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Resumo

DITTGEN, Caroline Lambrecht. Interacdo entre gendtipos de arroz preto e locais
de cultivo no perfil de compostos fendlicos e sobