidade de Alimentacéo e
Nutricdo-UAN (cozido em agua), utilizando o UR® adicionado ao arroz polido
numa propor¢do de 1:100, totalizando 4 tratamentos e 5 repeticbes para
extragao de tiamina e acido félico. A analise estatistica dos dados foi realizada
com os tratamentos dispostos no delineamento inteiramente casualizado,
utilizando-se a analise de varidncia seguida do teste de Duncan (o = 5%) para
comparagao entre as médias. Para analise da aceitabilidade sensorial das
preparacgoes foi utilizada a escala heddnica de nove pontos, sendo avaliados os
atributos odor, sabor, textura e impressao global. Os dados da aceitacdo foram
avaliados por meio da analise de variancia, seguida pelo teste de Tukey (a =

5%), para comparagao entre as médias e da técnica de mapa de preferéncia
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interno, baseado no modelo de analise de componentes principais. O UR® cru
apresentou contagem de micro-organismos ausente ou inferior ao permitido
pela legislagdo sanitaria. Em relagdo a composi¢do nutricional do UR® cru
foram encontrados (em 100g) 0,12 g de lipidios; 7,26 g de proteinas; 0,96 g de
fibra alimentar total; 79,75 g de carboidratos; 821,24 mg de ferro; 142,15 mg de
zinco, 161,72 mg de tiamina e 20, 95 mg de &acido fdlico. Os métodos
otimizados apresentaram boa resolucéo dos picos das vitaminas pesquisadas e
excelente recuperacao para tiamina e acido félico (82,6 a 104% e 87,5 a 96%
respectivamente), repetibilidade com desvio padrao relativo das areas dos
picos e dos tempos de retencdo menor que 10% e altos coeficientes de
determinacgao (0,9998 para tiamina e 0,9997 para acido félico). Os limites de
deteccdo e quantificagdo foram baixos (0,00193ug e 0,0193ug para tiamina e
0,000934pg e 0,00934ug para acido fdlico, respectivamente), demonstrando
alta sensibilidade. A preparagao cozida em forno de micro-ondas apresentou
conteudo de tiamina estatisticamente maior (0,3627 mg/100g) que as demais
preparagdes, enquanto que, para acido folico, nao houve diferenga significativa
entre as preparagdes (conteudo médio de 0,0759 mg/100g). Apds as diferentes
técnicas de coccdo, as preparacdoes de UR® adicionado ao arroz polido
apresentaram retengdo bem mais elevada do acido fdlico (entre 75,69 a
96,11%) quando comparada aquela obtida para tiamina (entre 49,66 a
65,41%). A retengao de tiamina foi maior quando se utilizou a coc¢ado em forno
de micro-ondas (65,4%), enquanto que para as demais técnicas de cocgao a
retencao foi estatisticamente igual (média de 52,1%). Para acido fdlico, a maior
retencédo foi obtida com a preparagcdo refogada em 6leo e cozida em agua
(96,1%), sendo que para as outras técnicas de cocgao ndao houve diferenca
significativa (p > 0,05). Considerando-se uma porgado de arroz, a preparagao
cozida em forno de micro-ondas pode contribuir com 37,5 a 64,2% das
recomendagdes diarias de tiamina e 31 a 50,5% de acido fdlico, enquanto que
a preparacao refogada em o6leo e cozida em agua pode contribuir com 26 a
34,7% das recomendacbes diarias de tiamina e 325 a 52,8% das
recomendacgdes de acido félico para diferentes grupos etarios. A aceitacao
sensorial das preparagdes foi satisfatéria, sendo que em média, 83,9% dos
escores situaram-se entre 6 e 9 (gostei ligeiramente a gostei extremamente)

para todos os atributos avaliados. Em conclusdo, os grdos de UR®
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apresentaram adequado padrdo microbioléogico e composi¢do nutricional
similares ao arroz polido em termos de proteinas, lipidios e carboidratos, além
de elevado conteudo de ferro, zinco, tiamina e acido fdlico. Os métodos
otimizados demonstraram confiabilidade e sensibilidade na deteccdo e
quantificacdo de tiamina e acido félico em gréos crus de UR® e na mistura
destes grédos com arroz polido, antes e apos diferentes técnicas de coccgéo.
Houve aceitacado sensorial satisfatoria e alta estabilidade do acido félico nas
preparagdes, sendo que a cocgao em forno de micro-ondas e aquela com
refogamento em 6leo seguida de cocgdo em agua se destacaram, permitindo
maior estabilidade das vitaminas. As preparagdes contendo UR® e arroz polido
apresentaram bom conteudo de acido félico e tiamina, sendo que uma porg¢ao
pode contribuir de forma importante para o atendimento das recomendacdes

diarias das vitaminas.
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ABSTRACT

SILVEIRA, Carlos Mario Martins, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
August, 2012. Microbiological and nutritional characterization, sensory
acce(gtance and stability of folic acid and thiamin in fortified rice (Ultra
Rice™) after different cooking techniques. Advisor: Helena Maria Pinheiro
Sant’Ana. Co-Advisors: Hércia Stampini Duarte Martino and Ana Vladia
Bandeira Moreira.

This study aimed to characterize microbiologically and nutritionally raw grains of
Ultra Rice® (UR®) fortified with iron, zinc, thiamine and folic acid and evaluate
the sensory acceptance, content and stability of acid folic and thiamine in
preparations of UR® added to polished rice after different cooking techniques.
Microbiological analysis were performed in raw grains of UR® for coliforms
enumeration at 45°C, Salmonella spp, Bacillus cereus, fungi and yeasts. The
nutritional composition analysis of raw grains of UR® was made by the
recommended techniques of AOAC (2002). Methods for analysis of acid folic
and thiamine content were optimized by Reverse Phase High Performance
Liquid Chromatography coupled to a photodiode array detector (RP-HPLC-
DAD) in raw grains of UR® and in UR® added to polished rice, before and after
cooking. Iron and zinc contents were determined by atomic absorption
spectrometry. The content and stability of thiamine and folic acid were
evaluated after cooking at laboratory scale (stir-frying before boiling, boiling,
and boiling in a microwave oven) and in food service (boiling), using UR® added
to polished rice following the proportion of 1:100, totalizing 4 treatments, with 5
repetitions for extraction and analysis of thiamine and folic acid. The statistical
analysis was performed with the treatments arranged in a completely
randomized design, using the Duncan’s test (o = 5%) for comparison among
treatment means. To analyze the sensory acceptance of the preparations, the
nine-point hedonic scale was used, with the following attributes: odor, flavor,
texture and overall impression. Acceptance data were evaluated by analysis of
variance (ANOVA), followed by Tukey’s test (a0 = 5%), for comparison among
means. Also, the technique of internal preference map, based on the model of
analysis of main components, was used. Raw UR® showed micro-organisms
count absent or lower than allowed by health legislation. Regarding the raw

UR® nutritional composition, it was found (in 100 g) 0.12 g of lipids; 7.26 g of
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proteins; 0.96 g of total dietary fiber; 79.75 g of carbohydrates; 821.24 mg of
iron; 142.15 mg of zinc, 161.72 mg of thiamine and 20.95 mg of folic acid. The
optimized methods showed good resolution of peaks of the searched vitamins
and excellent recovery for folic acid and thiamine (82 to 104% for thiamine and
87 to 96% for folic acid), repeatability with relative standard deviation of peak
areas and of retention times lower than 10% and high coefficients of
determination (0.9998 for thiamine and 0.9997 for folic acid). The detection and
quantification limits were low (0.00193 pg and 0.0193 pg for thiamine and
0.000934 pg and 0.00934 ug for folic acid, respectively), demonstrating high
sensibility to the optimized methods. Preparation cooked in microwave oven
showed significantly higher thiamine content (0.3627 mg/100g) than the other
preparations, while for folic acid, there was no significant difference among
cooking techniques (average content of 0.07592 mg/100g). After the different
cooking techniques, preparations of UR® added to polished rice showed higher
retention of folic acid (75.69 — 96.11%) compared to that obtained for thiamine
(49.66 - 65.41%). Thiamine retention was higher when microwave oven cooking
method was used (65.4%), while for the other cooking techniques, retention
was statistically equal (average of 52.1%). For folic acid, the highest retention
was obtained when the technique of stir-frying before boiling was used (96.1%),
while the other cooking techniques did not show significant difference (p >
0.05). Considering one portion of rice, the microwave cooked preparation may
contribute from 37.5 to 64.2% of thiamine diary recommendations and 32.5 to
52.8% of the recommendations of folic acid for different age groups. Sensory
acceptance of the preparations was satisfactory and, in average, 83.9% of the
scores were located between 6 and 9 (liked slightly to liked extremely) for all
evaluated attributes. In conclusion, UR® grains presented adequate
microbiological standard and centesimal composition similar to polished rice for
proteins, lipids and carbohydrates, besides high content of iron, zinc, thiamine
and folic acid. The optimized methods demonstrated reliability and sensitivity in
the detection and quantification of thiamine and folic acid in raw grains of UR®
and in the mixture of UR® grains with polished rice before and after different
cooking techniques. Sensory acceptance was satisfactory and high stability of
folic acid in the preparations was found. Cooking in a microwave oven and stir-

frying before boiling stood out, allowing higher vitamins stability. Preparations
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containing UR® and polished rice showed good content of folic acid and
thiamine, and a portion may contribute in an important way for the attendance of

daily vitamins recommendations.
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1. INTRODUCAO

O consumo inadequado de alimentos fonte de micronutrientes pode
conduzir a estados de caréncia nutricional e, consequentemente, a diversas
manifestacdes patoldgicas (VELASQUEZ-MELENDEZ et al., 1997). Devido em
grande parte, as deficiéncias de micronutrientes, a inseguranga alimentar e
nutricional afeta cerca de 815 milhdes de familias ao redor do mundo,
principalmente nos paises em desenvolvimento (UNDERWOOD, 2003).

Entre as deficiéncias de micronutrientes, destacam-se as de ferro, zinco,
vitamina A, tiamina e acido fdlico, as quais mesmo que em nivel subclinico, sdo
reconhecidas como um importante problema de saude publica emergente e de
carater global. Essas deficiéncias acometem diferentes grupos populacionais e
agravam o quadro de morbi-mortalidade, especialmente nos grupos mais
vulneraveis, como as criangas em idade pré-escolar, gestantes e idosos
(LIBERA et al., 2008).

A fortificagcdo de alimentos tem sido recomendada como um método
eficaz de prevencgao das deficiéncias de micronutrientes em populacdes que se
encontram em situagao de risco nutricional (BATISTA FILHO; RISSIN, 2003;
BATISTA FILHO, 2004). Esse procedimento consiste na adi¢ado, especialmente
de vitaminas e minerais, a alimentos acessiveis a maior parte da populacao
(ZANCUL, 2004; VELLOZO; FISBERG, 2010). Dentre estes alimentos
destacam-se os cereais e suas respectivas farinhas (SALGUEIRO et al., 2002;
BROGNOLI et al., 2008).

Os cereais, em especial o0 arroz, o trigo e o milho, constituem a base da
alimentacdo humana, contribuindo com cerca da metade da ingestao
energética e protéica dos individuos (YOUNG ;PELLETT, 1994). Em relacéo ao
arroz, estima-se que ele contribua com aproximadamente 20% e 15% do
consumo de energia e de proteina, respectivamente (KENNEDY;
BURLINGAME, 2003). Segundo a Food and Agriculture Organization (FAO,
2012), o arroz é um dos cereais mais produzidos no mundo, caracterizando-se
como um alimento habitualmente consumido por grande parte da populagao
mundial, principalmente nos paises em desenvolvimento, como o Brasil. Marchi

et al. (2004) destacam que, por ser um alimento habitual na dieta brasileira, a



fortificacdo deste cereal constitui-se numa importante estratégia de prevencgéo
das deficiéncias de micronutrientes no Brasil.

A fortificacdo do arroz pode se dar através da tecnologia Ultra Rice®
(UR®) na qual graos de arroz quebrados e trincados que ndo apresentam valor
comercial (aproximadamente 20% a 30% da colheita) e que sdo desviados
para fins de alimentacdo animal ou fabricacdo de cerveja, podem ser
transformados em farinha de arroz e combinados com um aglutinante e outros
nutrientes (vitamina A, niacina, tiamina e acido félico) e minerais (ferro e zinco)
por um processo de extrusdo, sendo remodelados em grdos de arroz com o
mesmo tamanho, forma e textura do arroz convencional (PATH, 1999). Os
niveis dos agentes de fortificagdo podem ser concentrados no gréo fortificado,
de forma a ser misturado com o arroz convencional na proporcdo de 1:50 a
1:200 (LEE; HAMER; EITENMILLER, 2000).

De acordo com o Program for Appropriate Technology in Health (PATH,
1999), a tecnologia de fortificacdo UR® protege os micronutrientes inseridos no
interior do grao produzido, reduzindo a degradagao e consequente perda dos
nutrientes no periodo de armazenamento e etapas de preparagao do arroz
(lavagem e cocgao).

No entanto, as vitaminas constituem o grupo de nutrientes mais
susceptiveis a perdas durante a preparacdo dos alimentos, especialmente
durante a etapa de cocgao (TORRES, 2009). O tratamento térmico é um
importante fator de degradacao das vitaminas, podendo seu efeito variar de
acordo com o tipo de alimento, o método e o tempo de cocgdo empregados
(LESKOVA et al., 2006). Outros fatores como presenca de oxigénio, luz,
umidade e pH podem contribuir para essas perdas. Dessa forma € importante
quantificar as perdas durante a preparagao do arroz fortificado, considerando-
se as técnicas de preparo utilizadas no Brasil e possibilitando a avaliagdo dos
niveis que poderdo ser realmente ingeridos por grupos vulneraveis,
especialmente as criangas em institui¢des de ensino.

Somando-se as perdas nutricionais, modificacbes nas caracteristicas
sensoriais do arroz enriquecido com UR® podem ocorrer apos a cocgéo. Neste
sentido, a analise sensorial das preparagdes de arroz submetidas a diferentes
técnicas de cocgao constitui um importante instrumento para medir e interpretar

as reagdes produzidas e a forma como sdo percebidas pelos 6rgaos dos
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sentidos humanos. Entre os diferentes métodos utilizados para avaliar a
aceitacdo sensorial de alimentos, destacam-se a escala hedbnica de nove
pontos, utilizada para estudos de aceitagdo com adultos (SAMPAIO;
FERREIRA ;CANNIATTI-BRAZACA, 2009) e a escala hedbnica facial,
amplamente utilizada para estudos com criangas (CECANE, 2010)

Além das modificagbes do valor nutricional e das caracteristicas
sensoriais, as contaminag¢des microbioldgicas podem ocorrer em todas as
etapas pelas quais passam os produtos alimenticios, desde a colheita até o
processamento, embalagem, transporte, estocagem e por diversos meios, seja
0 solo, a agua ou o ar, incluindo os diversos contatos fisicos, mecanicos ou
manuais (FERREIRA NETO et al., 2004).

Sendo o UR® um alimento com excelente potencial para a prevencao de
caréncias de micronutrientes em populacdes em situacao de risco nutricional, e
visando subsidiar a elaboracdo de politicas na area e reforgcar sua
implementagdo com seguranga em programas de alimentagcdo e nutricao, o
presente trabalho objetivou realizar a caracterizagdo microbiolégica e
nutricional de um arroz fortificado com vitaminas e minerais, bem como avaliar
a aceitacdo sensorial e a estabilidade de acido folico e tiamina no UR®
adicionado ao arroz polido apés técnicas de coccdo em escala laboratorial e

em Unidade de Alimentacao e Nutricio.

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Realizar a caracterizagdo microbiolégica e nutricional de um arroz
fortificado (UR®) com vitaminas e minerais e avaliar a aceitagdo sensorial e
estabilidade de acido fdlico e tiamina apds diferentes técnicas de cocgao do

UR® adicionado ao arroz polido.
2.2. Objetivos especificos

Avaliar as caracteristicas microbioldgicas dos gréos crus de UR®;

Realizar a caracterizagdo de graos crus de UR® fortificados com ferro, zinco,
tiamina e acido félico em relagdo ao seu conteudo de agua, carboidratos,
proteinas, lipidios, cinzas e fibras totais;

Determinar o contetido de ferro e zinco nos graos de UR® crus;



Otimizar métodos para analise de tiamina e acido fdlico nos gréos de UR® crus
e no UR® adicionado ao arroz polido;

Avaliar a aceitacdo sensorial do UR® adicionado ao arroz polido apds técnicas
de cocgdo em escala laboratorial (refogado em 6leo de soja e cozido em agua,
cozido em agua e cozido em agua no forno de micro-ondas) e em Unidade de
Alimentagéo e Nutricdo (cozido em agua);

Determinar o contetido de &cido flico e tiamina nos gréos de UR® crus e no
UR® adicionado ao arroz polido apos diferentes técnicas de cocgéo;

Avaliar a estabilidade de acido fdlico e tiamina no UR® adicionado ao arroz
polido apds diferentes técnicas de cocgéo;

Avaliar a contribuicido do UR® adicionado ao arroz polido apds diferentes
técnicas de coccdo para o suprimento das recomendacgdes diarias de tiamina e
acido fdlico, de acordo com as Dietary reference intakes (DRIs) para diferentes

faixas etarias e sexo;

3. METODOLOGIA GERAL

O presente estudo foi desenvolvido nos laboratérios de Analise de
Vitaminas, Analise de Alimentos, Higiene de Alimentos, Desenvolvimento de
Novos Produtos e Analise Sensorial e Estudo Experimental dos Alimentos do
Departamento de Nutricdo e Saude e no Laboratério de Absorcdo Atdmica do

Departamento de Solos da Universidade Federal de Vigosa (UFV).
3.1. Matéria-prima

Foram utilizados arroz fortificado (UR®) com ferro (sob a forma de
pirofosfato férrico), zinco (sob a forma de 6xido de zinco), tiamina (sob a forma
de mononitrato de tiamina) e acido folico, produzido a partir de farinha de arroz,
pela técnica de extrusao, por um fabricante de massas alimenticias (Adorella
Alimentos Ltda), localizada em Indaiatuba, Sao Paulo, Brasil e cedidos
gentilmente pelo Program for Appropriate Technology in Health ( PATH), e
arroz polido tipo 1, classe longo fino, obtido em comércio local na cidade de

Vicosa, Minas Gerais..
3.2. Equipamentos

Para as analises quimicas foram utilizados: moinho analitico (Quimis,
Q298A), balanga semi-analitica (Gehaka, BG 2000), balanga analitica digital
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(Gehaka, AG 200), pHmetro (Hexis, UB10), dessecador, cadinhos de vidro
(ASTM 40-60mesh), extrator Soxhlet (Eletrothermo, 500WX), mufla (Quimis®,
modelo 318), agitador de tubos (AP, 56), destilador de nitrogénio (Solab), bloco
digestor (Gerhardt, Kjeldatherm), espectrofotdmetro de emissdo de plasma
(Perkin Elmer-Optima 3300 DV, Norwalk, USA), bomba de vacuo (Tecnal, TE-
058), banho metabdlico (Marconi®, modelo MA 093), autoclave vertical
(Phoenix, AV 30), estufa de cultura (002 CB).

Para o preparo das amostras para andlise de tiamina e acido fdlico
foram utilizados: processador doméstico de alimentos (Faet Multipratic, MC5),
Moinho analitico (Quimis, Q298A), microtriturador (Marconi, MA 102), balanga
semi-analitica (Gehaka, BG 2000), balanga analitica digital (Gehaka, AG 200),
balanga digital (Trentin, BT-001), pHmetro (Hexis, UB10), bomba de vacuo
(Tecnal, TE-058), centrifuga (Excelsa Baby Il, com cruzeta angular 4 x 100 mL,
Fanem, 206-R), agitador magnético (Marconi, MAO 89), espectrofotdmetro
(Thermo Scientific, Evolution 60S), sistema de filtragdo para fase mével (All
Glass), sistema de ultrapurificagdo de agua (Millipore, Direct Q UV 3) e
degaseificador ultrassonico (Odontobras, T-14).

Para anadlise de tiamina e acido fdlico foi utilizado sistema de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (Shimadzu, SCL 10AT VP)
composto de bomba de alta pressdo (LC-10AT VP), injetor automatico com
alca de amostragem de 500 pL (SIL-10AF) e detector de arranjos de diodos
(DAD) (SPD-M10A).

3.3. Reagentes e outros materiais

Para analise de tiamina e acido folico foram utilizados os seguintes
reagentes grau HPLC: sal sddico do acido hexano sulfénico (Sigma-Aldrich,
Alemanha); sal sédico do acido heptano sulfénico (Sigma-Aldrich, Alemanha);
acido acético glacial (Tedia, Brasil); agua ultrapura produzida em sistema Milli-
Q® (Millipore, EUA); metanol (Tedia, Brasil) e triettamina (Tedia, Brasil).
Também foi utilizado hidréxido de potassio (Vetec, Brasil) e fosfato de sédio
monobasico anidro (Synth, Brasil) com grau de pureza para analise (p.a.).

Para a filtragdo das amostras foram utilizados papel de filtro n® JP41 J.

(Prolab, Brasil), seringas descartaveis esterilizadas de 3 mL (TKL, China),



unidades filtrantes HV Millex, em polietileno, 0,45 ym de porosidade (Millipore,
Brasil).
O padréao de tiamina foi obtido da Sigma-Aldrich, Alemanha, e o de acido

félico, da Isofar, Brasil.
3.4. Caracterizagdo microbiolégica dos grios crus de UR®

A caracterizagdo microbiolégica do UR® cru foi realizada de acordo com
o preconizado pela American Public Health Association (DOWNES ;ITO, 2001),
sendo feitas andlises para a enumeracdo de coliformes a 45 ‘C, Salmonella
spp, Bacillus cereus, fungos e leveduras, segundo parametros estabelecidos
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (BRASIL, 2001).

Para cada micro-organismo avaliado foram contadas as colbnias tipicas
nos meios de cultura, conforme Downes e Ito (2001), e os resultados foram
expressos em unidades formadoras de coldnias por grama (UFC/g), utilizando-
se a seguinte formula para calculo:

UFC/g = média do n° coldnias tipicas x FD
Aliquota (mL)

FD= fator de diluicdo, correspondente ao inverso da dilui¢cao utilizada.
3.4.1. Preparacao dos meios de cultura
3.4.1.1. Meio BDA (Agar Batata Dextrose)

Foram pesados 15,6 g de BDA e dissolvidos em 400 mL de agua
destilada. A solugao foi previamente autoclavada (121 °C por 15 minutos) e
armazenada assepticamente. O BDA foi fundido em forno micro-ondas e
deixado em repouso para resfriamento. Acrescentou-se 1 mL de acido tartarico
ao meio e mediu-se o PH com o auxilio de fita dosadora (pH + 3,5). A solugao
foi distribuida assepticamente em 26 placas (aproximadamente 15 mL em cada

placa) em capela de fluxo laminar.
3.4.1.2. Meio BP (Agar Baird-Parker)

Foram pesados 24,42 g de BP e dissolvidos em 400 mL de agua
destilada. A solucado foi previamente autoclavada (121 °C por 15 minutos).

Acrescentou-se assepticamente 10,63 mL de emulsdo de gema de ovo e 2,12



mL de telurito de potassio. Esta mistura final foi distribuida assepticamente em

26 placas (aproximadamente 15 mL em cada placa).
3.4.1.3. Meio MYP (Agar manitol gema de ovo polimixina)

Foram pesados 20,44 g de MYP e dissolvidos em 400 mL de agua
destilada. A solugdo foi previamente autoclavada (121 °C por 15 minutos).
Acrescentou-se assepticamente 22,22 mL de emulsdo de gema de ovo e 0,44
mL de sulfato de polimixina B. Esta mistura final foi distribuida assepticamente

em 26 placas (aproximadamente 15 mL em cada placa).
3.4.1.4. Meio LST (Lauril Sulfato Triptose)

Foram pesados 8,544 g de LST e dissolvidos em 240 mL de agua
destilada. Em seguida foram pipetados 9 ml desta solugao inicial e adicionados
a 27 tubos de ensaio. Os tubos de ensaio contendo as respectivas solugdes

foram autoclavados a 121 °C por 15 minutos.
3.4.1.5. Agua peptonada

Foram pesados 1,375 g de agua peptonada e dissolvidos em 550 mL de
agua destilada. Desta solugao inicial foram pipetados 9 mL de solugdo salina
peptonada 0,1% e acrescentados a sete tubos de ensaio, e 225 mL foram
acrescentados a dois erlenmeyers de 500 mL. Os tubos de ensaio e os
erlenmeyers com as respectivas solugdes foram autoclavados a 121 °C por 15

minutos.
3.4.1.6. Caldo lactosado

Foram pesados 5,85 g de caldo lactosado e dissolvidos em 450 mL de
agua destilada. A solugao inicial foi dividida em dois erlenmeyers sendo
acrescentado em cada um 225 mL de caldo lactosado. Os dois erlenmeyers

contendo as respectivas solugdes foram autoclavados a 121 °C por 15 minutos.
3.4.1.7. Caldo Rappaport-Vassiliadis

Foram pesados 1,33 g de caldo Rappaport e dissolvidos em 50 mL de
agua destilada. A solugao foi dividida em cinco tubos, cada um contendo 10 mL
de caldo. Os tubos contendo a solugdo foram autoclavados a 121 °C por 15

minutos.



3.4.1.8. Caldo Selenito-Cistina

Foram pesados 4,6 g de caldo selenito-cistina e dissolvidos
assepticamente em 200 mL de agua deionizada previamente autoclavada (121
°C por 15minutos). A solucdo de selenito-cistina foi distribuida assepticamente

em 22 tubos contendo 9 mL desta solucdo em cada tubo.
3.5. Analises Microbiolégicas
3.5.1. Coliformes a 45 °C

Uma amostra de 25 g de UR® cru foi triturada em 225 mL de agua
peptonada em liquidificador previamente autoclavado (diluicdo 10™"). Foram
feitas mais duas diluicdes sucessivas (102 e 10°). Aliquotas de 1 mL destas
diluicdes foram acrescentadas a trés tubos contendo 9 mL de caldo LST com
tubos de Durhan para identificagdo da formagdo de gases. Os tubos foram
incubados a 35 + 2 °C por 24 horas (DOWNES; ITO, 2001)..

3.5.2. Salmonella spp.

Uma amostra de 25 g de UR® cru foi triturada em 225 mL de caldo
lactosado em liquidificador previamente autoclavado e incubada em estufa a
37°C por 24 horas. Logo em seguida, aliquotas de 1 mL foram retiradas e
acrescentadas a tubos contendo 9 mL de caldo Rappaport, e 9 mL de caldo
selenito-cistina. Os tubos foram incubados a 37 + 2 °C por 24 horas. Alcadas
dos dois meios foram retiradas e estriadas em placas contendo Agar BPLS
(Brillant-green Phenol-red Lactose Sucrose Agar). As placas foram incubadas a
37 +2°C por 24 horas (DOWNES; ITO, 2001).

3.5.3. Fungos e Leveduras

Uma amostra de 25 g de UR® cru foi triturada em 225 mL de agua
peptonada em liquidificador previamente autoclavado. Foram feitas diluigcdes a
10" e 102 a partir da solugao inicial e retiradas duas aliquotas de 0,1 mL das
duas diluicdes. As aliquotas foram plaqueadas pelo método de espalhamento
em placas contendo meio BDA e incubadas a 25 + 2 °C por 48
horas(DOWNES; ITO, 2001).



3.5.4. Bacillus cereus

Uma amostra de 25 g de UR® cru foi triturada em 225 mL de agua
peptonada em liquidificador previamente autoclavado. Foram feitas diluigbes a
10" e 107 a partir da soluc&o inicial e retiradas trés aliquotas de 0,3 mL e uma
de 0,1 mL da diluicdo 10", e duas aliquotas de 0,1 mL da diluicdo 1072 As
aliquotas foram plaqueadas pelo método de espalhamento em placas contendo
meio MYP e incubadas invertidas a 30 + 2 °C por 24 horas. Apds o periodo de
incubacgéo, as coldnias tipicas foram confirmadas por meio dos seguintes testes
bioquimicos: utilizagdo anaerdbica da glicose, decomposi¢ao de tirosina, teste
de Voges — Proskauer, reducédo do nitrato e teste de motilidade(DOWNES; ITO,
2001).

3.6. Caracterizacdo da composigdo nutricional dos graos crus de UR®
3.6.1. Umidade

O teor de agua foi determinado nas amostras de UR® cru, as quais
foram colocadas em placas de petri previamente taradas e submetidas a
aquecimento em estufa a 105 °C até peso constante, conforme o procedimento
descrito pela Association of Official Analytical Chemists AOAC (2002). Apos
secagem, as amostras foram resfriadas em dessecador com silica e gel e
pesadas em balanga analitica digital com precisdo de 0,0001 g. A umidade foi

calculada pela diferenga de massa entre a amostra umida e seca.
3.6.2. Proteina

A determinacédo de proteinas foi realizada segundo o método micro
Kjeldahl, para a quantificacdo de nitrogénio total, descrito pela AOAC (2002),

utilizando-se fator de conversao igual a 5,25.
3.6.3. Lipidios

A determinagdo do teor de lipidios foi realizada por extracdo em
aparelho Soxhlet, utilizando éter etilico como extrator, por 8 horas, sob refluxo,
de acordo com a AOAC (2002).



3.6.4. Cinzas

A determinacio da concentracédo de cinzas foi realizada por calcinagao
em mufla e o resultado expresso pela diferenca de massa antes e apos a

calcinacao, segundo descrito pela AOAC (2002).
3.6.5. Fibra alimentar

A determinacgao dos teores de fibra alimentar total (FAT), fibra alimentar
soluvel (FAS) e fibra alimentar insoltvel (FAI) do UR® foi realizada por meio do
método enzimatico gravimétrico AOAC (2002).

Para hidrdlise enzimatica foram utilizadas a-amilase termorresistente,
protease e amiloglicosidase (Kit Total dietary fiber assay, Sigma® TDF 100 A).
Para a filtracdo foram utilizados cadinhos de vidro com placa de vidro
sintetizado com porosidade n°2 (ASTM 40-60 mesh) e celite como auxiliar de
filtracdo. O teor de fibra alimentar total foi obtido somando-se as fragbes soluvel
e insoluvel.
3.6.5.1 Preparo de cadinhos

Os cadinhos foram deixados de molho em detergente neutro
(Chemco®) a 20% por 24 horas. Posteriormente, foram enxaguados com agua
destilada, sob vacuo, em dois sentidos (normal e oposto), secos em estufa a
105 °C por 1 hora e incinerados em mufla a 525 °C por 5 horas. Os cadinhos
foram lavados 5 vezes com 20 mL de HCI 0,5 N e enxaguados trés vezes com
20 mL de agua destilada no sentido oposto. Foram secos em estufa a 105 °C
por 12 horas, resfriados em dessecador contendo silica e pesados. Foi pesado
1 g de celite e adicionado aos cadinhos que foram secos novamente a 105 °C
por 12 horas e, posteriormente, pesados.
3.6.5.2. Obtencgao do hidrolisado

Um grama de UR® cru, previamente desengordurado (por soxhlet), foi
pesado em béquer de 600 mL, em duplicata, em balanga com precisao de 0,1
mg. Foram adicionados em cada béquer, 50 mL de tampéao fosfato pH 6,0. O
pH foi ajustado para 6,0 £ 0,2, adicionando-se, quando necessario, NaOH
0,275 N ou HCI 0,325 N. Foi adicionado 0,1 mL de a-amilase termorresistente a
suspensao. O béquer foi tampado com folha de papel aluminio e aquecido em
banho-maria a 97 °C durante 30 minutos com agitacdo (100 rpm) a cada 5

minutos, e logo em seguida, resfriadas em temperatura ambiente. O pH foi
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ajustado para 7,5 £ 0,1 com adi¢gdo de aproximadamente 10 mL de NaOH O,
275 N. Em seguida, foi acrescentado 0,1 mL de protease (5 mg/0,1 mL) a
suspensao pre-digerida e o béquer foi novamente tampado com folha de
aluminio e incubado a 60 °C por 30 minutos, com agitagao horizontal continua
(100 rpm). O hidrolisado foi resfriado a temperatura ambiente, sendo o pH
ajustado para 4,3 + 0,3 por meio do acréscimo de cerca de 10 mL de HCI 0,325
N. Finalmente, foi adicionado 0,1 mL de amiloglicosidase a solugao e o béquer
foi novamente tampado com folha de aluminio e incubado a 60 °C por 30
minutos com agitagdo horizontal continua (100 rpm), para obtencdo do
hidrolisado final. O mesmo procedimento foi realizado para obtencdo do

branco.

3.6.5.3. Fibra alimentar insoluvel

Inicialmente, o hidrolisado foi filtrado em cadinho com auxilio da bomba
de vacuo. Em seguida, o residuo do cadinho foi lavado com 10 mL de agua
destilada, repetindo o procedimento trés vezes, lavando primeiramente o
béquer que continha a amostra. O volume filtrado no kitasato foi transferido
para um béquer de 600 mL, utilizando-se 320 mL de etanol 98% aquecido a 60
°C para lavar o kitasato, sendo esse material reservado para analise de fibra
soluvel. Os cadinhos foram em seguida, lavados duas vezes com 20 mL de
etanol a 95% e duas vezes com 20 mL de acetona. Os cadinhos foram secos
em estufa a 105 °C durante 12 horas. Posteriormente, realizou-se andlise de

proteina e cinzas nos residuos do cadinho (AOAC, 2002).

3.6.5.4. Fibra alimentar soluvel

O volume reservado na etapa de filtragcao da fibra insoluvel foi deixado
em repouso a temperatura ambiente (aproximadamente 28°C) durante 1 hora
para precipitacédo. Os cadinhos foram lavados com 20 mL de etanol a 78%
utilizando-se bomba de vacuo. Em seguida, o conteudo reservado foi filtrado no
cadinho com auxilio de bomba de vacuo. Estes foram lavados
consecutivamente trés vezes com volume de 20 mL de etanol a 78%, duas
vezes com 20 mL de etanol a 95% e duas vezes com 20 mL de acetona.
Posteriormente, o residuo dos cadinhos foi colocado para secar em estufa a
105 °C durante 12 horas, procedendo-se a analise de proteinas e cinzas dos

residuos conforme descrito anteriormente.
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3.6.5.5. Fibra alimentar total
A determinacdo da fibra alimentar total foi realizada pela soma das

fracdes soluvel e insoluvel.
3.6.6. Carboidratos

O teor de carboidratos foi obtido pela diferenca entre o total da amostra
(100%) e os teores de proteinas, lipidios, fibra alimentar soluvel e insoluvel,
teor de agua e cinzas (AOAC, 2002).

3.6.7. Valor calérico

O valor caldrico foi determinado de acordo com a composi¢cao do
alimento em termos de proteinas (PTN), carboidratos (CHO) e lipidios (LIP),
sendo utilizados os fatores de conversao 4; 4 e 9 kcal/g de CHO, PTN e LIP,
respectivamente (FRARY; JOHNSON, 2005).

3.6.8. Determinagao de ferro e zinco

Para determinacéo do teor de ferro e zinco foi pesado 1 g de amostra em tubo
de digestdo e foram adicionados 10 mL de acido nitrico concentrado.
Posteriormente os tubos foram aquecidos em bloco digestor com exaustdo com
temperatura inicial de 80 °C e aumento progressivo até 160 °C, permanecendo
nesta temperatura por um periodo de 16 horas até a formacado de solucao
limpida. Os tubos foram resfriados a temperatura ambiente (aproximadamente
28°C) e o contetdo transferido para baldes volumétricos de 50 mL (analise de
ferro) e 25 mL (analise de zinco). Os tubos foram lavados com agua deionizada
e agitados em vortex para evitar perdas e seus respectivos conteudos vertidos
nos baldes volumétricos, até que o volume fosse completado. Todas as
vidrarias utilizadas foram previamente desmineralizadas em solugado de acido
nitrico 10% durante 12 horas e secas em estufa de circulagdo de ar (GOMES,
1996). A solugao obtida foi utilizada para leitura do conteudo dos minerais por

espectrofotometria de absorgao atémica.
3.7. Determinagao de tiamina e acido félico

Durante as analises quimicas os extratos foram mantidos sob protecao

da luz solar e artificial, pela utilizacdo de vidrarias ambar, papel aluminio e
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cortinas do tipo blackout, e sob protecado do oxigénio pela utilizagdo de vidrarias
com tampas.

Para andlise de tiamina e acido folico no UR® e UR® adicionado ao arroz
polido crus, as amostras foram trituradas em moinho analitico, e para analise
dessas vitaminas no UR® adicionado ao arroz polido apds cocgéo, as amostras

foram homogeneizadas em processador doméstico de alimentos.

3.7.1. Extragao de tiamina

Para extragdo de tiamina foram pesados em balanga analitica digital,
aproximadamente 1 g de UR® cru e 2 g do UR® adicionado ao arroz polido
antes e apo6s coccdo. Acrescentou-se 22 mL de solugao extratora, com base
em Anyacora et al (2008), composta por solugao de sal sédico do acido hexano
sulfénico 5 mM e acido acético glacial 1%. O pH da solugao foi ajustado para
3,5 com KOH 10 M. A amostra foi homogeneizada em microtriturador por
aproximadamente 3 minutos e, logo em seguida, centrifugada a 4.000 rpm
(1789g) em centrifuga de tubos por 7 minutos (UR® cru), 12 minutos (UR®
adicionado ao arroz polido cru) e 15 minutos (UR® adicionado ao arroz polido
apos cocgao). O sobrenadante foi filtrado a vacuo em funil de blchner
utilizando-se papel de filtro. O filtrado foi retomado em baldo volumétrico de 25
mL, completando-se o volume com solucdo extratora. O extrato foi armazenado

em frasco dmbar sob refrigeragdo (4 °C + 1 °C) até o momento da andlise.

3.7.2. Extracao de acido félico

Para extragdo de acido folico foram pesados em balanga analitica
digital, aproximadamente 1 g de UR® cru e 3 g de UR® adicionado ao arroz
polido antes e apods coccdo. Acrescentou-se 22 mL de solugdo extratora,
conforme Della Lucia et al (2011), composta por tampao fosfato 0,1 M, pH 6,0
ajustado com KOH 10 M. A amostra foi homogeneizada em microtriturador por
aproximadamente 3 minutos e, logo em seguida, centrifugada a 4.000 rpm
(1789g) em centrifuga de tubos por 7 minutos (UR® cru), 15 minutos (UR®
adicionado ao arroz polido cru) e 18 minutos (UR® adicionado ao arroz polido
apos coccao). O sobrenadante foi filtrado a vacuo em funil de blchner
utilizando-se papel de filtro. O filtrado foi retomado em baldo volumétrico de 25
mL, completando-se o volume com solugao extratora. O extrato foi armazenado

em frasco dmbar sob refrigeragdo (4 °C + 1 °C) até o momento da andlise.
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3.7.3. Curvas analiticas de tiamina e acido félico

As solugdes estoque (100 pg/mL) dos padrdes de tiamina e acido foélico
foram preparadas em HCI 0,1 N e NaOH 0,1 M, respectivamente. A partir
destas foram feitas solugdes com concentracdes crescentes dos padrdes nas
respectivas solugdes extratoras para cada vitamina (solugdo de sal sodico do
acido hexano sulfénico 5 mM e acido acético glacial 1%, pH 3,5 para tiamina e
tampéao fosfato 0,1 M, pH 6,0, para acido fdlico).

A concentracdo real dos padrdes de tiamina e acido félico foi verificada
por espectrofotometria e corrigida, utilizando-se as seguintes equacgoes:

Para tiamina: C (ug.mL”') = ABS x 10* / E'""mn em que C =
concentragdo; ABS = absorvancia maxima (lida a 247 nm); E'*., = coeficiente
de absortividade molar (410; em solugdo de HCI 0,1N) (SWAN-CHOO; E-
SIONG, 1996).

Para acido folico: A = E';sm x C x L, em que A = absorvancia maxima
(lida a 282 nm); E'1.m = coeficiente de absortividade molar (23,8; em solugao
de NaOH 0,1M) (BALL, 2006); C = concentragdo molar; L = largura da cubeta
(1 cm).

As curvas analiticas para tiamina e acido folico foram elaboradas
levando-se em consideracao a concentragao esperada para estas vitaminas no
UR® cru e no UR® adicionado ao arroz polido apds cocgdo. Utilizou-se injegao
em duplicata de solugdes padrao, sendo que para tiamina foram injetados trés
concentragbes crescentes de um mesmo volume e trés volumes crescentes
para uma mesma concentragcdo, nas seguintes faixas: 0,014; 0,14; 0,37; 3,73;
5,59 e 7,463 ug/mL, e para acido fdlico, cinco concentragbes crescentes para
um mesmo volume de inje¢cdo e dois volumes crescentes para uma mesma
concentragao, nas seguintes faixas: 0,00477; 0,0095; 0,0477; 0,0954; 0,3340 e
0,95 pg/mL.

As curvas analiticas e equacgdes de regressao utilizadas para calculo de

tiamina e acido folico estao apresentadas na Figura 1.
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Figura 1. Curva analitica de tiamina (A) e acido fdlico (B).
Eixo Y: Areas médias dos picos obtidas pelas injecdes em duplicata.

3.7.4. Analise de tiamina e acido félico por CLAE

O sistema de CLAE (Shimadzu, modelo SCL 10AT VP) empregado na
analise de tiamina e acido fdlico foi composto de bomba de alta pressao,
modelo LC-10 ATVP; injetor automatico, com loop de 500 pL (modelo SIL-
10AF), e detector de arranjo de diodos (DAD) (modelo 9SPD-M10 AVP). O
sistema foi controlado pelo Software Multi System modelo Class Vp 6.12.

As condicbes cromatograficas utilizadas para analise de tiamina
basearam-se em procedimento descrito por Anyakora et al (2008) e Dong et al
(1988), com adaptacdes: fase movel composta por solugdo de sal sddico de
acido hexano sulfénico (5 mM) e acido acético glacial (1%): metanol (75:25),
adicionada de trietilamina (0,1%), pH ajustado para 3,5 com KOH (10 M);
coluna Phenomenex Gemini RP18, 250 x 4,6 mm, 5 uym, equipada com coluna
guarda Phenomenex ODS (RP18), 4 mm x 3 mm. A analise foi realizada em
modo isocratico com fluxo de 1 mL/min e tempo de corrida de 10 minutos. Os

cromatogramas foram obtidos a 247 nm.
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As condi¢cbes cromatograficas utilizadas para analise de acido folico
basearam-se em procedimento descrito por Anyakora et al (2008) e Dong et al
(1988) com adaptagdes: fase movel composta por solugdo de sal sodico de
acido heptano sulfénico (5 mM) e acido acético glacial (1%): metanol (80:20),
adicionada de trietilamina (0,1%), pH ajustado para 5,0 com KOH (10 M);
coluna Phenomenex Gemini RP18, 250 x 4,6mm, 5 pym, equipada com coluna
guarda Phenomenex ODS (RP18), 4 mm x 3 mm. A analise foi realizada em
modo isocratico com fluxo de 0,7 mL/min e tempo de corrida de 12 minutos. Os
cromatogramas foram obtidos a 282 nm.

A analise de tiamina e acido folico em cada amostra foi realizada em

duplicata.

3.7.5. Identificagao e quantificagao de tiamina e acido félico

A identificagdo da tiamina e do acido félico nos extratos foi feita pela
comparacao dos tempos de retencao dos extratos com os obtidos para os
padrdes analisados sob as mesmas condigdes e por co-cromatografia. Para
tiamina também foi utilizada a comparacdo dos espectros de absorcdo do
padrao e das amostras, por meio do detector de arranjos de diodos (DAD).

A concentracgdo de tiamina e acido félico no UR® cru e UR® adicionado
ao arroz polido antes e apds cocgao foi calculada a partir das curvas analiticas
e equacgbes de regressao obtidas. A concentracao real foi obtida por calculos a

partir das diluigdes realizadas.

3.8. Testes para validagao dos métodos de analise de tiamina e acido
félico
3.8.1. Recuperacgao e faixa de linearidade

Foram realizados testes de recuperagao de tiamina e acido félico pela
adicdo de solugdes padrdo aos extratos de UR® cru e UR® adicionado ao arroz
polido apés cocgao, na proporgao de 20 a 100% da concentragdo média destas
vitaminas no arroz fortificado e no UR® adicionado ao arroz polido submetido as
diferentes técnicas de cocgao. O percentual de recuperagao foi calculado por
meio da féormula: % de recuperagdo = (concentragdo final da vitamina) -
(concentragao adicionada da vitamina) / (concentragao inicial da vitamina) x

100. As analises foram realizadas em ftriplicata.
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A determinagéo da faixa de linearidade das vitaminas foi realizada pela
analise, em duplicata, de seis concentragdes crescentes das solugdes padrao
de cada vitamina, utilizando-se as mesmas condi¢des cromatograficas
empregadas para analise dos extratos. Os dados obtidos para as areas dos
picos foram usados para andlise de regressao linear. O coeficiente de
determinacao (R2) obtido em cada caso foi utilizado para avaliagdo da
linearidade (LANCAS, 2004).

3.8.2. Limites de detecgao e quantificagao

A avaliacdo do limite de detecgdo (LD) foi realizada por diluigbes
sucessivas dos padrées de tiamina e acido folico, seguida da determinagéao da
menor quantidade detectavel, como sendo trés vezes o valor da amplitude do
ruido da linha de base (S/R = 3). O limite de quantificacdo (LQ) foi considerado
como sendo 10 vezes o LD (CATHARINO; GODOY:; LIMA-PALLONE, 2006).

3.8.3. Repetibilidade

O teste de repetibilidade foi realizado pela extracao e analise da tiamina
e acido folico, em quintuplicata, do UR® cru e UR® adicionado ao arroz polido
apos cocgao. A avaliagao da repetibilidade foi realizada pelo calculo do desvio
padrao relativo (DPR) das areas dos picos e dos tempos de retengdo dos
componentes analisados (LANCAS, 2004).

3.9. Andlise da estabilidade de tiamina e acido félico nas preparagoes

apos cocgao

A estabilidade de tiamina e acido folico foi avaliada nas preparagdes de
UR® adicionado ao arroz polido apés trés diferentes técnicas de cocgdo em
escala laboratorial e um tipo de cocgdo em Unidade de Alimentagao e Nutricao
realizada no Restaurante Universitario da Universidade Federal de Vigosa
(UFV).

A quantidade de ingredientes per capita utilizada em cada técnica
laboratorial e em Unidade de Alimentagcao e Nutricado para preparagao do arroz
encontra-se na Tabela 1. Em escala laboratorial, a preparacao foi feita visando
atender a uma familia de quatro pessoas. Em Unidade de Alimentagdo e
Nutricdo, considerou-se a quantidade cozida em paneldo americano de 300
litros, a qual pode servir aproximadamente 666 clientes, de um total de 4000

refeicoes servidas no almogo diariamente.
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Nas técnicas de cocgdo em nivel laboratorial, a mistura do UR® ao arroz
polido, na proporcao de 1:100, foi realizada pesando-se em balanga analitica
digital 2 g de UR® e em balanca semi analitica digital 198 g de arroz polido
(ndo lavado em agua corrente). Posteriormente, a mistura foi realizada
manualmente em recipiente de vidro. Para a técnica de coccdo em Unidade de
Alimentacgéo e Nutricdo foram pesados em balanga semi-analitica digital 0,6 kg
de UR® e 59,4 kg de arroz polido (previamente lavado em agua corrente). A

mistura dos gréaos foi realizada apés adi¢ao no paneldo americano.

Tabela 1. Ficha técnica de preparo do UR® adicionado ao arroz polido na
proporcao de 1:100 em escala laboratorial (EL) e Unidade de Alimentacéo e
Nutricdo (UAN).

Ingredientes Peso Liquido  Peso Liquido Peso Bruto Peso Bruto
(goumlL) (kg ou L) (goumlL) (kg ou L)
(EL) (UAN) (EL) (UAN)
Arroz Polido 198 59,4 198 59,4
Ultra Rice 2 0,6 2 0,6
Agua 600° 60 600° 60
400° 400°
Oleo de soja 20 5 20 5
Sal 5 2 5 2

Fonte: (ARAUJO ;MEDEIROS) FC: Fator de Corregéo
a — Cocgao com e sem refogamento em 6leo de soja
b — Cocgao em micro-ondas

3.9.1. Técnicas de cocgao em escala laboratorial

3.9.1.1. Cocgao em agua

Adicionou-se agua (600 mL) em panela de aluminio fundido, com
capacidade de 1 L, juntamente com ¢6leo (20 mL) e sal (5 g). A agua foi
aquecida até ebulicdo, e logo em seguida, o UR® adicionado ao arroz polido
(200 g) foi acrescentado. O cozimento foi feito em fogo baixo, com a panela
semi-tampada por aproximadamente 12 minutos. Apds secar a agua de
coccao, a chama do gas foi desligada. A panela permaneceu tampada por
aproximadamente 10 minutos. Apds este periodo, o arroz foi homogeneizado e

pesado.
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3.9.1.2. Refogamento em 6leo seguido de cocgao em agua

Adicionou-se 6leo de soja (20 mL) em panela de aluminio fundido, com
capacidade de 1 L, e levou-se ao fogo. O UR® adicionado ao arroz polido
(200g) foi acrescentado juntamente com o sal (5 g) e refogado
(aproximadamente 3 minutos). A agua (600 mL) previamente aquecida até
ebulicdo foi acrescentada. O cozimento foi feito em fogo baixo, com a panela
semi-tampada, por aproximadamente 15 minutos. Apds secar a agua de
cocgdo, a chama do gas foi desligada. A panela permaneceu tampada por
aproximadamente 10 minutos. Apds este periodo, o arroz foi homogeneizado e

pesado.

3.9.1.3. Cocgao em agua no forno de micro-ondas

Em recipiente de vidro apropriado foi acrescentado o UR® adicionado ao
arroz polido (200g), sal (5 g), 6leo (20 mL) e agua (400 mL), que foi levado ao
micro-ondas com o recipiente semi—tampado em poténcia alta (100%) por 8
minutos. Apods este periodo, o recipiente permaneceu tampado por
aproximadamente 10 minutos e, logo em seguida, o arroz foi homogeneizado e

pesado.
3.9.2. Técnica de coccao em Unidade de Alimentagao e Nutricao

Utilizou-se a cocgdo em agua com preparagdo em paneldo americano
(capacidade de 300 L). Adicionou-se agua (60 L) ao panelao juntamente com o
dleo (5 L) e o sal (2 kg). Apds aquecimento e ebulicdo da agua, o UR®
adicionado ao arroz polido foi adicionado. O cozimento foi feito com o paneléao
tampado por aproximadamente 40 minutos sob pressao média de vapor (800 a
1000 Kg/cm?). Apos este periodo, o vapor foi desligado e o paneldo
permaneceu tampado por aproximadamente 10 minutos. Logo em seguida, o

arroz foi homogeneizado e pesado.
3.9.3. Avaliagao da estabilidade de tiamina e acido félico apds cocgao

A estabilidade das vitaminas foi calculada pela porcentagem de retengao
de tiamina e &cido folico nas preparagdes de UR® adicionado ao arroz polido
apos as diferentes técnicas de cocgao, sendo essa obtida considerando-se as

alteracdes de peso sofridas pela mistura crua apdés a cocgado. Para tanto,
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utilizou-se a formula da retengdo verdadeira ou real (% RR) (MURPHY;
CRINER; GRAY, 1975), como descrito a seguir:

% RR = Tcoz ou AFcoz (mg/q) x Mcoz (g) x 100
Tc ou AFc (mg/g) x Mc (g)

Em que:

Tcoz ou AFcoz = Conteudo de tiamina ou acido félico em mg por grama da
preparagao cozida

Mcoz = Peso da preparagao cozida

Tc ou AFc = Conteudo de tiamina ou acido foélico em mg por grama da mistura
crua (UR® e arroz polido)

Mc = Peso da mistura crua (UR® e arroz polido)

3.10. Aceitacao sensorial das preparagoes apods diferentes técnicas de

cocgao

3.10.1. Selegao dos Julgadores

Foram selecionados 92 julgadores, sendo 19 homens e 73 mulheres, na
faixa etaria de 17 a 58 anos, nao treinados, consumidores habituais de arroz,
no Campus da UFV, com base no interesse e disponibilidade para participar do
teste sensorial. Os julgadores selecionados foram abordados sobre a
participagao voluntaria por meio de um termo de consentimento, que continha

dados sobre a pesquisa.

3.10.2. Teste de aceitagao sensorial das preparagoes

A aceitacdo sensorial das preparacdes de UR® adicionado ao arroz
polido foi avaliada no Laboratério de Analise Sensorial e Desenvolvimento de
Novos Produtos do Departamento de Nutricdo e Saude da UFV, em cabines
individuais, utilizando luz branca. Foram avaliadas preparacdes de UR®
adicionado ao arroz polido’ submetidas a quatro técnicas de coc¢ao, sendo trés
em escala laboratorial (a) refogado em 6leo e cozido em agua, b) cozido em
agua e c) cozido em agua no forno de micro-ondas) e uma em Unidade de
Alimentacdo e Nutricdo (cozido em agua), realizada no Restaurante
Universitario da UFV.

As amostras de arroz, pesando aproximadamente 30 g, foram servidas

em pratos de polietileno codificados com numeros de trés digitos aleatérios e

20



servidas de forma sequencial, a temperatura de 40 a 50 °C. Um copo de agua
potavel a temperatura ambiente foi fornecido para enxaglie da boca entre as
avaliagbes. Utilizou-se a escala hedbénica de nove pontos ancorada nos
extremos pelos termos “gostei extremamente” e “desgostei extremamente”,

avaliando-se os atributos odor, textura, sabor e impressao global.

3.10.3. Aspectos Eticos

Os julgadores foram informados do estudo e do sigilo das informagdes e
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, autorizando sua
participagdo no estudo (Anexo 1). Os esclarecimentos foram feitos em
linguagem acessivel e a liberdade do consentimento em participar da pesquisa
foi garantida a todos os individuos, conforme preconizado pelas Diretrizes e
Normas Regulamentadoras de Pesquisa envolvendo Seres Humanos do
Conselho Nacional de Saude (CNS, 1997).

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Universidade Federal de Vigosa (Of. Ref. N® 061/2011) (Anexo 2).

3.11. Analise da contribuicido das preparagées para o suprimento das

recomendacoes diarias de tiamina e acido félico

A analise da contribuicdo das preparagdes de arroz para o suprimento
das recomendacbes de tiamina e acido fdlico foi realizada levando-se em
consideragdo o contetido médio destas vitaminas no UR® adicionado ao arroz
polido apds diferentes técnicas de cocgdo e as recomendacgdes diarias de
tiamina e acido folico para diferentes grupos populacionais (Tabela 3).

Tabela 3. Recomendacgdes diarias de tiamina e acido félico para diferentes

faixas etarias.

Vitamina Criangas Mulheres Homens
(EAR) (EAR) (EAR)
2a 4a8 9a 14 a 219 Gestantes 9a 14 a =19
3 anos 13 18 anos 13 18 anos
anos anos  anos anos  anos

Tiamina 04 0,5 0,7 0,9 0,9 1,2 0,7 1,0 1,0
(mg/dia)

Ac.Folico 120 160 250 330 320 520 250 330 320
(ng/ dia)

Fonte: (U.S INSTITUTE OF MEDICINE, (2000); EAR: Estimated Average Requirement
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4. Delineamento experimental e analise estatistica dos dados

Para anadlise do efeito das técnicas de coccdo sobre o conteudo e
estabilidade de tiamina e acido fdlico, foi utilizado um delineamento
inteiramente casualizado com 4 tratamentos e 5 repeticbes para extracao de
tiamina e acido folico. Os dados foram submetidos a analise de variéncia
(ANOVA) e as médias comparadas utilizando-se o teste de Duncan ao nivel de
5% de probabilidade.

Para anadlise da aceitacdo sensorial foi utilizado o delineamento em
blocos casualizados para a avaliagdo dos atributos (odor, sabor, textura e
impressao global) das amostras utilizando a escala hedbdnica de 9 pontos,
variando de “desgostei extremamente” a “gostei extremamente”. Foi realizada
analise de variancia para os dados de aceitagcéo, seguida pelo teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade para comparagdao entre as médias. Para
obtencdo do mapa de preferéncia interno ou analise de preferéncia
multidimensional (MDPREF), os dados de aceitagado foram organizados numa
matriz de amostras (em linhas) e consumidores (em colunas), e esta submetida
a Andlise de Componentes Principais (MINIM, 2010). Os resultados foram
expressos em um grafico de dispersdao das amostras em relagdo aos dois
primeiros componentes principais e em outro representando os /oadings
(cargas) da ACP (correlagbes dos dados de cada consumidor com os dois
primeiros componentes principais) (DANTAS et al., 2009). Todas as analises
foram conduzidas utilizando-se o programa Statistical Analysis System (SAS
INSTITUTE INC, 2003), licenciado para a UFV.
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6. RESULTADOS
6.1. Artigo 1

ARROZ FORTIFICADO (ULTRA RICE®) APRESENTA ELEVADO TEOR DE
FERRO, ZINCO, TIAMINA E ACIDO FOLICO E ADEQUADA QUALIDADE
MICROBIOLOGICA E SENSORIAL APOS COCGAO
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RESUMO

Objetivou-se avaliar a qualidade microbiolégica e nutricional de gréos de arroz
fortificado (Ultra Rice® - UR®), bem como a aceitacdo sensorial de preparacdes
de UR® adicionado ao arroz polido, apos cocgdo em escala laboratorial (coccao
em agua, refogamento em 6leo seguido de cocgdo em agua e cocgdo em agua
em forno de micro-ondas) e em Unidade de Alimentacao e Nutricdo (coc¢cdo em
agua). O UR® apresentou 7,68% de umidade; 0,12% de lipidios; 7,26% de
proteinas; 0,96% de fibra alimentar total; 79,75% de carboidratos e valor
energético total de 349,12 Kcal. Verificou-se elevados teores de ferro (821,24
mg), zinco (142,15 mg), tiamina (161,72 mg) e acido fdlico (20,95 mg). Os
micro-organismos pesquisados estavam ausentes ou dentro dos padrdes
microbioldgicos estabelecidos pela legislacéo sanitaria. Todas as preparagdes
foram bem aceitas, sendo que as preparagdes com refogamento em O6leo
seguido de cocdo em agua, cozida em agua e cozida em Unidade de
Alimentacdo e Nutricdo apresentaram melhor aceitagdo dos atributos sabor,
textura e impresséao global que a preparagao cozida em forno de micro-ondas.
As quatro preparacdoes apresentaram aceitacdo semelhante em relacdo ao
atributo odor. Em conclusdo, o UR® apresentou composicao centesimal
semelhante ao arroz polido, elevados conteudos de ferro, zinco, tiamina e acido
félico e com qualidade sanitaria e sensorial satisfatérias. Desta forma, o UR®
mostrou-se um alimento adequado para utilizagdo em programas de
alimentagcdo e nutricdo destinados a populagbes em situagdo de risco
nutricional, e que tém o habito de consumir arroz na dieta.

Palavras-chave: composi¢ao centesimal; micronutrientes, técnicas de cocgao,
CLAE-DAD.
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate the microbiological and nutritional quality of grains
of a fortified rice (Ultra Rice® - UR®) and the sensory acceptance of
preparations containing UR® added to the polished rice after cooking in
laboratory scale (boiling, stir-frying before boiling and boiling in a microwave
oven) and in foodservice (boiling). UR® grains presented 7.68% of moisture,
0.12% of lipids, 7.26% protein, 0.96% of total dietary fiber, 79.75% of
carbohydrates and total energetic value of 349.12 kcal. It was found elevated
levels of iron (821.24 mg), zinc (142.15 mg), thiamine (161.72 mg) and folic acid
(20.95 mg). The surveyed microorganisms were within the microbiological
standards established by the health legislation. All preparations were well
accepted, and preparations that were stir-fried before boiled, boiled in water and
boiled in foodservice showed better acceptance of flavor, texture and overall
impression than the preparation boiled in microwave oven. The four
preparations showed similar acceptance in relation to the attribute odor. In
conclusion, UR® presented chemical composition similar to polished rice, high
contents of iron, zinc, thiamine and folic acid and satisfactory sensory and
sanitary quality. Thus, UR® proved to be an adequate food for use in programs
of feeding and nutrition destined to populations at nutritional risk that usually
consume rice on their diet.

Key words: centesimal composition, micronutrients, cooking techniques, HPLC-
DAD
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1. INTRODUGCAO

As deficiéncias de micronutrientes configuram-se, na atualidade, como
um importante problema de saude publica mundial, em especial, nos paises em
desenvolvimento. Nesses paises, essas deficiéncias acometem diferentes
grupos populacionais destacando-se as criangas em idade pré-escolar,
gestantes e idosos (LIBERA et al., 2008).

Diferentes estratégias tém sido utilizadas na prevengdo e redugado
destas deficiéncias, destacando-se entre essas a fortificacdo de alimentos. O
processo de fortificagcdo, também denominado enriquecimento ou adicdo de
nutrientes, consiste no acréscimo, de acordo com parametros legais, de um ou
mais nutrientes, naturalmente contidos ou ndo em alimentos de uso massivo,
com o objetivo de melhorar seu valor nutritivo (VELLOZO; FISBERG, 2010).

Para que a fortificacdo de um alimento seja eficaz, deve-se priorizar um
tipo de alimento que faca parte do habito alimentar e que seja amplamente
consumido pela populagdo que tem risco de deficiéncia de micronutrientes.
Entre os alimentos utilizados como veiculos de micronutrientes no processo de
fortificagao alimentar estdo os cereais e respectivas farinhas, molhos, leite e
derivados, e em menor proporg¢éo, sal, agucar e condimentos (SALGUEIRO et
al., 2002; ZANCUL, 2004; BROGNOLI et al., 2008).

O arroz é um dos cereais mais produzidos no mundo, caracterizando-se
como um alimento tipicamente consumido por grande parte da populagéo
mundial, principalmente nos paises em desenvolvimento, como o Brasil (FAO,
2012). Por ser habitual na dieta brasileira, a fortificacdo deste cereal constitui-
se numa importante estratégia de prevengao e redugdo das deficiéncias de
micronutrientes no pais (MARCHI; SZARFARC; RODRIGUES, 2004).

Entre as tecnologias utilizadas para a fortificacdo do arroz, destaca-se a
tecnologia Ultra Rice® (UR®) que permite a obtencdo de grdos com tamanho,
forma e textura idénticos ao arroz do tradicional. Neste processo, os graos sao
fabricados a partir da farinha de arroz adicionada de nutrientes, pelo processo
de extrusao. Atualmente, duas formulagdes de UR® tém sido desenvolvidas
pelo Program for Appropriate Technology in Health (PATH), sendo uma
fortificada com vitamina A e outra, com tiamina, acido félico, ferro e zinco

(PATH, 1999). Dependendo do nivel de enriquecimento desejado, os graos de
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UR® podem ser misturados ao arroz convencional em proporgdes que variam
de 1:50 a 1:200 (LEE; HAMER; EITENMILLER, 2000).

Pesquisas com o UR® vém sendo desenvolvidas nos Ultimos anos
objetivando avaliar e comprovar sua eficacia na prevengédo e redugao das
deficiéncias de micronutrientes em diferentes populagbes (HASKELL et al.,
2005; MORETTI et al., 2006; HOTZ et al., 2008), bem como a estabilidade de
palmitato de retinil apés cocgdo e tiamina na presenca de sais de ferro (LEE;
HAMER; EITENMILLER, 2000; LI; DIOSADY; JANKOWSKI, 2008a; b) e
biodisponibilidade de vitamina A adicionada (FLORES et al., 1994). Os
resultados desses estudos demonstraram alta biodisponibilidade e estabilidade
(75 a 87 para o palmitato de retinil e quase 100% para tiamina) dos diferentes
compostos empregados na formulagdo do UR® e eficacia deste alimento
fortificado na prevencao das deficiéncias de ferro e vitamina A.

Tendo em vista a escassez de pesquisas na area, o presente estudo
objetivou caracterizar graos de UR® adicionados de ferro, zinco, tiamina e acido
félico quanto a sua composi¢do microbiolégica e nutricional e avaliar a
aceitacao sensorial de preparagoes de UR® adicionado ao arroz polido

utilizando diferentes técnicas de cocgao.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Matéria-Prima
Foi utilizado UR® fortificado com ferro, zinco, tiamina e &cido fdlico,
fabricado e cedido por uma industria de massas alimenticias (Indaiatuba, Sao
Paulo, Brasil) apos autorizagao pelo PATH. Além disso, utilizou-se arroz polido
tipo 1, classe longo fino, adquirido no comércio da cidade de Vigosa, Minas
Gerais.
2.2. Técnicas de coccdo das preparacdes do UR® adicionado ao arroz
polido
Foram utilizadas trés técnicas de coccdo em escala laboratorial (a)
refogado em 6leo de soja seguido de cocgdo em agua, b) cozido em agua e c)
cozido em agua em forno de micro-ondas) e uma técnica de cocgdo em
Unidade de Alimentagdo e Nutricdo - UAN (cozido em agua), realizada no

restaurante universitario da Universidade Federal de Vigosa (UFV).
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Para as técnicas de cocgcdo a escala laboratorial, a quantidade
preparada visou atender uma familia de quatro pessoas. Na Unidade de
Alimentacdo e Nutricdo, previu-se o atendimento de, aproximadamente, 666
pessoas, de um total de 4000 refei¢cdes servidas no almogo diariamente.

Nas técnicas de coccdo em escala laboratorial, a mistura do UR® ao
arroz polido, na proporcdo de 1:100, foi realizada pesando-se em balanca
analitica digital (GEHAKA, AG 200) 2 g de UR® e em balanca semi analitica
digital (Trentin, BT - 001) 198 g de arroz polido (ndo lavado em agua corrente).
Posteriormente, a mistura foi realizada manualmente em recipiente de vidro.
Para a técnica de coccdao em Unidade de Alimentacdo e Nutricdo foram
pesados em balanga semi-analitica digital (Trentin, BT - 001) 0,6 kg de UR® e
59,4 kg de arroz polido (previamente lavado em agua corrente). A mistura dos
graos foi realizada apés adigao no panelao americano.

2.2.1. Cocgao em escala laboratorial
2.2.1.1. Cocgédo em agua

Adicionou-se agua (600 mL) em uma panela de aluminio fundido
(capacidade de 1 L), éleo de soja (20 mL) e sal (5 g). A agua foi aquecida até
ebulicdo em fogdo de chama e, em seguida, acrescentou-se o UR® adicionado
ao arroz polido (200g). Procedeu-se a cocgao do arroz em fogo baixo, com a
panela semi-tampada por aproximadamente 12 minutos. Apds evaporacao da
agua de cocgao, a chama do gas foi desligada. A panela permaneceu tampada
por aproximadamente 10 minutos. Apds este periodo, o arroz cozido foi
homogeneizado e pesado em balanga semi analitica digital (Trentin, BT - 001)
para o calculo do rendimento.
2.2.1.2. Refogamento em 6leo seguido de cocgdo em agua

Adicionou-se 6leo (20 mL) a uma panela de aluminio fundido
(capacidade de 1 L) e levou-se ao fogo, em fogao de chama. Logo em seguida,
acrescentou-se o UR® adicionado ao arroz polido (200 g), sal (5 g). Refogou-se
por, aproximadamente 3 minutos, e acrescentou-se agua (600 mL) previamente
aquecida até ebulicdo. O cozimento foi realizado em fogo baixo, com a panela
semi-tampada, por, aproximadamente, 15 minutos. Apos evaporagao da agua
de cocgao, a chama do gas foi desligada. A panela permaneceu tampada por,

aproximadamente, 10 minutos. Apds este periodo, o arroz cozido foi
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homogeneizado e pesado em balanga semi analitica digital (Trentin, BT - 001)
para o calculo do rendimento.
2.2.1.3. Cocgédo em agua em forno de micro-ondas

O arroz cozido em forno de micro-ondas foi preparado em recipiente de
vidro apropriado, conforme descrito a seguir: acrescentou-se o UR® adicionado
ao arroz polido (200 g), sal (5 g), 6leo (20 mL) e agua (400 mL). Em seguida,
os ingredientes foram levados ao forno de micro-ondas, em recipiente semi—
tampado, poténcia alta (100%), por 8 minutos. Apds a cocgao, o recipiente
permaneceu tampado por aproximadamente 10 minutos. Apds este periodo, o
arroz cozido foi homogeneizado e pesado em balanga semi analitica digital
(Trentin, BT - 001) para o célculo do rendimento.

2.2.2. Cocgao em agua em UAN

Acrescentou-se agua (60 L) em paneldo americano de 300 L juntamente
com o Oleo (5 L) e o sal (2 Kg). Apds a ebulicdo da agua, adicionou-se a
mistura de UR® e arroz polido (60 Kg). O cozimento do arroz foi realizado com
o paneldo tampado, em vapor médio (800 a 1000 Kg/cm?), por 40 minutos.
Apds a cocgdo, o vapor foi desligado e o paneldao permaneceu tampado por
aproximadamente 10 minutos. Em seguida, o arroz cozido foi homogeneizado e
pesado em balanga semi analitica digital (Trentin, BT - 001) para o calculo do
rendimento.

2.3. Analise microbioldgica e atividade de agua (Aw)

A analise microbiolégica dos grdos de UR® crus foi realizada no
Laboratério de Higiene de Alimentos, do Departamento de Nutrigdo e Saude
(DNS) da UFV. As andlises para enumeragao de coliformes a 45°C, Salmonella
spp., Bacillus cereus, fungos e leveduras foram realizadas de acordo com
metodologia descrita por Downes e Ito (2001).

Para cada micro-organismo avaliado foram contadas as colbnias tipicas
nos meios de cultura utilizados, conforme Downes e Ito (2001), e os resultados
foram expressos em unidades formadoras de col6nias por grama (UFC/g),
utilizando-se a seguinte férmula para calculo:

UFC/g= média do n° colbnias tipicas x FD / Aliquota (mL), sendo FD= fator de
diluicdo, correspondente ao inverso da diluicao utilizada.

A atividade de agua dos graos de UR® crus foi realizada em triplicata e

determinada utilizando equipamento Aqualab (Decagon, modelo CX3).
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2.4. Analise da composicao centesimal e minerais

A analise da composicdo centesimal do UR® cru foi realizada no
Laboratério de Analise de Alimentos do DNS - UFV. As analises para
determinacdo do teor de agua, lipidios, proteinas, ferro e zinco foram feitas
com amostras de UR® cru em triplicata, e para determinagdo de fibra alimentar
soluvel e insoluvel, realizou-se a analise em duplicata. Os teores de agua,
proteinas, lipidios, cinzas, fibras e carboidratos foram determinados segundo
metodologia descrita pela AOAC (2002) sendo fibra alimentar total (FAT), fibra
alimentar soluvel (FAS) e fibra alimentar insoluvel (FAI) determinados pelo
método enzimatico gravimétrico e os teores de carboidratos por diferenca
(AOAC, 2002). Ferro e zinco foram determinados por espectrofotometria de
absorcao atbmica segundo Gomes (1996). Para o calculo do valor caldrico,
foram utilizados os fatores de conversdo 4; 4 e 9 Kcal/g para proteinas,
carboidratos e lipidios, respectivamente (FRARY; JOHNSON, 2005).
2.5. Analise de tiamina e acido félico

Os métodos para extragao e analise de tiamina e acido folico nos graos
crus de UR® foram otimizados no Laboratério de Analise de Vitaminas do DNS
— UFV.

As analises foram realizadas em cinco repeticdes para extracdo e a
injecdo de cada extrato foi feita em duplicata.

Durante as analises quimicas, as amostras e extratos foram mantidas
sob protecdo da luz solar e artificial, pela utilizacdo de vidrarias ambar, papel
aluminio e cortinas do tipo blackout, e sob protecdo do oxigénio, através da
utilizacao de vidrarias com tampas.

Antes da etapa de extracdo de tiamina e acido folico, as amostras de
UR® cru foram trituradas em moinho analitico (Quimis, Q298A).

2.5.1. Extracao e analise de tiamina

Para extracdo de tiamina, pesou-se cerca de 1 g de UR® cru, em
balanca analitica digital (GEHAKA, AG 200) e adicionou-se 22 mL de solugao
extratora conforme Anyacora et al (2008) composta por sal sdédico do acido
hexano sulfénico (5 mM) e acido acético glacial (1%), com pH ajustado para
3,5 com KOH (10 M). A amostra foi homogeneizada em microtriturador

(Marconi, MA 102), por 3 minutos, e centrifugada a 4000 rpm (1789 g) em
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centrifuga de tubos (Excelsa Baby Il, com cruzeta angular 4 x 100 mL, Fanem,
206-R), por 7 minutos. Posteriormente, o sobrenadante foi filtrado com auxilio
de bomba a vacuo (Tecnal, TE-058) em funil de buchner, utilizando-se papel de
filtro (n° JP41 J. ,Prolab, Brasil) O filtrado foi transferido para baldo volumétrico
de 25 mL, sendo o volume completado com solugcdo extratora. O extrato foi
acondicionado em frasco ambar hermeticamente fechado e armazenado sob
refrigeracéo (4 °C = 1 °C) até o momento da andlise, que ocorreu, no maximo,
apoés 1 hora.

A andlise de tiamina foi conduzida empregando-se sistema de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia de fase reversa (CLAE) (Shimadzu,
SCL 10AT VP) composto de bomba de alta pressdo (LC-10 AT-VP); injetor
automatico, com loop de 500 uL (SIL-10AF) e detector de arranjo de diodos
(DAD) (SPD-M10 AVP). O sistema foi controlado pelo Software Multi System,
modelo Class Vp 6.1.

As condigbes cromatograficas basearam-se em procedimentos descritos
por Anyakora et al (2008) e Dong et al (1988) e incluiram: fase mével composta
por agua ultra pura contendo sal sédico do acido hexano sulfénico (5 mM) e
acido acético glacial (1%): metanol (75: 25), adicionada de trietilamina (0,1%),
pH ajustado para 3,5 com KOH (10 M) ; coluna RP18 (Phenomenex Gemini
250 mm x 4,6 mm, 5 ym), equipada com coluna guarda (Phenomenex RP18 4
x 3 mm) A analise foi realizada em modo isocratico, com fluxo de 1 mL/min e
tempo de corrida de 10 minutos. Os cromatogramas foram obtidos a 247 nm.

A quantificacdo de tiamina no UR® cru foi feita a partir da curva analitica
e equacdo de regressdo obtidas (y = 2381473,1982 x + 122852, 4402; R? =
0,9998). O calculo da concentracao real foi obtido a partir da diluigao realizada.

2.5.2. Extracao e analise de acido félico

Para extracdo de acido folico, pesou-se cerca de 1 g de UR® cru em
balanca analitica digital (GEHAKA, AG 200) e adicionou-se 22 mL de solugéo
extratora, conforme Della Lucia et al (2011), composta por tampao fosfato (0,1
M), pH 6,0 ajustado com KOH (10 M). A amostra foi homogeneizada em
microtriturador (Marconi, MA 102) por aproximadamente 3 minutos e
centrifugada a 4000 rpm (1789 g) em centrifuga de tubos (Excelsa Baby I, com
cruzeta angular 4 x 100 mL, Fanem, 206-R), por 7 minutos. O sobrenadante foi
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filtrado com auxilio de bomba a vacuo (Tecnal, TE-058) em funil de buchner,
utilizando-se papel de filtro (n° JP41 J. , Prolab, Brasil). Posteriormente, o
filtrado foi transferido para baldo volumétrico de 25 mL sendo o volume
completado com solugédo extratora. O extrato foi acondicionado em frasco
ambar hermeticamente fechado e armazenado sob refrigeragdo (4 °C = 1 °C)
até o momento da analise, que ocorreu, no maximo, apés 1 hora.

A analise de acido félico foi conduzida empregando-se 0 mesmo sistema
CLAE utilizado para analise de tiamina. As condigbes cromatograficas
basearam-se em procedimento descrito por Anyakora et al (2008) e Dong et al
(1988) com adaptagdes: fase movel composta por solugdo de sal sédico do
acido heptano sulfénico (5 mM) e acido acético glacial (1%): metanol (80:20),
adicionada de trietilamina (0,1%), pH ajustado para 5,0 com KOH (10 M);
coluna RP18 (Phenomenex Gemini 250 mm x 4,6 mm, 5 um), equipada com
coluna guarda RP18 (Phenomenex 4 mm x 3 mm). A analise foi realizada em
modo isocratico, com fluxo de 0,7 mL/min e tempo de corrida de 12 minutos.
Os cromatogramas foram obtidos a 282 nm.

A quantificacdo de acido félico no UR® cru foi feita a partir da curva
analitica e equacdo de regressdo obtidas (y = 4736910,1846x — 8543,3495; R?
= 0,9997). O célculo da concentragao real foi obtido a partir da diluicdo
realizada.

2.6. Aceitagdao sensorial das preparacoées apos diferentes técnicas de
cocgao
2.6.1. Selecgao dos julgadores

Foram selecionados 92 julgadores, sendo 19 homens e 73 mulheres, na
faixa etaria de 17 a 58 anos, nao treinados, consumidores habituais de arroz.
Os julgadores foram abordados, no campus da UFV e selecionados com base
no interesse e disponibilidade para participar do teste sensorial. A participagao
voluntaria foi condicionada a assinatura de um termo de consentimento, no
qual constavam os dados sobre a pesquisa.

2.6.2. Teste de aceitagao sensorial das preparagoes

A aceitacdo sensorial em relagdo aos atributos odor, textura, sabor e
impressao global das quatro preparagdes foi realizada no Laboratério de
Analise Sensorial e Desenvolvimento de Novos Produtos do DNS-UFV, em

cabines individuais, utilizando luz branca.
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Amostras de arroz (30 g) em temperatura de 40 a 50 °C, foram servidas
em pratos de polietileno codificados com numeros de trés digitos aleatoérios e
servidas de forma sequencial. Um copo de agua potavel em temperatura
ambiente foi fornecido para enxague da boca entre as avaliagdes. Utilizou-se a
escala heddnica de nove pontos ancorada nos extremos pelos termos “gostei
extremamente e “desgostei extremamente” para avaliacdo dos atributos
(STONE; SIDEL, 1993).

2.6.3. Aspectos éticos

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Universidade Federal de Vigosa (Of. Ref. N2 061/2011).

Os julgadores foram informados do estudo e do sigilo das informagdes e
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, autorizando sua
participacao.

Os esclarecimentos foram feitos em linguagem acessivel e a liberdade
do consentimento em participar da pesquisa foi garantida a todos os individuos,
conforme preconizado pelas Diretrizes e Normas Regulamentadoras de
Pesquisa envolvendo Seres Humanos do Conselho Nacional de Saude (CNS,
1997).

2.6.4. Delineamento experimental e analise estatistica dos dados de
aceitacao sensorial

Utilizou-se o delineamento em blocos casualizados para a avaliagao dos
atributos odor, sabor, textura e impressao global das preparagdes de arroz
cozido. Os dados da aceitagdo sensorial foram submetidos a analise de
variancia, seguida pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. Os
resultados foram avaliados também por meio do mapa de preferéncia interno,
baseado no modelo de Analise de Componente Principal (ACP) (MINIM, 2010).
Os resultados foram apresentados em grafico de dispersdao das amostras em
relacdo aos dois primeiros componentes principais e em outro representando
os loadings (cargas) da ACP (correlagcbes dos dados de cada consumidor com
os dois primeiros componentes principais) (DANTAS et al., 2009). As analises
foram realizadas utilizando-se o programa Statistical Analysis System (SAS
INSTITUTE INC, 2003), licenciado para a UFV.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Qualidade microbiolégica e atividade de agua (Av)

Os graos de UR® estavam de acordo com o padrdo microbiolégico
estabelecido pela RDC n’ 12/2001 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria-
Anvisa (BRASIL, 2001), apresentando contagem de Bacillus cereus, coliformes
a 45°C e fungos e leveduras inferiores aos valores de referéncia, bem como
auséncia do patdégeno Salmonella (Tabela 1). Ressalta-se que a legislagéo
vigente ndo estabelece limites de contaminagdo microbiolégica para o arroz.
Dessa forma, os resultados encontrados foram comparados com os limites
estabelecidos pela RDC n” 12/2001 da Anvisa (BRASIL, 2001), para amidos,
farinhas, féculas e fuba em p6 ou flocados. O valor encontrado para fungos e
leveduras foi comparado com o limite estabelecido por Leitdo et al (1988).

A baixa contagem de micro-organismos nas amostras indica um eficiente
controle higiénico-sanitario no processo produtivo do UR®. Além disso, a baixa
atividade de agua encontrada no UR® cru (0,47 + 0,01) n3o oferece condigdes

para o crescimento e desenvolvimento microbiano (BEUCHAT, 1981).

Tabela 1. Qualidade microbiolégica do UR® cru.

Micro-organismo Valor encontrado Referéncia
pesquisado
Bacillus cereus 4 UFC/g até 3 x 10° UFC/g*
Coliformes a 45°C <4 NMP /g até 10° NMP/g*
Salmonella spp. Auséncia Auséncia*
Fungos e Leveduras 4 x 10 UFC/g 10* a 10° UFC/g*

*RDC 12 de 2001; **(LEITAO et al., 1988).

Tabela 2. Atividade de agua (aw) do UR® cru

Valor encontrado- Referéncia**

0,90 — Bactérias deterioradoras
0,47 £ 0,01 0,88 — Leveduras
0,80 - Fungos

*Média de trés replicatas; ** (BEUCHAT, 1981)
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3.2. Composigao nutricional do UR®

O UR® apresentou reduzido teor de agua e fibra alimentar total (FAT) em
relagdo ao observado no arroz polido cru (Tabela 3). A baixa umidade do UR®
€ atribuida a secagem dos gréaos em seu processo de fabricagao (PATH, 1999).
O contetdo reduzido de FAT no UR® (52% do teor presente no arroz polido)
pode ser devido as condi¢des de cultivo, tipo de solo e variedade, além das
caracteristicas genotipicas dos gréaos de arroz, que na forma de farinha,
compde cerca de 90% desta matriz (PATH, 1999; LAl et al., 2007). O conteudo

de lipidios, proteinas e carboidratos no UR® foi similar ao do arroz polido cru.

Tabela 3. Composicdo nutricional dos grdos de Ultra Rice® crus (dados em

matéria seca).

Componente UR® Arroz polido cru
(Média £DP) ~ MUCLEQDE ESTuDoSE
. ALIMENTACAOQ, 2011)
Umidade (g/100g) 7,68 + 0,08 13,20
Lipidios (g/100g)’ 0,12+ 0,03 0,34
Proteinas (g/100g)’ 7,26 + 0,63 8,29
Cinzas (g/100g)’ 4,23 +0,04 0,57
Fibra alimentar total (g/100g)” 0,96 + 0,03 1,84
Fibra soltvel (g/100g)” 0,58 + 0,33 -
Fibra insoltvel (g/100g)” 0,38 + 0,29 -
Carboidratos 79,75 75,76
Valor energético total 349,12 339,26
Ferro (mg/100g)’ 821,24 + 54,46 0,75
Zinco (mg/100g) ~ 142,15 + 0,99 1,29
Tiamina (mg/100g) 161,72 + 1,93 0,17
Acido Folico (mg/100g) ™ 20,95+ 0,10 -

*Amostras de Ultra Rice” analisadas em triplicata; **Amostras de Ultra Rice® analisadas em duplicata

“"Média de cinco repeticdes para extracdo em duplicata; DP: Desvio padrao

Em relagdo aos micronutrientes, verificaram-se elevados teores de ferro,
zinco e tiamina no UR® cru quando comparado ao arroz polido. Além disso, o
UR® apresentou acido folico, o qual € um componente sintético que ndo é

encontrado, naturalmente, em graos de arroz polido. Os elevados conteudos de
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ferro, zinco, tiamina e acido félico no UR® se devem ao fato deste se tratar de
um arroz fortificado e que deve ser consumido, exclusivamente, misturado ao
arroz polido. O consumo dos gréaos de UR® de forma isolada pode levar a uma
ingestdo de micronutrientes superior ao nivel maximo toleravel (UL),
acarretando risco ou efeito adverso a saude (U.S INSTITUTE OF MEDICINE,
2000).

Os graos de UR® podem ser misturados ao arroz polido em proporcdes
que podem variar de 1:50 a 1:200, de forma a contribuir com o minimo de 30%
da ingestao diaria destes micronutrientes, apds a cocgao do UR® adicionado ao
arroz polido. Assim, os elevados niveis de ferro, zinco, tiamina e acido félico
observados na composicdo do UR® analisado no presente estudo podem
classifica-lo como um alimento estratégico na prevengdo das deficiéncias
especificas destas vitaminas e minerais, mediante o aumento do aporte desses
micronutrientes na alimentagdo de populacbes que consomem arroz
habitualmente.
3.3. Aceitagdo sensorial das preparagoes de UR® adicionado ao arroz
polido

Observou-se que todas as preparacdes foram bem aceitas em relacao
ao odor, textura, sabor e impressao global (Tabela 4). Em média, 83,9% dos
escores de todos os atributos nas diferentes preparacdes situaram-se entre os
escores hedbnicos 6 e 9 (gostei ligeiramente a gostei extremamente). A boa
aceitacdo sensorial do UR® adicionado ao arroz polido também foi observada

por Beinner et al (2010) em preparagao cozida em agua.
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Tabela 4. Frequéncia (%) dos escores de aceitagdo sensorial em relagdo ao

odor, textura, sabor e impressao global de preparagdes de UR® adicionado ao

arroz polido.
Preparagées de UR® adicionado ao arroz polido
) Cozida em
) Termo Cozida Refogada em dleo
Atributos ) ) forno de .
heddnico em seguida de cocgéo ] Cozida em UAN
micro-
agua em agua
ondas
Aceitacao 86 92 78 85
Odor Indiferenga 55 4 7,5 55
Rejeicéao 8,5 4 14,5 9,5
Aceitagao 85 93,5 63 80,5
Textura Indiferenga 3 0 4 14
Rejeicao 12 6,5 33 55
Aceitacao 84 91 75 89
Sabor Indiferencga 2 4 7,5
Rejeicao 14 21 3,5
Aceitacao 86 92 78 85
Impresséo
Indiferenca 5,5 4 7,5 5,5
Global
Rejeicao 8,5 4 14,5 9,5

Aceitagdo: escores de 6 a 9; indiferenca: escore 5; rejeicao: escores de 1 a 4. N = 92 julgadores

UAN: Unidade de Alimentagao e Nutricdo
Com base nos dados obtidos no teste de aceitagcado das preparacdes de

UR® adicionado ao arroz polido, construiu-se 0 mapa de preferéncia interno

para os atributos odor, sabor, textura e impressdo global (Figura 1). Os

consumidores mais proximos do centro da figura ndo estdo correlacionados

com nenhum dos dois componentes principais e contribuem pouco para a

discriminagdo das amostras. A correlagado de julgadores com pelo menos um

dos componentes indica diferenga na aceitacao das amostras.
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Figura 1. Dispersdo das preparagbes apos as técnicas de cocgcado em escala
laboratorial e em Unidade de Alimentacao e Nutricdo em relagdo a aceitacao pelos
consumidores e correlagcado entre os dados de aceitacido de cada consumidor € os
dois componentes principais. (A) Textura, (B) odor, (C) sabor e (D) impresséao

global.

A soma do primeiro e segundo componentes principais explicaram,
respectivamente, 78,5 % da variancia entre as amostras quanto ao odor; 78,6
% para sabor; 83 % para textura e 82 % para impressao global. Dessa forma,
esses componentes foram suficientes para discriminar as amostras quanto a
aceitagao dos atributos avaliados nas diferentes preparagoes.

A separagdo espacial das preparagdes de UR® adicionado ao arroz
polido sugere a formacdo de quatro grupos distintos para os atributos
impressao global, odor e textura, e trés grupos distintos para o sabor (grupo 1:

preparacao refogada em 6leo e cozida em agua e em Unidade de Alimentacao
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e Nutricdo; grupo 2: preparagao cozida em agua e grupo 3: preparagao cozida
em agua no forno de micro-ondas)

Para os atributos textura, sabor e impressdo global, a maioria dos
julgadores se correlacionou com os dois componentes principais para a
preparacao refogada em 6leo de soja seguida de cocgdo em agua, cozida em
agua e cozida em UAN, demonstrando melhor aceitagdo em relagdo aos
mesmos atributos da preparacado cozida em forno de micro-ondas. Quanto ao
odor, os julgadores se correlacionaram de modo semelhante com os
componentes principais, demonstrando aceitacdo semelhante de todas as

amostras.

4. CONCLUSAO

Os graos de UR® apresentaram qualidade sanitaria satisfatoria e
composicao centesimal em termos de lipidios, proteinas e carboidratos similar
ao arroz polido, além de altos teores de ferro, zinco, tiamina e acido félico.

Todas as preparagdes de UR® adicionado ao arroz polido foram bem
aceitas em relacao aos atributos avaliados.

As preparagdes refogada em 6leo seguida de cocgdo em agua, cozida
em agua e cozida em UAN apresentaram melhor aceitagdo dos atributos sabor,
textura e impressao global que a preparagao cozida em forno de micro-ondas.
As quatro preparagdes apresentaram aceitacdo semelhante em relagdo ao
atributo odor.

Os achados demonstraram que o UR®, quando preparado juntamente
com o arroz polido, poder ser indicado como um alimento adequado e seguro
para utilizagdo em programas de alimentacdo e nutrigdo, especialmente para
populagdes em situagcado de risco nutricional, e que tém o habito de consumir

arroz na dieta.
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6.2. Artigo 2

OTIMIZAGCAO DE METODOS PARA ANALISE DE TIAMINA E ACIDO
FOLICO POR CLAE-DAD EM ARROZ FORTIFICADO (ULTRA RICE®)
ADICIONADO AO ARROZ POLIDO ANTES E APOS COCGAO
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RESUMO

O presente estudo objetivou otimizar e validar métodos para
determinagédo de tiamina e acido félico em graos crus de Ultra Rice® (UR®),
bem como na mistura destes grdos com arroz polido, antes e apos diferentes
técnicas de coccdo. A andlise de tiamina e acido folico foi realizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa acoplada a detector de
arranjos de diodos (CLAE-FR-DAD). Diferentes fases méveis foram testadas.
Foram utilizadas diferentes propor¢cées de modificador organico (metanol ou
acetonitrila), faixas de pH, concentragdes de trietilamina e fluxos da fase mével
de modo a se obter uma melhor condigdo cromatografica para analise das
vitaminas, com menor tempo de retencdo, picos de interesse com boa
resolugcdo e eluicdo das vitaminas com tempos diferentes dos compostos
interferentes presentes nas amostras. Para validacdo dos métodos foram
realizados testes de recuperacédo, repetibilidade, linearidade, limites de
deteccao e de quantificacdo. Os métodos otimizados apresentaram boa
resolucdo dos picos das vitaminas pesquisadas e excelente recuperacao para
tiamina e acido félico (em média: 82,6 a 104% e 87,5 a 96% respectivamente),
repetibilidade com desvio padrao relativo das areas dos picos e dos tempos de
retencdo menor que 10% e altos coeficientes de determinagao (0,9998 para
tiamina e 0,9997 para acido fdlico). Os limites de deteccdo e quantificagao
foram, respectivamente, 0,00193 ug e 0,0193 pg para tiamina e 0,000934 ug e
0,00934 pg para acido folico. Os métodos otimizados demonstraram
confiabilidade e sensibilidade na deteccao e quantificagdo de tiamina e acido
félico em gréaos crus de UR® e na mistura destes gréos com arroz polido, antes
e apos diferentes técnicas de cocgéo, indicando que podem ser utilizados com
segurancga para analise destas vitaminas em arroz fortificado.

Palavras chave: Micronutrientes, fortificagdo de alimentos, vitaminas do

complexo B.
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ABSTRACT

This study aimed to optimize and validate methods for determination of thiamine
and folic acid in raw grains of Ultra Rice® (UR®), as well as in the mixture of
these grains with polished rice, before and after cooking. Thiamine and folic
acid analysis were made by Reversed Phase High Performance Liquid
Chromatography coupled to a photodiode array detector (RP-HPLC-DAD).
Different mobile phases were tested. Different proportions of organic modifier
(methanol or acetonitrile), pH ranges, triethylamine concentrations and mobile
phase flows were used to obtain a better condition for chromatographic analysis
of the vitamins with lower retention time, with peaks of interest with good
resolution and elution of vitamins with different times of the interfering
compounds present in the sample. For methods validation, tests of recovery,
repeatability, linearity, limits of detection and quantification were made. The
optimized methods showed good resolution of the peaks of the vitamins
investigated and excellent recovery for thiamine and folic acid (average of 82.6
to 104% and 87.5 a 96%, respectively), repeatability with relative standard
deviation of peak areas and retention times lower than 10% and high
determination coefficients for linearity test (0.9998 for thiamine and 0.9997 for
folic acid). The detection and quantification limits were, respectively, 0.00193 ug
and 0.0193 pg for thiamine and 0.000934ug and 0.00934ug for folic acid. The
optimized methods demonstrated reliability and sensitivity for detection and
quantification of folic acid and thiamine in raw grains of UR® and in the mixture
of these grains with polished rice, before and after different techniques of
cooking, indicating that these methods can be safely used for analysis of these
vitamins in fortified rice.

Key words: micronutrients, food fortification, B complex vitamins.
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1. INTRODUGCAO

A fortificagdo de alimentos constitui-se numa importante estratégia global
de prevencdo as deficiéncias de micronutrientes em diversas populagdes
(ZANCUL, 2004; VELLOZO ;FISBERG, 2010). Segundo a Food and Agriculture
Organization (FAO, 2012), o arroz é um dos cereais mais produzidos no
mundo, caracterizando-se como um alimento habitualmente consumido por
grande parte da populagdo mundial, principalmente nos paises em
desenvolvimento, como o Brasil. A produgdo mundial de arroz é de
aproximadamente 606 milhdes de toneladas, sendo que o Brasil participa com
13.140.900 t (2,17% da produgdo mundial) e destaca-se entre os 10 maiores
produtores (WALTER; MARCHEZANII; AVILA; 2008).

Por meio da tecnologia de fortificacdo Ultra Rice® (UR®) é possivel obter,
por um processo de extrusao, graos idénticos ao arroz convencional, a partir da
farinha de arroz, os quais podem ser adicionados de ferro, zinco, tiamina, acido
folico e vitamina A (PATH, 1999). O UR® pode ser misturado ao arroz
convencional em proporgées que variam de 1:50 a 1:200 (LEE; HAMER;
EITENMILLER, 2000), com o intuito de obter preparagdes de arroz que
veiculem maior concentracido desses nutrientes e contribuam para o controle
de deficiéncias nutricionais, especialmente nos grupos vulneraveis.

O conhecimento das concentragdes de nutrientes em alimentos, entre
eles as vitaminas, é imprescindivel para a elaboracédo de planos alimentares e
para a analise de estudos de ingestdo de nutrientes e adequagao nutricional
(DELLA LUCIA et al., 2011).

Assim, é essencial que se disponha de métodos de analises confiaveis
de micronutrientes, especialmente as vitaminas, tanto nos graos de UR® puros,
como naqueles misturados ao arroz convencional antes e apods diferentes
técnicas de cocgao de uso rotineiro.

No entanto, a determinacéo de vitaminas do complexo B em alimentos é
bastante dificil, devido a instabilidade quimica e a complexidade das matrizes
alimentares. Métodos analiticos para determinacéo de tiamina e acido folico em
alimentos fortificados e nao fortificados encontram-se disponiveis na literatura,
entretanto, para arroz fortificado, estudos que analisaram estas vitaminas

utilizando metodologias confiaveis como a cromatografia liquida de alta
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eficiéncia acoplada a detector de arranjos de diodos (CLAE-DAD) séao
€sCcassos.

A escolha do método de analise depende da precisdo e sensibilidade
necessarias. Além disso, diferencas intrinsecas entre os diversos tipos de
matrizes alimentares e a presenca de compostos interferentes implicam na
necessidade de otimizagdo de técnicas especificas de extragcdao e analise
(LYNCH ;YOUNG, 2000).

A confiabilidade no desempenho de um método é obtida por meio da
determinacdo de parametros de validagdo. Alguns dos principais requisitos e
parametros a serem estudados durante o desenvolvimento do processo
analitico para fins de validagdo do método em uma matriz alimentar séo
linearidade, sensibilidade, limites de detec¢do (LD) e de quantificacdo (LQ),
exatidao e precisdo (PRESOTO ;ALMEIDA-MURADIAN, 2008).

De acordo com Dong et al. (1988), a composi¢ao da fase movel em
termos de tipo de reagente ion-par, pH, modificador organico e aditivos como
trietilamina, influencia na analise cromatografica por CLAE, especialmente no
aumento ou reducao do tempo de retencdo dos compostos de interesse e na
resolucio dos picos.

Uma vez que ndo estdo disponiveis na literatura estudos que tenham
avaliado a concentragao de tiamina e acido folico no UR® o presente trabalho
teve como objetivo otimizar e validar métodos para analise dessas vitaminas
por CLAE-DAD em grdos crus de UR® puro e em preparacdes de UR®

adicionado ao arroz polido antes e apds cocgao por diferentes técnicas.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Reagentes e outros materiais

Para analise de tiamina e acido folico foram utilizados os seguintes
reagentes grau HPLC: sal sédico do acido hexano sulfénico (Sigma-Aldrich,
Alemanha); sal soédico do acido heptano sulfénico (Sigma — Aldrich, Alemanha);
acido acético glacial (Tedia, Brasil); agua ultrapura produzida em sistema Milli-
Q® (Millipore, EUA); metanol (Tedia, Brasil) e trietilamina (Tedia, Brasil).
Utilizou-se, ainda, hidréxido de potassio (Vetec, Brasil) e fosfato de sdédio

monobasico anidro (Synth, Brasil) com grau de pureza analitico. Para filtragao

50



dos extratos utilizou-se papel de filtro (Inlab, tipo 50,9 cm de diametro) e
unidades filtrantes (HV Millex, 0,45 um de porosidade, Millipore, Brasil).

Os padrdes de tiamina e acido félico foram obtidos da Sigma-Aldrich®
(Alemanha) e Isofar (Brasil), respectivamente.

2.2. Equipamentos

Para o preparo das amostras para andlise de tiamina e acido fdlico
foram utilizados: processador doméstico de alimentos (Faet Multipratic, MC5),
moinho analitico (Quimis, Q298A), microtriturador (Marconi, MA 102), balanga
semi-analitica (Gehaka, BG 2000), balanga analitica digital (Gehaka, AG 200),
balanga semi analitica digital (Trentin, BT-001), pHmetro (Hexis, UB10), bomba
de vacuo (Tecnal, TE-058), centrifuga (Excelsa Baby Il, com cruzeta angular 4
x 100 mL, Fanem, 206-R), agitador magnético (Marconi, MAO 89),
espectrofotdmetro (Thermo Scientific, Evolution 60S), sistema de filtragdo para
fase mével (All Glass), sistema de ultrapurificagcdo de agua (Millipore, Direct Q
UV 3) e degaseificador ultrassénico (Odontobras, T-14).

Para analise de tiamina e acido fdlico foi utilizado sistema de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (Shimadzu, SCL 10AT VP)
composto de bomba de alta pressdao (LC-10AT VP), injetor automatico com
alca de amostragem de 500 pL (SIL-10AF) e detector de arranjo de diodos
(SPD-M10A).

2.3. Matéria-prima

Foi utilizado um tipo de arroz fortificado (UR®) com ferro, zinco, tiamina
e acido fdlico, produzido a partir da farinha de arroz por um fabricante de
massas alimenticias, localizado em Indaiatuba, Sao Paulo, Brasil apds
autorizacao pelo Program for Appropriate Technology in Health (PATH), e uma
marca de arroz polido tipo 1, classe longo fino, obtida em comércio local
(Vigosa, MG, Brasil).
2.4. Técnicas de coccdo das preparacées de UR® adicionado ao arroz
polido

Foram utilizadas trés técnicas em nivel laboratorial (a) refogado em déleo
de soja seguido de cocgao em agua; b) cozido em agua; c) cozido em agua no
forno de micro-ondas) e uma técnica em Unidade de Alimentagdao e Nutricdo

(UAN) de grande porte (cozido em agua).
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Para as técnicas de coccdo em escala laboratorial, a quantidade
preparada visou atender a uma familia de quatro pessoas, enquanto que, em
larga escala, previu-se o atendimento de aproximadamente 666 pessoas, de
um total de aproximadamente 4000 refei¢des servidas no almogo diariamente.

Nas técnicas de cocgdo em nivel laboratorial, a mistura do UR® ao arroz
polido, na proporcao de 1:100, foi realizada pesando-se em balanga analitica
digital 2 g de UR® e em balanca semi analitica digital 198 g de arroz polido (néo
lavado em agua corrente). Posteriormente, a mistura foi realizada manualmente
em recipiente de vidro. Para a técnica de cocgao em Unidade de Alimentacgao e
Nutrigdo foram pesados em balanga semi-analitica digital 0,6 kg de UR® e 59,4
kg de arroz polido (previamente lavado em agua corrente). A mistura dos graos
foi realizada apds adi¢gao no panelao americano.

2.4.1. Cocgao em escala laboratorial

Para a preparagao cozida em agua, adicionou-se agua (600 mL) em
uma panela doméstica (capacidade de 1 L), juntamente com 6leo de soja (20
mL) e sal (5 g). A agua foi aquecida até ebulicdo, e logo em seguida, o UR®
adicionado ao arroz polido foi acrescentado. O cozimento foi feito em fogo
baixo, com a panela semi-tampada por aproximadamente 12 minutos. Apds
evaporagdo da agua de cocgado, a chama do gas foi desligada. A panela
permaneceu tampada por aproximadamente 10 minutos. Apds este periodo, o
arroz foi homogeneizado e pesado.

Para a preparagao refogada em 6leo e cozida em agua, adicionou-se
Oleo de soja (20 mL) em uma panela doméstica (capacidade de 1 L) e levou-se
ao fogo. O UR® adicionado ao arroz polido (200 g) foi acrescentado juntamente
com o sal (5 g) e refogado por aproximadamente 3 minutos sendo, em seguida,
acrescentada agua previamente aquecida até ebulicao (600 mL). O cozimento
foi feito em fogo baixo, com a panela semi-tampada, por aproximadamente 15
minutos. Apds evaporagao da agua de cocgdo, a chama do gas foi desligada. A
panela permaneceu tampada por aproximadamente 10 minutos. ApoOs este
periodo, o arroz foi homogeneizado e pesado.

A preparagao cozida em agua no forno de micro-ondas foi realizada em
recipiente de vidro apropriado, onde foi acrescentado o UR® adicionado ao
arroz polido (200 g), sal (5 g), 6leo de soja (20 mL) e agua (400 mL). A mistura

foi levada ao micro-ondas, com o recipiente semi—tampado, em poténcia alta
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(100%) por 8 minutos. ApoOs este periodo, o recipiente permaneceu tampado
por aproximadamente 10 minutos e, logo em seguida, o arroz foi
homogeneizado e pesado.

2.4.2. Coccao em Unidade de Alimentacao e Nutricao

Acrescentou-se agua (60 L) em caldeirdo americano de 300 L
juntamente com o 6leo de soja (5 L) e o sal (2 Kg). Apés aquecimento e
ebulicdo da agua, a mistura (60 Kg) foi adicionada. O cozimento foi feito com o
caldeirdo tampado, em vapor médio (800 a 1000 Kg/cm?) por 40 minutos. Apos
este periodo, o vapor foi desligado, e o caldeirdo permaneceu tampado por
aproximadamente 10 minutos. Logo em seguida, o arroz foi homogeneizado e
pesado.

2.5. Otimizagcao dos métodos de extragdo e anadlise de tiamina e acido
félico

A extragao e analise das vitaminas foram realizadas no Laboratério de
Analise de Vitaminas (LAV), do Departamento de Nutricdo e Saude da
Universidade Federal de Vigosa (UFV).

As analises foram realizadas em cinco repeticdes para extracdo e a
injecao de cada extrato foi feita em duplicata.

Durante as analises quimicas, as amostras foram mantidas sob protecao
da luz solar e artificial, pela utilizacdo de vidrarias ambar, papel aluminio e
cortinas do tipo blackout, e sob protegdo do oxigénio, por meio da utilizagao de
vidrarias com tampas.

Para analise de tiamina e acido félico nos graos de UR® crus e naqueles
adicionados ao arroz polido cru, as amostras foram trituradas em moinho
microanalitico, e para analise dessas vitaminas no UR® adicionado ao arroz
polido apds cocgao, as amostras foram homogeneizadas em processador
domeéstico de alimentos.

2.5.1. Extragéo de tiamina

Para otimizagdo do método de extracdo de tiamina, partiu-se
inicialmente da metodologia descrita por Anyakora et al. (2008), com as
seguintes modificacbes: a) ajuste do pH da solugcédo extratora para uma faixa
entre 2 e 4 (faixa de pH mais estavel para tiamina) (EITENMILLER; YE;
LANDEN. JR, 2008); b) centrifugacao para decantacao dos residuos solidos e
filtracdo para limpeza do extrato; c) redugcdo do peso das amostras para
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aproximadamente 1 g de UR® cru e 2 g do UR® adicionado ao arroz polido cru
e apos cocgdo; d) redugdo do volume de solugdo extratora para
aproximadamente 22 mL (para definicdo destas quantidades, foi levado em
consideragdo um menor tempo de centrifugacdo e a capacidade do solvente
em extrair os compostos de interesse).

Para extragdo de tiamina, pesou-se em balanga analitica digital 1 g de
UR® cru e 2 g do UR® adicionado ao arroz polido cru e apds cocgdo.
Acrescentou-se 22 mL de solugdo extratora composta por solucdo de sal
sédico do acido hexano sulfénico (5 mM) e acido acético glacial (1%). O pH
desta solugdo foi ajustado para 3,5 com KOH (10 M). A amostra foi
homogeneizada em microtriturador por aproximadamente 3 minutos e, logo em
seguida, centrifugada a 4000 rpm (1789 g) em centrifuga de tubos por 7
minutos (UR® cru), 12 minutos (UR® adicionado ao arroz polido cru) e 15
minutos (UR® adicionado ao arroz polido apds cocg¢ao). O sobrenadante foi
fitrado com o auxilio de bomba de vacuo em funil de blchner, utilizando-se
papel de filtro. O filtrado foi retomado em baldo volumétrico de 25 mL,
completando-se o volume com solugao extratora. O extrato foi armazenado em
frasco ambar sob refrigeragdo (4 + 1°C) até o momento da andlise, que
ocorreu, no maximo, apos 1 hora. A analise de tiamina em cada amostra foi
realizada em duplicata.

2.5.2. Extragéao de acido félico

Para otimizacdo do método de extracado de acido fdlico, também foram
utilizados os mesmos procedimentos de centrifugacéo e filtragao utilizados para
tiamina. A solucao extratora utilizada baseou-se em metodologia descrita por
Della Lucia et al (2011), sendo utilizados aproximadamente 1 g de UR® cru e 3
g do UR® adicionado ao arroz polido cru e apds cocgao.

Para extracao de acido fdlico pesou-se em balanga analitica digital
aproximadamente 1 g de UR® cru e 3 g do UR® adicionado ao arroz polido cru
e apos cocgao. Acrescentou-se 22 mL de solugcdo extratora composta por
tampao monofosfato (0,1 M), pH 6,0 ajustado com KOH (10 M). A amostra foi
homogeneizada em microtriturador por aproximadamente 3 minutos e, logo em
seguida, centrifugada a 4000 rpm (1789 g) em centrifuga de tubos por 7
minutos (UR® cru), 15 minutos (UR® adicionado ao arroz polido cru) e 18

minutos (UR® adicionado ao arroz polido apds cocgdo). O sobrenadante foi
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filtrado com auxilio de bomba de vacuo em funil de buchner, utilizando-se
papel de filtro. O filtrado foi retomado em baldo volumétrico de 25 mL,
completando-se o volume com solugéo extratora. O extrato foi armazenado em
frasco ambar sob refrigeracdo (4 + 1 °C) até o momento da analise, que
ocorreu, no maximo, apos 1 hora. A analise de acido folico em cada amostra foi
realizada em duplicata.

2.5.3. Preparo dos padrées

Foram preparadas solucbdes estoque dos padrées de tiamina e acido
folico (100 pg/mL) em HCI 0,1 N e NaOH 0,1 M, respectivamente, as quais
foram utilizadas para o preparo de solugdes com diferentes concentragcdes dos
compostos.

A concentracdo real dos padrdes de tiamina e acido fdlico foi verificada
por espectrofotometria e corrigida.

Para tiamina utilizou-se a seguinte equacao:

C (ug.mL") = ABS x 10* / E";m onde C = concentragdo; ABS =
absorvancia maxima (lida a 247 nm) e E';.n = coeficiente de absortividade
molar (410, solvente HCI 0,1 N) (SWAN-CHOO ;E-SIONG, 1996).

Para acido fdlico utilizou-se a seguinte equacéo:

A = E"™ . x C x L, onde A = absorvancia maxima (lida a 282 nm) e
E'%.m = coeficiente de absortividade molar (23,8, solvente NaOH 0,1 M)
(BALL, 2006); C = concentragao molar; L = largura da cubeta (1 cm).

2.5.4. Condigées testadas para analise por CLAE

Diferentes composi¢coes de fase movel foram testadas para analise de
tiamina (Tabela 1) e acido félico (Tabela 2). Além disso, foram testados fluxos
distintos para analise de acido félico. As analises foram realizadas em graos de
UR® crus e UR® adicionado ao arroz polido antes e apds cocgdo. O processo
de otimizag&o seguiu os passos apresentados na Figura 1.

Para analise, inicialmente utilizou-se metodologia descrita por Anyakora
et al (2008) e Dong et al (1988) com adaptacgdes.

A condicao cromatografica descrita a seguir foi otimizada para analise de
tiamina: fase moével composta por solugdo de sal sédico do acido hexano
sulfénico (5 mM) e acido acético glacial (1%): metanol (75: 25), adicionada de
trietilamina (0,1%) e pH ajustado para 3,5 com KOH (10 M); coluna RP18
(Phenomenex Gemini, 250 x 4,6 mm, 5 ym), equipada com coluna de guarda
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(Phenomenex ODS (RP18); 4 mm x 3 mm). A analise foi realizada em modo
isocratico com fluxo de 1 mL/min e tempo de corrida de 10 minutos. Os
cromatogramas foram obtidos a 247 nm.

A condicdo cromatografica otimizada para &cido fdlico, conforme
apresentado na Tabela 2, baseou-se em procedimento descrito por Anyakora
et al (2008) e Dong et al (1988) com adaptacgdes: fase mdvel composta por
solugao de sal sodico do acido heptano sulfénico (5 mM) e acido acético glacial
(1%): metanol (80: 20), adicionada de trietilamina (0,1%) e pH 5,0 ajustado com
KOH 10 M; coluna RP18 (Phenomenex Gemini, 250 x 4,6 mm, 5 ym), equipada
com coluna de guarda (Phenomenex ODS (RP18); 4 mm x 3 mm). A analise foi
realizada em modo isocratico com fluxo de 0,7 mL/min e tempo de corrida de

12 minutos. Os cromatogramas foram obtidos a 282 nm.

»1° passo: teste de condicdo para andlise de
tiamina e acido folico por CLAE - DAD em graos
crus de UR®crus e UR®adicionado ao arroz polido
cru.

' v

Resultado insatisfatorio

Resultado satisfatorio

»Coeluicido de interferentes com os
compostos de interesse;

»Longos tempos de retencao e de
corrida cromatografica.

»Picos isolados e com boa resolugao
dos compostos de interesse;

»Curtos tempos de retencdo e de
corrida cromatografica.

. .

» 20 passo: manutencdo da condicdo
para analise nas amostras cozidas.

»20 passo: rejeicdo da condicdo para
analise nas amostras cozidas.

'

.

»Resultado satisfatorio

»Resultado insatisfatorio

»30 passo: mudanca de condicéo
e retorno ao 1° passo.

.

»Condicao otimizada para analise
de tiamina e acido folico em UR®
cru e UR® adicionado ao arroz
polido antes e apos coccao.

Figura 1. Arvore deciséria do processo de otimizacdo dos métodos para
analise de tiamina e acido folico em grdos de UR® crus e UR® adicionado ao

arroz polido antes e apds cocgao.
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Tabela 1. Fases mdveis e fluxos testados para analise de tiamina em UR® cru

(A), UR® adicionado ao arroz polido cru (C) e UR® adicionado ao arroz polido

apos cocgédo (B e D).

Condigéo Sal sédico Acido Sal sddico do &cido Trietilamina pH Fluxo
do acido acético  hexano sulfénico+ ac.
hexano glacial acético glacial:
sulfénico metanol
Anyakora 5mM 0,01% 70:30 - - 1 mL/min
et al.
(2008)
Dong et al. 4-7 mM 1% 80-87,5:12,5-20 0,1-0,13% 2,8-3,2 -
(1988)
A 5mM 0,01% 70:30 0,09% - 1 mL/min
B 6 mM 0,5% 70:30 0,05% - 1 mL/min
C 5mM 1% 85:15 0,1% 2,8 1 mL/min
D 5mM 1% 75:25 0,1% 3,5 1 mL/min

Tabela 2. Fases mdveis e fluxos testados para analise acido félico em UR® cru

(A e D), UR® adicionado ao arroz polido

polido apés cocgéo (C, E e F).

cru (B) e UR® adicionado ao arroz

Condicéo Sal Sédico Acido Sal sédico do Sal sodico do Trietilamina  pH Fluxo
do acido acético  acido heptano acido heptano
Heptano glacial  sulfénico + ac. sulfénico + ac.
Sulfénico acético glacial:  acético glacial:
Metanol Acetonitrila
Anyakora - 0,01% - - - - 1
et al. mL/min
(2008)*
Dong et 5mM 1% 85:15 93:7 0,1- 2,8- -
al. (1988) 0,13% 3,2
A 5mM 1% - 90:10 0,05% 3,5 1,2
mL/min
B 5mM 1% - 85:15 0,05% 3,0 0,8
mL/min
C 5mM 1% - 80:20 0,05% 3,0 0,5
mL/min
D 5mM 1% 75:25 - 0,1% 3,5 1
mL/min
E 5mM 1% 70:30 - 0,1% 5,0 0,6
mL/min
F 5mM 1% 80:20 - 0,1% 5,0 0,7
mL/min

2.6. Identificagao e quantificagdo da tiamina e acido félico

A identificagdo qualitativa foi realizada injetando-se os padrboes de

tiamina (mononitrato de tiamina) e acido félico e comparando-se os tempos de

retencdo obtidos para os padrbes e para as amostras analisados sob as

mesmas condi¢des. Além disso, tiamina e acido folico foram identificados por

co-cromatografia.
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Para a quantificagcdo dos compostos foram utilizadas curvas analiticas.
Foram preparadas solugbes com concentragdes crescentes dos padrbées nas
respectivas solugdes extratoras para cada vitamina (solugdo de sal sodico do
acido hexano sulfénico 5 mM e acido acético glacial 1%, pH 3,5, para tiamina e
tampéao fosfato 0,1 M, pH 6,0, para acido fdlico).

As curvas analiticas para tiamina e acido fdlico foram elaboradas
levando-se em considerac&o a concentragdo destas vitaminas no UR® cru e no
UR® adicionado ao arroz polido apds cocgdo. Utilizou-se injecdo em duplicata
de solugbes padrdo, sendo injetados para tiamina trés concentragdes
crescentes de um mesmo volume e trés volumes crescentes para uma mesma
concentragao, na faixa de 0,014 pg/mL a 7,463 ug/mL e para acido félico, cinco
concentragdes crescentes para um mesmo volume de injegao e dois volumes
crescentes para uma mesma concentragao, na faixa de 0,00477 ug/mL a 0,95
Mg/mL.

A quantificacdo da tiamina e do acido folico no UR® cru e no UR®
adicionado ao arroz polido cru e apds cocgao foi feita a partir das curvas
analiticas e equagbes de regressao obtidas (tiamina: Y = 2381473,1982X +
122852, 4402; R? = 0,9998; 4cido folico: Y = 4736910,1846X — 8543,3495; R? =
0,9997). O calculo da concentragao real foi obtido a partir das diluigdes
realizadas.

3. Validagao dos métodos de analise
3.1. Testes de recuperacgéo e faixa de linearidade

Foram realizados testes de recuperagao de tiamina e acido folico pela
adicdo dos padrées no UR® cru e nas preparacdes de UR® adicionado ao arroz
polido apds cocgao. O percentual de recuperacao foi calculado por meio da
férmula: % de recuperacao = (concentracao final da vitamina) - (concentragéo
adicionada da vitamina) / (concentracgao inicial da vitamina) x 100. As analises
foram realizadas em ftriplicata.

A determinacao da faixa de linearidade dos compostos foi realizada pela
injecdo, em duplicata, de seis concentragdes crescentes das solugdes padrao
de cada vitamina, utilizando-se as mesmas condi¢gdes cromatograficas
empregadas para analise dos extratos. Os dados obtidos para as areas dos

picos foram usados para analise de regressao linear. O coeficiente de
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determinagdo (R? obtido em cada caso foi utilizado para avaliagdo da
linearidade (LANCAS, 2004).
3.2. Limites de deteccédo e de quantificagcao

A avaliacdo do limite de detecgdo (LD) foi realizada por diluigdes
sucessivas dos padrdes de tiamina e acido folico, seguida da determinagéo da
menor quantidade detectavel, como sendo trés vezes o valor da amplitude do
ruido da linha de base (S/R=3). O limite de quantificagdo (LQ) foi considerado
como sendo 10 vezes o LD (CATHARINO; GODOY:; LIMA-PALLONE, 2006).
3.3. Repetibilidade

O teste de repetibilidade foi realizado pela extragcado e analise da tiamina
e do acido félico, em quintuplicata, do UR® cru e UR® adicionado ao arroz
polido apds cocgao. A avaliagcdo da repetibilidade foi realizada pelo calculo do
desvio padrao relativo (DPR) das areas dos picos e dos tempos de retencao
dos componentes analisados (LANCAS, 2004).
4. Delineamento experimental e analise estatistica dos dados

Para a analise do conteudo de tiamina e do &cido fdlico foi utilizado um
delineamento inteiramente casualizado com quatro tratamentos e cinco
repeticoes para extragao de tiamina e acido folico, sendo a analise realizada
em duplicata. Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as
médias comparadas utilizando-se o teste de Duncan (o = 5%). A analise
estatistica foi realizada utilizando-se o programa Statistical Analysis System
(SAS INSTITUTE INC, 2003), licenciado para a UFV.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Otimizagao dos métodos para analise de tiamina e acido félico
4.1.1. Analise de tiamina

Os cromatogramas tipicos das condigbes testadas para analise de
tiamina estao apresentados na Figura 2. Inicialmente, foi testada a condigao
descrita por Anyakora et al. (2008), utilizada para analise de vitaminas do
complexo B em cereais, cuja fase movel foi composta por solugao de sal sodico
do acido hexano sulfénico 5 mM e acido acético glacial 0,01% em agua
ultrapura: metanol (70:30). Nesta condi¢cdo, observou-se a eluicao de outro
composto muito proximo a tiamina, interferindo na resolugao e qualidade da

analise (Condicao A = Figura 2A), inviabilizando sua utilizagao.
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Resultado semelhante ao anterior foi observado na condi¢cado B (Figura
2B), cuja fase movel utilizada foi composta de solugdo de sal sddico do acido
hexano sulfénico 6 uM e acido acético glacial 0,5% em agua ultrapura: metanol
(70:30) acrescida de trietilamina 0,05%. Nesta condi¢cdo, também se observou
eluicdo de um composto interferente juntamente a tiamina. O aumento na
concentragao do reagente ion-par (sal sédico do acido hexano sulfénico) e do
acido aceético glacial praticamente n&o alterou o tempo de retencéo da tiamina,
em relagdo a condigéo A.

A partir da condigao C, as concentra¢des do reagente ion-par (5 uM), do
acido aceético glacial (1%) e da trietilamina (0,1%) foram mantidas constantes,
conforme condi¢des 6timas para analise de vitaminas hidrossoluveis descritas
por Dong et al. (1988), enquanto que a propor¢gédo metanol: sal sédico do acido
hexanosulfénico e acido acético glacial sofreu variagdo, assim como o pH da
fase movel. Na condigao C (Figura 2C) utilizou-se como fase movel solugao do
sal sédico do acido hexanosulfénico e acético glacial: metanol (85:15), pH 2,8,
observando-se um pico de tiamina com boa resolucdo. Entretanto, como o
tempo de retencdo da tiamina foi relativamente longo (superior a 10 minutos),
optou-se por prosseguir com a otimizagao para a condigao D, na qual foi obtido
tempo mais curto na analise cromatografica dessa vitamina. Esta reducgéao foi
alcancada mediante aumento do volume de metanol (modificador organico) e

variacdo do pH da fase mével.
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Figura 2. Cromatogramas tipicos das condi¢gbes testadas para analise de
tiamina em UR® cru (A), UR® adicionado ao arroz polido antes da cocgéo (C) e
UR® adicionado ao arroz polido apds cocgdo (B e D). As condi¢des
cromatograficas estdo na Tabela 1 (Condigdo A = Figura 2A; Condi¢do B =
Figura 2B; Condi¢ao C = Figura 2C; Condi¢ao D = Figura 2D).

A condicao otimizada para analise de tiamina foi a condicdo D (Figura
2D), na qual a fase mével foi composta por solugdo do sal soédico do acido
hexano sulfénico 5 mM e acido acético glacial 1% diluidos em agua ultrapura:
metanol (75:25) acrescida de trietilamina 0,1%, pH ajustado para 3,5 com KOH
10 M. Essa condicdo apresentou boa resolugdo para o pico de tiamina e
reduzido tempo de corrida cromatografica, refletindo positivamente tanto na
quantificacdo confiavel desta vitamina quanto em curto tempo de analise. A
menor area do pico de tiamina na Figura 2D em relacdo as demais deve-se ao
fato de essa condicdo ter sido testada ndo somente para o UR® cru, na qual
seria esperada maior area do pico, mas também para o UR® adicionado ao
arroz polido submetido a cocgdo. Ou seja, além da concentracdo de tiamina
apresentar-se menor (mais diluida), uma vez que o UR® é adicionado ao arroz
polido em uma proporcao de 1:100, essa vitamina ainda sofreu o impacto da

cocgao.
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4.1.2. Analise de acido folico

Os cromatogramas tipicos das condi¢des testadas para analise de acido
félico estdo apresentados na Figura 3. Nas condi¢gées A, B e C, utilizou-se
acetonitrila como modificador orgénico. Na condi¢do A (Figura 3A), cuja fase
movel foi composta por solugdo de sal sédico do acido heptano sulfénico 5 mM
e acido aceético glacial 1% diluidos em agua ultrapura: acetonitrila (90:10),
acrescida de trietilamina 0,05%, pH 3,5 ajustado com KOH 10 M e fluxo 1,2
mL/minuto, foi obtida uma boa resolucéo para o pico de acido félico. Entretanto,
esta condi¢gdo nao foi utilizada devido ao tempo relativamente longo de corrida
cromatografica (aproximadamente 20 minutos).

Na condicdo B (Figura 3B) foi utilizada fase movel composta por
solugao de sal sédico do acido heptano sulfénico 5 mM e acido acético glacial
1% diluidos em agua ultrapura: acetonitrila (85:15), acrescida de trietilamina
0,05%, com pH 3,0 ajustado com KOH 10 M e fluxo de 0,8 mL/minuto, a qual
resultou em reducdo do tempo de retengcdo do acido fdlico para
aproximadamente 8 minutos. Entretanto, alguns compostos interferentes co-
eluiram juntamente com essa vitamina, levando a nao utilizacdo dessa
condicdo. Na condicao C, elevou-se a concentragcdao de acetonitrila da fase
moével de 15% para 20% e o fluxo foi reduzido de 0,8 para 0,5 mL. Como
resultado obteve-se uma separacao quase total do acido félico, porém ainda

nao satisfatéria (Figura 3C).
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condicbes testadas para analise de

adicionado ao arroz polido antes da

coccdo (B) e UR® adicionado ao arroz polido apés cocgdo (C, E e F). As

condi¢gdes cromatograficas estdo apresentadas na Tabela 2 (Condicdo A

Figura 3A; Condicao B = Figura 3B; Condi¢do C = Figura 3C; Condi¢do D

Figura 3D; Condigao E = Figura 3E; Condigao F = Figura 3F).

Nas condigbes D, E e F foi utilizado metanol como modificador organico

em substituicdo a acetonitrila. Na condi¢ao D (Figura 3D), cuja fase movel foi

composta por solugado de sal sédico do acido heptano sulfénico 5 mM e acido

acético glacial 1%, diluidos em agua ultrapura: metanol (75:25), adicionada de

trietilamina 0,1%, pH 3,5 ajustado com KOH 10 M e fluxo de 1 mL/minuto,

apesar do pico de acido folico ter apresentado boa resolugédo, o tempo de

corrida cromatografica foi longo (> 24 minutos).
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A condigao E difere da condicdo D por apresentar 30% de metanol na
fase movel, pH 5,0 e fluxo de 0,6 mL/minuto, o que levou a reducido do tempo
de retencdo do acido folico para aproximadamente 5,5 minutos. Entretanto,
outros compostos eluiram préximos a essa vitamina, prejudicando a resolugéo
e a qualidade da analise (Figura 3E).

Finalmente, a condigdo mais adequada (condicdo F) para analise de
acido félico foi obtida quando se reduziu a concentracido de metanol na fase
mével para 20% e aumentou-se o fluxo para 0,7 mL/minuto, verificando-se boa
resolucao para o pico de interesse e curto tempo de corrida cromatografica (13
minutos) (Figura 3F). Essa condig&o permitiu a quantificacdo confiavel de acido
félico nas amostras, além de reduzido tempo de analise. Da mesma forma que
para a tiamina, a menor area do pico de acido folico nessa Figura em relagao
as demais se deve ao fato de a amostra de UR® ter sido misturada ao arroz
polido e além disso, submetida a cocgao, acarretando reducdo do conteudo
dessa vitamina.

4.2. Conteudo de tiamina e acido folico no arroz fortificado antes e apés
cocgao

A Tabela 3 apresenta o conteudo de tiamina e acido félico nos graos
crus de UR®, bem como no UR® adicionado ao arroz polido antes e apéds
cocgao. O conteudo de tiamina foi estatisticamente superior no UR® adicionado
ao arroz polido cozido em forno de micro-ondas (0,36 mg/100 g), seguido da
preparagao cozida em UAN (0,31 mg/100 g). O conteudo de tiamina na
preparagao cozida em agua e na preparagao refogada em éleo e cozida em
agua nao apresentou diferenca estatistica (média de 0,25 mg/100g). O
conteudo de acido félico ndao apresentou diferenca significativa (p = 0,1821)

entre as preparagdes, sendo em média de 0,75 mg/100g.
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Tabela 3. Conteudo médio (mg/100g) de tiamina e acido félico em gréaos de

UR® crus e no UR® adicionado ao arroz polido antes e apds cocgdo (matéria

fresca) .

Amostra Tiamina Acido Fdlico

(Média + DP) (Média + DP)

UR® cru 149,30 + 1,93 19,35+ 0,10
UR® adicionado ao arroz polido cru 1,49 £ 0,38 0,24 + 0,01
UR® adicionado ao arroz polido cozido no forno 0,36 + 0,012 0,077 +0,003°
de micro-ondas
UR® adicionado ao arroz polido refogado em 0,25+ 0,01° 0,081 + 0,007
Oleo e cozido em agua
UR® adicionado ao arroz polido cozido em agua 0,26 + 0,02° 0,070 + 0,003?
UR® adicionado ao arroz polido cozido em 0,31+ 0,02° 0,074 + 00,0112

Unidade de Alimentagéo e Nutrigdo

Médias das preparagdes cozidas seguidas por uma mesma letra na coluna nao diferem entre si
pelo teste de Duncan (o = 5%)

Na literatura ndo se encontram disponiveis dados acerca do conteudo de
tiamina e acido folico neste arroz fortificado, tanto cru quanto cozido,
entretanto, de acordo com o PATH, a quantidade de tiamina e acido fdlico
adicionada nos grdos crus de UR® é, em média, 164,6 mg e 22,2 mg em 100 g
de UR® respectivamente. Em nosso estudo encontramos valores bem proximos
aos relatados anteriormente, sendo de aproximadamente 149,3 mg para
tiamina e 19,35 mg para acido félico em 100 g de UR®. Estes dados refletem
confiabilidade nas metodologias otimizadas para analise de tiamina e acido
félico nos gréos de UR®.

4.3. Validagao dos métodos de analise de tiamina e acido félico
4.3. 1. Linearidade

A tiamina e o acido félico apresentaram excelente linearidade nas faixas
de concentracdo utilizadas (tiamina: entre 0,014 pg/mL a 7,463 pg/mL; acido
félico: entre 0,00477 pug/mL a 0,95 pg/mL). O coeficiente de determinagao para
tiamina e acido fdélico foi de 0,9998 e 0,9997, respectivamente. Estudos que
analisaram estas vitaminas encontraram coeficientes de determinagao para
tiamina na faixa de 0,9957 (SAN JOSE RODRIGUEZ et al., 2012), 0,9967
(ALBALFI-HURTADO et al., 1997), 0,9998 (HUCKER; WAKELING;
VRIESEKOOP, 2012), 0,9950 (PRESOTO; ALMEIDA-MURADIAN, 2008) e
para acido fdélico na faixa de 0,9838 (ALBALFI-HURTADO et al., 1997), 0,9997
(BOEN et al, 2008), 0,9980 (LEBIEDZINSKA et al, 2008) e 0,9999
(ALABURDA et al., 2008).
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4.3.2 Recuperagéo

A Tabela 4 mostra os percentuais de recuperacdo dos padrbes de
tiamina e acido félico adicionados ao arroz fortificado, antes e apds cocgéo. As
duas metodologias apresentaram excelentes percentuais de recuperagcéo dos
padrdes adicionados as amostras, variando de 82 a 104% para tiamina e 87 a
96% para acido folico, estando estas faixas dentro do intervalo de 80 a 110%
estabelecido pela AOAC (1993). Na literatura foram encontrados estudos
semelhantes com percentuais de recuperacao de tiamina entre 73 a 106%
(PRESOTO; ALMEIDA-MURADIAN, 2008; HUCKER; WAKELING;
VRIESEKOOP, 2012; SAN JOSE RODRIGUEZ et al., 2012) e de 81 a 103%
para acido félico (PFEIFFER; ROGERS; GREGORY, 1997; ALABURDA et al.,
2008; BOEN et al., 2008; LEBIEDZINSKA et al., 2008).

Tabela 4. Percentuais de recuperacédo dos padrdes de tiamina e acido félico adicionados

ao UR® cru e UR® adicionado ao arroz polido antes e apds cocgao.

Vitamina Amostra Concentragao Padrao Concentragdo  Recuperagao**
inicial (ug/g)*  adicionado (ug/g) final (ug/g) (%)
UR® cru 487,60 254,80 776,70 104,62%
UR® adicionado ao
arroz polido cru 3,90 3,51 6,12 82,59%
UR® adicionado ao
arroz polido refogado 0,40 0,70 1,09 99,09%
em oleo e cozida em
Tiamina agua
UR® adicionado ao
arroz polido cozido em 3,69 1,93 5,26 93,59%
forno de micro-ondas
UR® cru 197,70 50 228,60 92,28%
UR® adicionado ao
arroz polido refogado 0,78 0,31 1,03 94,49%
em oleo e cozida em
. agua
Acido UR® adicionado ao
félico arroz polido cozido em 0,76 0,14 0,87 96,66%
agua
UR® adicionado ao
arroz polido cozido em 0,64 0,32 0,84 87,5%

forno de micro-ondas

*Média de amostras em triplicata

** % de Recuperagao = (concentragdo final da vitamina) - (quantidade adicionada da vitamina) / (concentragao inicial da

vitamina) x 100

4.3.3. Repetibilidade

Na Tabela 5 estdo apresentados os valores referentes ao desvio padrao

relativo (DPR) das areas dos picos e dos tempos de retencdo de tiamina e

acido folico nas amostras analisadas. Os resultados obtidos conferem
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confiabilidade as condicbes de analise utilizadas na presente pesquisa visto
que o desvio padrao relativo para a area dos picos e tempos de retencao
obtidos para cada amostra ficou abaixo do limite de 10% (LANCAS, 2004).

Tabela 5. Repetibilidade dos métodos de analise de tiamina e acido félico em

UR® cru e UR® adicionado ao arroz polido antes e apds cocgéo.

Composto Amostra DPR da area DPR do tempo de
do pico (%) retengéo (%)
UR® cru 2,2 0,1
Tiamina UR® adicionado ao arroz polido cozido 3 0,4
em agua
UR® adicionado ao arroz polido 7.4 1,2

refogado em 6leo e cozida em agua

UR® cru 3,3 0,1
UR® adicionado ao arroz polido cozido 8,2 0,1
] em agua
Acido © 4 )
i UR" adicionado ao arroz polido 3,9 0,3
Félico

refogado em éleo e cozido em agua
UR® adicionado ao arroz polido cozido 4,6 0,9
em forno de micro-ondas

DPR: Desvio padrao relativo (%)

4.3.4. Limite de detecgcdo e quantificagdo

Os limites de deteccdo para tiamina e acido félico encontrados no
presente estudo foram, respectivamente, de 0,00193 ug e 0,000934 ug. O valor
encontrado para tiamina foi menor em relagdo aos limites de detecgcao
encontrados por Hucker et al. (2012), Presoto; Almeida-Muradian. (2008) e San
José Rodriguez. (2012), sendo, respectivamente, de 0,02 ug/g, 0,03 pg/g e
0,06 ug. Em relagao ao acido fdlico, valores de 0,003 pg/mL, 0,0013 pg/mL,
0,06 pg/g foram encontrados, respectivamente, por Boen et al. (2008),
Lebiedzinska et al (2008) e Alaburda et al (2008).

O limite de quantificagao foi considerado como sendo 10 vezes o valor
do limite de detecgao, sendo de 0,0193 ug para tiamina e 0,00934 ug para
acido fdlico. Estes valores demonstram que as metodologias otimizadas
permitem a detec¢cao de concentragcbes muito reduzidas de tiamina e acido

félico em arroz fortificado com estas vitaminas e adicionado ao arroz polido.
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5. CONCLUSAO

As metodologias otimizadas para analise de tiamina e acido fdlico por
CLAE-DAD no UR® cru e UR® adicionado ao arroz polido antes e apds cocgao
mostraram alta confiabilidade. Foram obtidas excelentes taxas de recuperacgéo,
boa repetibilidade, linearidade e sensibilidade demonstrada pelos baixos limites
de detecgdo e quantificagdo. Além disso, as metodologias realizaram-se em
modo isocratico, apresentando tempos curtos de corrida cromatografica e de
retencdo das duas vitaminas (< 13 minutos), refletindo-se positivamente na

economia de reagentes e tempos de analise.
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6.3. Artigo 3

ESTABILIDADE DE TIAMINA E ACIDO FOLICO EM ARROZ FORTIFICADO
(ULTRA RICE®) ADICIONADO AO POLIDO APOS DIFERENTES TECNICAS
DE COCGAO
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RESUMO

O presente trabalho avaliou o conteudo e a estabilidade de tiamina e acido
félico em preparacdes contendo arroz fortificado (Ultra Rice® -UR®) e arroz
polido, na proporgéo de 1:100, apos técnicas de cocgdo em escala laboratorial
(refogado em oleo seguido de cocgdo em agua, cozido em agua, e cozido em
forno de micro-ondas) e em Unidade de Alimentagdo e Nutricdo (UAN). A
analise das vitaminas foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
de fase reversa acoplada a detector de arranjo de diodos (CLAE-FR-DAD). A
preparagao cozida em forno de micro-ondas apresentou conteudo de tiamina
(0,36 mg/1009g) estatisticamente superior as outras técnicas de cocgdo. Para
acido fdlico, ndo houve diferenca significativa entre as técnicas de cocgéo
(conteudo médio de 0,075 mg/100g). A maior estabilidade para tiamina e acido
félico ocorreu na preparagao cozida em forno micro-ondas (65,4% de retencao)
e refogada em 6leo e cozida em agua (96,1% de retencao), respectivamente. A
tiamina mostrou maior sensibilidade a perdas nas preparagdes de arroz (49,7 a
65,4% de retencédo) em relagcédo ao acido fdlico (75,6% a 96,1% de retencéo).
Considerando-se uma porgao (62 g para criangas € 125 g para homens e
mulheres acima de 9 anos), a preparagao cozida em forno de micro-ondas
pode contribuir com 37,5 a 50% das recomendacgbes diarias de tiamina,
enquanto que a preparagao refogada em 6leo e cozida em agua pode contribuir
com 32,5 a 52,8% das recomendacgdes diarias de acido félico para diferentes
grupos etarios. A preparacao cozida em UAN pode contribuir com 32,2 a 43%
das recomendacdes diarias de tiamina e com 29,7 a 48,2% de acido félico. Em
conclusao, o acido folico apresentou excelente estabilidade nas preparagdes
contendo UR® e arroz polido. A preparacdo refogada em éleo de soja seguida
de cocgcao em agua e a cozida em forno de micro-ondas se destacaram
apresentando maior estabilidade das vitaminas pesquisadas. As preparagoes
contendo UR® e arroz polido apresentaram bom contetido de &cido folico e
tiamina, sendo que uma porgao pode contribuir de forma importante para o
atendimento das recomendacdes diarias das vitaminas.

Palavras-chave: Deficiéncia de micronutrientes, retencdo, CLAE-FR-DAD,

fortificacao de alimentos.
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ABSTRACT

This study evaluated the content and stability of thiamine and folic acid in
preparations of Ultra Rice® (UR®) added to polished rice at a ratio of 1:100 after
cooking techniques at a laboratory level (stir-frying before boiling, boiling, and
boiling in a microwave oven) and in foodservice. The analysis was made by
Reversed Phase High Performance Liquid Chromatography coupled to a
photodiode array detector (RP-HPLC-DAD). The preparation cooked in
microwave oven showed thiamine content (0.36 mg/100 g) statistically higher
than the other techniques. For folic acid, there was no significant difference
among cooking techniques (average content of 0.075 mg/100g). Higher stability
for folic acid and thiamine occurred in the preparation cooked in microwave
oven (retention of 65.4%) and stir-frying before boiling (retention of 96.1%),
respectively. Thiamine showed higher sensibility to losses in rice preparations
(49.7 to 65.4% of retention) compared to folic acid (75.6% to 96.1% of
retention). Considering a portion (62 g for children and 125 g for men and
women above 9 years old) for different age groups, the preparation cooked in
microwave oven can contribute with 37.5 to 50% of the daily recommendations
of thiamin, whereas the preparation using stir-frying before boiling can
contribute with 32.5 to 52.8% of the daily recommendations of folic acid. The
preparation cooked in foodservice can contribute with 32.2 to 43% of the daily
recommendations of thiamin and 29.7 to 48.2% of folic acid. In conclusion, folic
acid showed higher stability than thiamin in the different preparations of UR®
added to the polished rice. The preparation that was stir-fryed before boiled and
the preparation boiled stood out showing higher stability of the vitamins studied.
The preparations containing UR® and polished rice showed good content of folic
acid and thiamin and a portion can contribute in an important way to the
achievement of the vitamins daily recommendations.

Key words: Micronutrients deficiency, retention, RP-HPLC-DAD, food

fortification
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1. INTRODUGCAO

A deficiéncia de micronutrientes € reconhecida como um importante
problema em saude publica de carater global, sendo as deficiéncias de ferro,
iodo e vitamina A as mais conhecidas. Outras deficiéncias como as de zinco,
acido fdlico, vitamina D, vitamina Bqy, calcio e selénio sdo emergentes e
também necessitam de atencdo (ALLEN et al., 2006).

Neste contexto, a fortificacdo de alimentos, que consiste na adi¢cao de
vitaminas, minerais e outros nutrientes a alimentos de amplo consumo, tem
sido recomendada como uma acao eficaz de prevencao destas deficiéncias
(BATISTA FILHO, 2004; ZANCUL, 2004). Diversos alimentos tém sido
utilizados no processo de fortificagdo, sendo os mais comuns, 0s cereais e
suas respectivas farinhas (SILVA; CAMARGOS, 2006).

O arroz € um dos cereais mais produzidos no mundo, caracterizando-se
como um alimento habitualmente consumido por grande parte da populagao
mundial, principalmente nos paises em desenvolvimento. No Brasil, segundo
dados da Pesquisa de Orgamentos Familiares (POF 2008-2009), o consumo
per capta anual deste cereal foi de 26,5 Kg (IBGE, 2012). Além disso, o Brasil
esta entre os 10 maiores produtores mundiais de arroz (cerca de 11,26 milhdes
de toneladas em 2010) (FAO, 2012).

A fortificagdo do arroz constitui-se numa importante estratégia de
controle das deficiéncias de micronutrientes em paises que tem este cereal
como alimento basico da populagdo (MARCHI; SZARFARC ;RODRIGUES,
2004). A tecnologia de fortificagdo de arroz Ultra Rice® (UR®) permite a
producao de graos a partir da farinha de arroz, por um processo de extrusao,
idénticos ao arroz tradicional em tamanho, forma e textura. Além disso, podem
ser adicionados vitamina A, ferro, zinco, tiamina e acido félico (PATH, 1999).
Os graos de Ultra Rice® (UR®) podem ser misturados ao arroz convencional
(polido) de acordo com os niveis de enriqguecimento desejados, em proporgdes
que podem variar de 1:50 a 1:200 (LEE; HAMER; EITENMILLER, 2000).

Segundo o PATH (1999), a tecnologia UR® protege os micronutrientes
inseridos no interior do grao fortificado, reduzindo a degradacao e consequente
perda dos nutrientes no periodo de armazenamento e nas etapas de

preparagao do arroz (lavagem e cocgao).
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No entanto, as vitaminas constituem o grupo de micronutrientes mais
sensivel a perdas durante a preparacao dos alimentos, especialmente durante
a etapa de coccdo (TORRES, 2009). Além disso, o tratamento térmico é um
importante fator de degradacdo das vitaminas, podendo variar com o tipo de
matriz alimentar, o método e o tempo de cocgéo empregado (LESKOVA et al.,
2006). Outros fatores como temperatura, presenca de oxigénio, luz, umidade e
pH podem contribuir para essas perdas (SILVA; LOPES; VALENTE-
MESQUITA, 2006). Solubilizagdo e lixiviagdo dos compostos hidrossoluveis
para a agua de cocg¢do e consequente degradagao térmica sdo as principais
causas de reducao do conteudo nutricional dos alimentos durante a cocg¢ao
(TORRES, 2009).

Diferentes intensidades nas perdas de vitaminas sao observadas
quando comparadas diferentes técnicas de coccdo, devido a caracteristica
termolabil destes nutrientes (TORRES, 2009). A tiamina € uma das vitaminas
mais termolabeis, sendo observadas grandes perdas tanto na cocgdo em
ambiente doméstico quanto no processamento industrial (COULTATE, 2009).
O acido fdlico, assim como as outras vitaminas hidrossoluveis e minerais, esta
sujeito a lixiviagdo pela agua de cozimento, além da degradacao térmica,
sendo o primeiro fator responsavel pela maior porcentagem (20 a 75%) de
perda desta vitamina, em alimentos submetidos ao processo de coccdo em
agua (LIMA; CATHARINO; GODOQY, 2003)

Assim, acredita-se que o conteudo dessas vitaminas apds cocgao do
UR® pode ser reduzido significativamente, interferindo no aporte nutricional
desejado para as populagoes.

Em virtude da escassez de dados na literatura acerca do assunto, e
dada a relevancia destas informagdes para utilizacdo de UR® em programas de
alimentacgao e nutricdo que tém como previsdo o uso de alimentos fortificados
para a prevencao das deficiéncias de micronutrientes, o presente estudo
avaliou o conteudo e a estabilidade de tiamina e acido félico em preparagdes
de UR® adicionado ao arroz polido, utilizando diferentes técnicas de cocgdo em

escala laboratorial e em Unidade de Alimentacéo e Nutricdo (UAN).
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Reagentes e outros materiais

Para analise de tiamina e acido félico foram utilizados os seguintes
reagentes grau HPLC: sal sodico do acido hexano sulfénico (Sigma-Aldrich,
Alemanha); sal sodico do acido heptano sulfénico (Sigma — Aldrich, Alemanha);
acido acético glacial (Tedia, Brasil); agua ultrapura produzida em sistema Milli-
Q® (Millipore, EUA); metanol (Tedia, Brasil) e trietlamina (Tedia, Brasil).
Utilizou-se ainda hidréxido de potassio (Vetec, Brasil) e fosfato de sodio
monobasico anidro (Synth, Brasil) com grau de pureza analitico. Os padrbes
vitaminicos (mononitrato de tiamina e acido félico) foram obtidos da Sigma-
Aldrich, Alemanha, e Isofar, Brasil, respectivamente.

Para a filtragdo das amostras utilizou-se papel de filtro n® JP41 J.
(Prolab, Brasil), seringas descartaveis esterilizadas de 3 mL (TKL, China),
unidades filtrantes HV Millex, em polietileno, 0,45 um de porosidade (Millipore,
Brasil).

2.2. Equipamentos

Para o preparo das amostras para analise de tiamina e acido fdlico
foram utilizados: processador doméstico de alimentos (Faet Multipratic, MC5),
Moinho analitico (Quimis, Q298A), microtriturador (Marconi, MA 102), balanca
semi-analitica (Gehaka, BG 2000), balan¢a analitica digital (Gehaka, AG 200),
balangca semi analitica digital (Trentin, BT - 001), pHmetro (Hexis, UB10),
bomba de vacuo (Tecnal, TE-058), centrifuga (Excelsa Baby Il, com cruzeta
angular 4 x 100 mL, Fanem, 206-R), agitador magnético (Marconi, MAO 89),
espectrofotdmetro (Thermo Scientific, Evolution 60S), sistema de filtragdo para
fase moével (All Glass), sistema de ultrapurificacdo de agua (Millipore, Direct Q
UV 3) e degaseificador ultrassénico (Odontobras, T-14).

Para anadlise de tiamina e acido fdlico foi utilizado sistema de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (Shimadzu, SCL 10AT VP)
composto de bomba de alta pressao (LC-10AT VP), injetor automatico com
alca de amostragem de 500 uL (SIL-10AF) e detector de arranjo de diodos
(DAD) (SPD-M10A).
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2.3. Matéria-Prima

Utilizou-se um tipo de arroz fortificado com ferro, zinco, tiamina e acido
félico, produzido por uma industria de massas alimenticias (Indaiatuba, S&o
Paulo, Brasil), apos autorizagdo pelo Program for Appropriate Technology in
Health (PATH), e uma marca de arroz polido tipo 1, classe longo fino, obtida
em comércio local (Vigosa, MG, Brasil).
2.4. Técnicas de cocgao

Foram utilizadas trés técnicas de cocgcdo em escala laboratorial (a)
refogado em éleo seguido de cocgdao em agua; b) cozido em agua; c) cozido
em agua no forno de micro-ondas) e uma UAN (cozido em agua).

Para as técnicas de cocgdo em escala laboratorial a quantidade
preparada visou atender uma familia de quatro pessoas, enquanto que em
UAN, previu-se o atendimento de aproximadamente 666 pessoas, de um total
de 4000 refeigdes servidas no almogo diariamente.

Nas técnicas de coc¢ao em nivel laboratorial, a mistura do UR® ao arroz
polido, na proporcao de 1:100, foi realizada pesando-se em balanga analitica
digital 2 g de UR® e em balanca semi analitica digital 198 g de arroz polido (néo
lavado). Posteriormente, a mistura foi realizada manualmente em recipiente de
vidro. Para a técnica de coccdo em Unidade de Alimentacao e Nutricdo foram
pesados em balanga semi-analitica digital 0,6 kg de UR® e 59,4 kg de arroz
polido (previamente lavado em agua corrente). A mistura dos graos foi
realizada apds adigao no panelao americano.

2.4.1. Coccao em escala laboratorial

Para a preparagdo cozida em agua, adicionou-se agua (600 mL) em
uma panela de aluminio fundido (capacidade de 1 L), juntamente com dleo de
soja (20 mL) e sal (5 g). A agua foi aquecida até ebulicado, e logo em seguida, a
mistura UR® e arroz polido (200g) foi acrescentada. O cozimento foi feito em
fogo baixo, com a panela semi-tampada por aproximadamente 12 minutos.
ApOs evaporagao da agua de cocgao, a chama do gas foi desligada. A panela
permaneceu tampada por aproximadamente 10 minutos. Apds este periodo, o
arroz foi homogeneizado e pesado.

Para a preparacao refogada em 6leo e cozida em agua, adicionou-se
Oleo de soja (20 mL) em uma panela de aluminio fundido (capacidade de 1 L)

que foi levada ao fogo. A mistura UR® e arroz polido (200 g) foi acrescentada
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juntamente com o sal (5 g) e refogada por aproximadamente 3 minutos, sendo
em seguida acrescentada agua previamente aquecida até ebulicdo (600 mL). O
cozimento foi feito em fogo baixo, com a panela semi-tampada, por
aproximadamente 15 minutos. Apos evaporagdo da agua de cocgao, a chama
do gas foi desligada. A panela permaneceu tampada por aproximadamente 10
minutos. Apds este periodo, o arroz foi homogeneizado e pesado.

A preparagdo cozida em forno de micro-ondas foi realizada em
recipiente de vidro apropriado, onde foi acrescentada a mistura UR® e arroz
polido (200 g), sal (5 g), o6leo de soja (20 mL) e agua (400 mL). A mistura foi
levada ao forno de micro-ondas com o recipiente semi—tampado em poténcia
alta (100%) por 8 minutos. Apds este periodo, o recipiente permaneceu
tampado por aproximadamente 10 minutos e, logo em seguida, o arroz foi
homogeneizado e pesado.

2.4.2. Coccao em UAN

Acrescentou-se agua (60 L) em caldeirdo americano de 300 L
juntamente com o 6leo de soja (5 L) e o sal (2 Kg). Apds aquecimento e
ebulicdo da agua, a mistura UR® e arroz polido (60 kg) foi adicionada. O
cozimento foi feito com o paneldo tampado, em vapor médio (800 a 1000
Kg/cm?) por 40 minutos. Apds este periodo, o vapor foi desligado, e o paneldo
permaneceu tampado por aproximadamente 10 minutos. Logo em seguida, o
arroz foi homogeneizado e pesado.

2.5. Analise de tiamina e acido félico

Os métodos para extracdo e andlise de tiamina e acido folico no UR®
adicionado ao arroz polido antes e apds cocgao foram otimizados no
Laboratério de Anadlise de Vitaminas (LAV) do Departamento de Nutricdo e
Saude da Universidade Federal de Vigosa (UFV).

As analises foram realizadas em cinco repeticbes para extragcdo e a
injecdo de cada extrato foi feita em duplicata.

Durante as etapas de extracdo e analise, as amostras foram mantidas
sob protecdo da luz solar e artificial, pela utilizacdo de vidrarias ambar, papel
aluminio e cortinas do tipo blackout, e sob protecdo do oxigénio, através da
utilizagao de vidrarias com tampas.

Antes da pesagem para extragdo das vitaminas, os grdos de UR®

adicionados ao arroz polido antes da cocgao foram triturados em moinho
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microanalitico, e apos cocgédo, homogeneizado em processador doméstico de
alimentos. As analises de tiamina e acido folico em cada amostra foi realizada
em duplicata.
2.5.1. Extracao e analise de tiamina

Para extragao de tiamina, pesou-se cerca de 2g de UR® adicionado ao
arroz polido em balanga analitica digital e acrescentou-se 22 mL de solugéo
extratora, com base em Anyacora et al (2008), composta por solugéo de sal
sédico do acido hexano sulfénico (5 mM) e acido acético glacial (1%). O pH
desta solugdo foi ajustado para 3,5 com KOH (10 M). A amostra foi
homogeneizada em microtriturador por aproximadamente 3 minutos e, logo em
seguida, centrifugada em centrifuga de tubos a 4000 rpm (1789 g) por 12
minutos (UR® adicionado ao arroz polido antes da cocgdo) e 15 minutos (UR®
adicionado ao arroz polido apds cocgao). O sobrenadante foi filtrado com o
auxilio de bomba de vacuo em funil de blchner utilizando-se papel de filtro. O
filtrado foi retomado em baldo volumétrico de 25 mL, completando-se o volume
com solugdo extratora. O extrato foi armazenado em frasco ambar sob
refrigeracéo (4°C + 1 °C) e logo em seguida analisado.

A analise de tiamina foi conduzida em sistema CLAE (Shimadzu, modelo
SCL 10AT VP) composto de bomba de alta pressdo (LC-10 ATVP); injetor
automatico, com loop de 500 pL (SIL-10AF) e detector de arranjos de diodos
(DAD) (9SPD-M10 AVP). O sistema foi controlado pelo Software “Multi System”
modelo Class Vp 6.12.

As condigbes cromatograficas utilizadas para tiamina basearam-se em
procedimento descrito por Anyakora et al (2008) e Dong et al (1988). A fase
moével foi composta por solugdo de sal sddico de acido hexano sulfénico (5
mM) e acido acético glacial (1%): metanol (75: 25) adicionada de trietilamina
(0,1%), pH 3,5 ajustado com KOH (10 M), coluna RP18 (Phenomenex Gemini,
250 x 4,6 mm, 5 um), equipada com coluna guarda (Phenomenex ODS
(RP18)_4 mm x 3 mm). A analise foi realizada em modo isocratico com fluxo de
1 mL/minuto e tempo de corrida de 10 minutos. Os cromatogramas foram
obtidos a 247 nm.

2.5.2. Extracao e analise de acido félico
Para extracdo de acido folico, pesou-se cerca de 3 g de UR®

adicionado ao arroz polido em balanga analitica digital e acrescentou-se 22 mL
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de solugao extratora, conforme Della Lucia et al (2011), composta por tampé&o
fosfato (0,1 M), pH ajustado para 6,0 com KOH (10 M). A amostra foi
homogeneizada em microtriturador por aproximadamente 3 minutos e, logo em
seguida, centrifugada em centrifuga de tubos a 4000 rpm (1789 g) por 15
minutos (UR® adicionado ao arroz polido antes da cocgdo) e 18 minutos (UR®
adicionado ao arroz polido apds cocgao). O sobrenadante foi filtrado com o
auxilio de bomba de vacuo em funil de buchner, utilizando-se papel de filtro. O
filtrado foi retomado em baldo volumétrico de 25 mL, completando-se o volume
com solugdo extratora. O extrato foi armazenado em frasco ambar sob
refrigeracéo (4°C + 1 °C) e logo em seguida analisado.

A anadlise de &acido folico foi conduzida em sistema CLAE (Shimadzu,
modelo SCL 10AT VP) composto de bomba de alta pressdo (LC-10 ATVP);
injetor automatico, com loop de 500 pL (SIL-10AF) e detector de arranjos de
diodos (DAD) (9SPD-M10 AVP). O sistema foi controlado pelo Software Multi
System modelo Class Vp 6.12.

As condi¢gdes cromatograficas utilizadas basearam-se em procedimento
descrito por Anyakora et al (2008) e Dong et al (1988). A fase mdvel composta
por solugado de sal sédico do acido heptano sulfénico (5 mM) e acido acético
glacial (1%): metanol (80: 20), adicionada de trietilamina (0,1%), pH 5,0
ajustado com KOH 10 M; coluna RP18 (Phenomenex Gemini, 250 x 4,6 mm, 5
pMm), equipada com coluna guarda (Phenomenex ODS (RP18) 4 mm x 3 mm).
A analise foi realizada em modo isocratico com fluxo de 0,7 mL/minuto e tempo
de corrida de 12 minutos. Os cromatogramas foram obtidos a 282 nm.

2.5.3. Curvas analiticas, identificagcao e quantificagao das vitaminas

As solugdes estoque (100 ug/mL) dos padrdes de tiamina e acido fdlico
foram preparadas em HCI 0,1 N e NaOH 0,1 M, respectivamente. A partir
destas, foram feitas solugbes com concentragdes crescentes dos padrées nas
respectivas solugdes extratoras para cada vitamina (solugcéo de sal sédico do
acido hexano sulfénico 5 mM e acido acético glacial 1%, pH 3,5, para tiamina e
tampéao fosfato 0,1 M, pH 6,0, para acido fdlico).

A concentracao real dos padrées de tiamina e acido fdlico foi verificada
por espectrofotometria e corrigida, utilizando-se as seguintes equacoes:

Para tiamina: C (ug.mL™") = ABS x 10* / E';.m onde C = concentragao;

ABS = absorvancia maxima (lida a 247 nm); E'"n = coeficiente de
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absortividade molar (410, solvente HCI 0,1 N) (SWAN-CHOO; E-SIONG, 1996).

Para acido folico: A = E'”1¢cm X C x L, onde A = absorvancia maxima (lida
a 282 nm); E'cm = coeficiente de absortividade molar (23,8, solvente NaOH
0,1 M) (BALL, 2006); C = concentracao molar; L = largura da cubeta (1 cm).

As curvas analiticas para tiamina e acido fdlico foram elaboradas
levando-se em consideracdo a concentracdo destas vitaminas no UR®
adicionado ao arroz polido antes e apds cocgdo. Utilizou-se injecdo em
duplicata de solugdes padrdo, sendo que para tiamina foram injetadas trés
concentragdes crescentes de um mesmo volume e trés volumes crescentes de
uma mesma concentragdo, na faixa de 0,014 pg/mL a 7, 463 pug/mL e para
acido fdlico, cinco concentracbes crescentes para um mesmo volume de
injecdo e dois volumes crescentes de uma mesma concentracdo, na faixa de
0,00477 pg/mL a 0,95 pg/mL.

A identificacdo da tiamina e &acido fdlico nos extratos foi feita pela
comparacao dos tempos de retencdo obtidos para as amostras e padrées,
analisados sob as mesmas condigdes, e por co-cromatografia.

A quantificagdo da tiamina e do acido félico no UR® adicionado ao arroz
polido, antes e apds coccgao, foi feita a partir das curvas analiticas e equacodes
de regressdo obtidas (tiamina: Y = 2381473,1982 X + 122852, 4402; R? =
0,9998; acido félico: Y = 4736910,1846X — 8543,3495; R? = 0,9997). O calculo
da concentragao real foi obtido a partir da diluicao realizada.

2.6. Calculo da estabilidade de tiamina e acido félico nas preparagoes

A estabilidade das vitaminas foi calculada pela porcentagem de retencéo
de tiamina e &cido folico nas preparagdes de UR® adicionado ao arroz polido
apos as diferentes técnicas de cocgao, sendo essa obtida considerando-se as
alteracdes de peso sofridas pela mistura crua apdés a cocgdo. Para tanto,
utilizou-se a formula da retengdo verdadeira ou real (% RR) (MURPHY;
CRINER; GRAY, 1975), como descrito a seguir:

% RR = Tcoz ou AFcoz (mg/q) x Pcoz (g) x 100
Tc ou AFc (mg/g) x Pc (g)

Em que:
Tcoz ou AFcoz = Conteudo de tiamina ou acido folico em mg por grama da

preparagao cozida
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Pcoz = Peso da preparagao cozida
Tc ou AFc = Conteudo de tiamina ou acido folico em mg por grama da mistura
de UR® e arroz polido antes da cocgdo
Pc = Peso da mistura crua (UR® e arroz polido)
2.7. Delineamento experimental e analise estatistica dos dados

Para analise do conteudo e da estabilidade das vitaminas, foi utilizado
um delineamento inteiramente casualizado com quatro tratamentos,
representados pelas técnicas de cocgao, e cinco repeticoes para extracdo de
tiamina e acido fdlico, sendo a analise realizada em duplicata. Os dados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas
utilizando-se o teste de Duncan ao nivel de 5% de probabilidade. A analise
estatistica foi realizada utilizando-se o programa Statistical Analysis System
(SAS INSTITUTE INC, 2003), licenciado para a UFV.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Andlise qualitativa de tiamina e acido félico

Os cromatogramas tipicos da analise das vitaminas no UR® adicionado
ao arroz polido, antes e apds cocgéo, estdo ilustrados nas Figuras 1 e 2,
respectivamente. Nas condi¢des cromatograficas utilizadas, a eluicdo da
tiamina e do acido félico ocorreu em aproximadamente 8 e 7,5 minutos,
respectivamente. As condi¢cdes de analise utilizadas permitiram boa resolugao
dos picos assegurando uma adequada quantificagcdo das vitaminas nas

diferentes amostras.
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Figura 1. Analise de tiamina por CLAE-DAD. Padrao de mononitrato de tiamina (P);
mistura crua de UR® e arroz polido (MC); preparacées (UR® e arroz polido) utilizando
diferentes técnicas de cocgao: cozido em agua (A); refogado em dleo e cozido em
agua (B); cozido em forno de micro-ondas (C); cozido em Unidade de Alimentagao e
Nutricdo (D). Condi¢cbes cromatograficas: conforme descrito no item 2.5.1.
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Figura 2. Analise de acido folico por CLAE-DAD. Padrao de acido félico (P); mistura
crua de UR® e arroz polido (MC); preparacdes (UR® e arroz polido) utilizando
diferentes técnicas de cocgdo: cozido em agua (A); refogado em 6leo e cozido em
agua (B); cozido em forno de micro-ondas (C); cozido em Unidade de Alimentagao e
Nutricao (D). Condigbes cromatograficas: conforme descrito no item 2.5.2.

3.2. Conteudo de tiamina e acido félico

Os contetdos médios de tiamina e acido félico no UR® adicionado ao
arroz polido, antes e apos diferentes técnicas de cocgao, estdo apresentados
na Tabela 1.
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Tabela 1. Contedo médio (mg/100g) de tiamina e &cido félico no UR®
adicionado ao arroz polido antes e apds diferentes técnicas de cocg¢do (dados

em matéria fresca).

Mistura crua/Técnica de cocgao Tiamina Acido Félico
(Média + DP) (Média + DP)

Mistura crua UR® e arroz polido 1,49 + 0,38 0,245 £ 0,010
Cozido em forno de micro-ondas 0,36 + 0,01 0,077 + 0,003
Cozido em agua 0,26 + 0,02° 0,070 + 0,003
Refogado em 6leo seguido de cocgao 0,25 +0,01° 0,081 + 0,007°

em agua

Cozido em UAN 0,31+0,02° 0,074 +0,011°

Médias de tiamina ou acido fdlico, no arroz cozido, seguidas por uma mesma letra na coluna
nao diferem entre si pelo teste de Duncan (o = 5%).
UAN: Unidade de Alimentagao e Nutricao

O conteudo de tiamina foi estatisticamente superior na preparacao
cozida em forno de micro-ondas (0,36 mg/100 g), seguido da preparagéo
cozida em UAN (0,31 mg/100 g). Nao houve diferenga estatistica (p > 0,05)
entre os conteudos de tiamina nas preparagdes refogada em 6leo seguida de
coccdo em agua e cozida em agua (média de 0,25 mg/100g). Estudos
utilizando outros tipos de arroz fortificado e cocgdo em agua encontraram
conteudo superior de tiamina (0,35 mg/100g) (PORASUPHATANA et al., 2008)
e inferior (0,19 mg/100g) (CARVALHO et al., 2004) ao encontrado no presente
estudo.

Ja para o acido félico avaliado no presente estudo, houve uma variagao
de conteudo nas preparagdes (0,074 a 0,081 mg/100g), sem diferenga
significativa entre as técnicas (p = 0,1821). Teores inferiores (0,057 mg e 0,010
mg/100g) foram encontrados por Porasuphatana et al (2008) e Carvalho et al
(2004), respectivamente em outros tipos de arroz fortificado, utilizando cocgéo
em agua.

3.3. Estabilidade das vitaminas apods diferentes técnicas de cocgao

Os percentuais de retencdo para tiamina e acido folico obtidos nas
diferentes preparagées de UR® adicionado ao arroz polido apds cocgao, a partir
da férmula de retencao verdadeira ou real, estdo apresentados na Tabela 2.

Observou-se uma retencdo bem mais elevada de acido fdlico (entre
75,69 a 96,11%) quando comparadas aquelas obtidas para tiamina (entre

49,66 a 65,41%), sugerindo uma maior sensibilidade da tiamina as condi¢des
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utilizadas para as preparacdes de arroz. Assim, mesmo que a tecnologia UR®
vise a reducdo de perdas destas vitaminas adicionadas aos graos apods a
cocgado (PATH, 1999), ndo houve uma alta estabilidade de tiamina apos as
técnicas de cocgéao utilizadas no presente estudo.

A alta estabilidade do acido folico apds as diferentes técnicas de cocgao
sugere que as condigdes utilizadas para preparagdo contribuiram para a
preservagao dessa vitamina. Além disso, a tecnologia UR® pode ter contribuido
de forma importante para a prote¢do do acido folico no interior dos graos
fortificados durante a etapa de preparacao.

O percentual de retencédo para tiamina foi maior quando se utilizou a
cocgdo em forno de micro-ondas (65,4%). Para as outras técnicas de cocgao,
(refogado em d6leo seguido de cocgado em agua, cozido em agua, e em UAN),
houve uma maior reducdo da tiamina, sendo os percentuais de retencao

estatisticamente iguais entre si (média de 52,1%).

Tabela 2. Porcentagem média de retencdo de tiamina e &cido fdlico nas

preparacdes de UR® e arroz polido, utilizando diferentes técnicas de cocgao.

Técnica de cocgao Retencao de tiamina Retencgao de acido
(%) félico (%)
Cozido em forno de micro- 65,412 83,63°
ondas
Cozido em agua 52,68° 84,21°
Refogado em d6leo seguido de 49,66° 96,112

COCgao em agua
Cozido em UAN 54,03 75,69°

Médias dos percentuais de retengéo de tiamina ou acido félico seguidos por uma mesma letra
na coluna n&o diferem entre si pelo teste de Duncan (a = 5%).

UAN: Unidade de Alimentagéo e Nutricao

A maior retencdo de tiamina em forno de micro-ondas pode estar
relacionada ao menor tempo de coccado (8 minutos) em relacdo as outras
técnicas utilizadas (13 minutos para cozido em agua, 15 minutos para refogado

em oleo seguido de cocgao em agua e 40 minutos para cozido em UAN).
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Segundo Silva et al (2006), a cocgdo em micro-ondas permite um
aquecimento mais uniforme e mais rapido do alimento, quando comparado ao
cozimento convencional, no qual a conducao do calor se processa de maneira
mais lenta.

Em estudo realizado por Kaushik et al (2012) foi observado maior
retencdo de vitaminas do complexo B (niacina, piridoxina e riboflavina) apés
cocgdo em forno de micro-ondas, em comparagdo a coc¢ao em agua com e
sem pressdao. Os autores associaram uma maior intensidade de lixiviagao
destas vitaminas para a agua cocg¢ao e consequentemente maior degradacao
térmica nas técnicas de cozimento em agua com e sem pressao, quando
comparadas ao cozimento em forno de micro-ondas.

No presente estudo, a maior retencado para acido félico foi obtida com a
preparagao refogada em 6leo seguida de cocgao em agua (96,1%), enquanto
que para as outras técnicas ndo houve diferenga significativa (p > 0,05) na
retencdo desta vitamina. Menor intensidade de lixiviagdo do acido fdlico,
proporcionada pelo refogamento da mistura em 6leo, pode ter sido o fator
responsavel pela maior retencdo desta vitamina (LESKOVA et al., 2006).

Os resultados encontrados no atual estudo demonstraram uma maior
retencédo de acido félico na preparagao refogada em 6leo seguida de cocgao
em agua em relagcdo a preparagao cozida em agua. O maior tempo gasto na
técnica de cocgao do arroz refogado em 6leo seguida de cocgao em agua (15
minutos) em relagdo ao arroz cozido em agua (12 minutos) ndo proporcionou
uma maior degradagao desta vitamina. Este resultado reforga o efeito do 6leo
na redugao da intensidade de lixiviagao desta vitamina para a agua de cocgao,
como citado por Leskova et al (2006).

De forma semelhante, Crepaldi (2006) também encontrou percentual de
retencédo de acido folico maior em arroz refogado em 6leo seguido de cocgéo
em agua (84%) em relagéo ao arroz cozido em agua (74%), sendo os tempos
gastos na cocgdo de 15 minutos e 10 minutos, respectivamente.

Tiamina e acido félico sdo vitaminas termolabeis e hidrossollveis,
estando, portanto, sujeitas a lixiviacdo pela agua de cocgédo e consequente
degradacao térmica (TORRES, 2009). Segundo Leskova et al (2006),
métodos que minimizam a intensidade de lixiviagdo, o tempo de cocgédo e o

contato direto do alimento com a agua de cocgdo, como cozimento sob
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pressdao, em forno de micro-ondas e o refogamento em 6leo, podem ter um
importante efeito protetor na degradacgéo térmica destas vitaminas. No presente
estudo, o menor tempo de cocgao utilizado na preparacdo em forno de micro-
ondas (para tiamina), e refogamento em éleo de soja antes da coc¢gédo em agua
(para o acido folico), podem ter sido fatores preponderantes para maior
retencao destas vitaminas.

Alguns trabalhos relataram percentuais de retencédo de 28% a 69% para
tiamina e de 96% a 99% para acido félico em massas apds o cozimento
(ABDEL-RAHMAN, 1982; DEXTER; MATSUO; MORGAN, 1982; BERGLUND;
DICK; DREHER, 1987; VANDRASEK; WARTHESEN, 1987; WATANABE;
CIACCO, 1990; CARVALHO; SILVA; PARRA, 1997; BUI; SMALL, 2007; HAU
FUNG CHEUNG et al., 2008; HAU FUNG CHEUNG et al., 2009; OHRVIK et al.,
2010). Em paes, 74% a 88% de retencgao foi obtida para acido félico (GUJSKA;
MAJEWSKA, 2005; OMAR et al., 2009; OHRVIK et al., 2010). Embora a matriz
alimentar avaliada nestes estudos seja diferente da analisada no presente
estudo, a maior parte dos percentuais de retencao encontrados foi similar ao
nosso estudo, além de evidenciar a maior sensibilidade da tiamina (perdas de
35 a 50%) em relacdo ao acido folico (perdas de 4 a 25%) durante os
processos de coccao.

Alguns estudos avaliaram a estabilidade de tiamina e de acido félico
apo6s cocgao de outros tipos de arroz fortificado. Kristi et al (2011) encontraram
percentuais de retencao de 76,7% e 89,9% para tiamina em arroz fortificado
por dois métodos (pulverizagao e imerséo), e cozido em agua. O processo de
fortificacdo empregado pode ter sido o fator responsavel pelos altos
percentuais de retengdo encontrados quando comparado ao encontrado no
presente estudo, no cozimento em agua (52,6%), ja que o tempo gasto na
coccao foi 0 mesmo em ambos os estudos (12 minutos).

Percentuais de retengédo de 7 a 39% e perdas de ate 100% para o acido
félico foram encontrados em arroz fortificado cozido em agua por Shrestha et al
(2003). Os baixos percentuais de retencdo em relagao aos encontrados no
presente trabalho podem ter sido influenciados pela quantidade de agua (4
vezes a quantidade de arroz) utilizada na coccdo, tempo de coccao (30

minutos), levando a perdas da vitamina por destruicao e lixiviagao.
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Outro estudo encontrou altos percentuais de retengdo para tiamina
(75%) e acido folico (92%) em arroz fortificado cozido em agua
(PORASUPHATANA et al., 2008). Ressalta-se que o tempo de cocgao foi muito
curto (5 minutos), quando comparado ao tempo gasto no cozimento do arroz
em agua no presente estudo (12 minutos). Este fator pode explicar o menor
percentual de retencédo de tiamina (52,6%) e acido félico (84,2%) encontrado
no atual estudo, em relagdo aos encontrados no estudo anterior. Estes
resultados mostram a influéncia do tempo de coccéo na retencéo de tiamina e
do acido félico, além do tipo de fortificacdo empregado.

3.4. Contribuicdo das preparagdoes com UR® para o suprimento das
recomendacgoes diarias de vitaminas

Diferentes intensidades de perdas de tiamina e acido félico foram
observadas no UR® adicionado ao arroz polido, de acordo com a técnica de
cocgdo empregada. Dessa forma, verificou-se variagdo no conteudo final
dessas vitaminas e, consequentemente, diferengcas na contribuicdo das
preparacdes contendo UR® para o suprimento da Ingestao Diaria recomendada
(IDR) de tiamina e acido félico na alimentagao de diferentes grupos etarios.

O percentual de contribuicdo das preparacbées com UR® para o
suprimento das recomendagdes diarias de tiamina (Tabela 3) e acido fdlico
(Tabela 4), para diferentes grupos variou de acordo com a técnica de cocgao
empregada.

Considerando-se as técnicas de cocgado que apresentaram a maior
retencdo para tiamina (cozimento em forno de micro-ondas) e acido fdlico
(refogado em 6leo seguido de cocgao em agua), bem como o consumo de uma
porcao da preparacao (criangcas de 2 a 8 anos: 62 g = 2 colheres de sopa;
adolescentes e adultos: 125 g = 4 colheres de sopa), o UR® adicionado ao
arroz polido cozido em forno de micro-ondas pode contribuir com 37,5 a 64,2%
das recomendagdes diarias de tiamina e 31 a 50,5% das recomendagdes de
acido fdlico, enquanto que a preparacao refogada em 6leo seguida de cocgao
em agua pode contribuir com 26 a 34,7% das recomendagbes de tiamina e
32,5 a 69,8% das recomendagdes diarias de acido folico. A preparagao cozida
em UAN pode contribuir com 32,2 a 55,3% das recomendacgdes diarias de

tiamina e com 29,7 a 63,8% de acido fdlico.
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Tabela 3. Contribuicdo das preparacdes com UR® para o suprimento das

recomendacgdes diarias de tiamina de acordo com a porgao recomendada®.

% de adequagao de Tiamina (segundo a EAR)**

Criangas Mulheres Gestantes Homens

4a8anos =14 anos =14 anos
Técnica de coccao
Cozido em forno de micro-ondas 44,6 50 37,5 45
Refogado em dleo seguido de cocgdo em 31 34,7 26 31,2
agua
Cozido em agua 32,2 36,1 27 32,5
Cozido em Unidade de Alimentacao e 38,4 43 32,2 38,7
Nutricao

Fonte: (U.S INSTITUTE OF MEDICINE, (2000)

**EAR — Estimated Average Requirement ou Necessidade Média Estimada

*1 porgao: criangas (2 a 8 anos: 62 g (PHILIPPI; CRUZ ;COLUCCI, 2003); mulheres e homens = 9 anos: 125 g
(PHILIPPI et al., 1999).

Tabela 4. Contribuicdo das preparagées com UR® para o suprimento das

recomendacgdes diarias de acido folico de acordo com a por¢gao recomendada®.

% de adequagcéo de Acido félico (segundo a EAR)**

Criangas Mulheres  Gestantes Homens
4a8anos =19 anos =19 anos
Técnica de cocgao
Cozido em forno de micro-ondas 50,1 50,5 31 50,5
Refogado em dleo seguido de cocgao 52,3 52,8 32,5 52,8
em agua
Cozido em agua 45,7 46 28,3 46
Cozido em Unidade de Alimentacao e 47,8 48,2 29,7 48,2
Nutrigdo

Fonte: (U.S INSTITUTE OF MEDICINE, (2000)
*EAR — Estimated Average Requirement ou Necessidade Média Estimada
**1 porgdo: criangas (2 a 8 anos: 62 g (PHILIPPI; CRUZ ;COLUCCI, 2003); mulheres e homens = 9 anos: 125 g

(PHILIPPI et al., 1999).

A fortificagao de alimentos tem como objetivo atender no minimo 30% da
Dietary Reference Intake (DRI) de referéncia para alimentos sélidos (Portaria n°
31 de 13 de janeiro de 1998, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria -
ANVISA) (BRASIL, 1998).
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Pela andlise das Tabelas 3 e 4, verificou-se que uma porcdo do UR®
adicionado ao arroz polido apés coc¢cao em forno de micro-ondas e em UAN,
na proporgcao de 1:100 podem contribuir com 32,2 a 50% da IDR de tiamina
para todos os grupos etarios, enquanto que para o acido félico a preparagao
refogada em éleo seguida de cocgdo em agua e a cozida no forno de micro-
ondas podem contribuir com 31 a 52,8% da IDR desta vitamina para os
diferentes grupos etarios.

Entretanto, para o grupo das gestantes, devido a necessidade
aumentada destas vitaminas, uma porgédo das preparag¢des refogada em éleo
seguida de cocgdo em agua e a cozida em agua nao podem atender ao minimo
30% da IDR de tiamina (contribuicdo de 26 e 27%, respectivamente) e a
preparagao cozida em agua e em UAN podem atender um pouco menos que o
minimo da IDR de o acido fdlico (28,3 e 29,7% da IDR, respectivamente).

Ressalta-se que a tecnologia UR® permite o enriquecimento do arroz
convencional em diversos niveis (1:50 a 1:200) e que, tanto para o grupo das
gestantes quanto para outros grupos, de acordo com as necessidades
nutricionais, estado fisiolégico, sexo, faixa etaria e porgdo ingerida, uma
proporcao superior de UR® em relagdo ao arroz polido, por exemplo (1:50),
pode ser utilizada objetivando contribuir com um aporte maior destas vitaminas.
Além disso, o consumo de mais de uma porcao pode possibilitar o atendimento
de uma maior porcentagem da IDR.

Segundo dados da Pesquisa de Orgcamentos Familiares ( POF 2008-
2009), o consumo diario per capta de arroz no Brasil foi de 160,3 g para
ambos os sexos e faixa etaria > 10 anos (IBGE, 2012). Considerando-se esta
quantidade de arroz consumida e a proporcdo UR® e arroz polido utilizada no
presente estudo, as diferentes preparagdes poderiam contribuir em ambos os
sexos e faixa etaria > 10 anos, inclusive no grupo das gestantes, com o aporte

minimo de 30% da IDR de tiamina e acido fdlico.

4. CONCLUSAO

O acido folico apresentou excelente estabilidade nas preparacoes
contendo UR® e arroz polido. A preparacido refogada em éleo de soja seguida
de cocgcao em agua e a cozida em forno de micro-ondas se destacaram

apresentando maior estabilidade das vitaminas pesquisadas.
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As preparagdes contendo UR® e arroz polido apresentaram bom
conteudo de acido félico e tiamina, sendo que uma porgéao pode contribuir de
forma importante para o atendimento das recomendagdes diarias das
vitaminas.

Os dados obtidos sao uteis para orientagdo quanto a melhor técnica de
cocgdo a ser empregada, além de serem imprescindiveis no calculo da
contribuicdo diaria de tiamina e acido félico fornecida pelo arroz contendo UR®
na alimentacdo de populacdes que apresentam deficiéncias destes

micronutrientes.
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6. CONCLUSOES GERAIS

Os graos de UR® apresentaram qualidade sanitaria satisfatoria e
composicao centesimal em termos de lipidios, proteinas e carboidratos similar
ao arroz polido, além de altos teores de ferro, zinco, tiamina e acido félico.

Todas as preparagées de UR® adicionado ao arroz polido foram bem
aceitas em relacao aos atributos avaliados.

As preparagdes refogada em oOleo seguida de cocgdo em agua, cozida
em agua e cozida em UAN apresentaram melhor aceitagao dos atributos sabor,
textura e impresséao global que a preparagao cozida em forno de micro-ondas.
As quatro preparacbes apresentaram aceitacdo semelhante em relacdo ao
atributo odor.

Os métodos otimizados para andlise de tiamina e acido félico por CLAE-
DAD no UR® cru e UR® adicionado ao arroz polido antes e apds coccgao
mostraram alta confiabilidade. Foram obtidas excelentes taxas de recuperacgao,
boa repetibilidade, linearidade e sensibilidade demonstrada pelos baixos limites
de detecgdo e quantificagdo. Além disso, as metodologias realizaram-se em
modo isocratico, apresentando tempos curtos de corrida cromatografica e de
retencdo das duas vitaminas, refletindo-se positivamente na economia de
reagentes e tempos de analise.

O acido folico apresentou excelente estabilidade nas preparagdes
contendo UR® e arroz polido. A preparacdo refogada em éleo de soja seguida
de cocgcdo em agua e a cozida em forno de micro-ondas se destacaram
apresentando maior estabilidade das vitaminas pesquisadas.

As preparagées contendo UR® e arroz polido apresentaram bom
conteudo de acido folico e tiamina, sendo que uma porgéao pode contribuir de
forma importante para o atendimento das recomendacgbes diarias das
vitaminas.

Os dados obtidos sao uteis para orientacdo quanto a melhor técnica de
cocgcao a ser empregada, além de serem imprescindiveis no calculo da
contribuigdo diaria de tiamina e acido félico fornecida pelo arroz contendo UR®
na alimentacdo de populagcbes que apresentam deficiéncias destes

micronutrientes.
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Os achados demonstraram que o UR®, quando preparado juntamente
com o arroz polido, poder ser indicado como um alimento adequado e seguro
para utilizagdo em programas de alimentagdo e nutricdo, especialmente para

populacdes em situacado de risco nutricional, e que tém o habito de consumir

arroz na dieta.
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ANEXO 1. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nome:

Data de Nascimento: / / Sexo:

Declaro ter sido informado e concordo com minha participacdo, como
voluntario, da pesquisa denominada “Caracterizagao nutricional, microbiolégica
e sensorial de um arroz fortificado (Ultra Rice®) com vitaminas e minerais e
estabilidade de acido fdlico e tiamina apods diferentes técnicas de cocgao”,
desenvolvida pelo Departamento de Nutricdo e Saude da Universidade Federal
de Vigosa, sob a coordenacao da professora Helena Maria Pinheiro Sant’Ana.

Estou ciente de que minha participagdo nesta pesquisa ndo traz
complicagdes legais e nenhum dos procedimentos utilizados oferece riscos a
minha integridade.

Autorizo os autores do estudo a utilizar as informacdes obtidas no
estudo para elaborar relatérios e artigos para divulgagdo em encontros e
publicacdes académico-cientificas.

Também estou ciente do sigilo das informagdes que prestarei.

Fui informado de que nao terei nenhum tipo de despesa para participar

desta pesquisa, bem como nada sera pago pela minha participacao.

Vigcosa, 28 de Marco de 2012.

Assinatura do Voluntario
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ANEXO 2 - APROVAGAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM
HUMANOS

MINISTERIO DA EDUCACAO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA

) COMITE. DE ETICA EM PESQUISA COM SERES HUMANOS
cmgpzrs Uniiversitdrio - Vicosa, MG - 36570-000 - Telefone: (31) 3899-1269

Of. Ref. N° 061/2011/Comité de Etica

Vigosa, 31 de maio de 2011.

Prezada Professora:

Cientificamos V. S de que o Comité de Etica em Pesquisa
com Seres Humanos, em sua 4* Reunido de 2011, realizada nesta data,
analisou e aprovou, sob o aspecto ético, o projeto de pesquisa intitulado
Caracterizagéo nutricional e funcional de um arroz fortificado (Ultra
Rice®) e seu impacto no estado nutricional de fervo, zinco, tiamina e folato
em pré-escolares.

Atenciosamente,
7 e /

FaN 7
Pro es;d;' itardo Junqueira Del Carlo
Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
Vice-Presidente em exercicio

Professora
Helena Maria Pinheiro Sant’Ana
Departamento de Nutrigéo e Satde

/rhs.
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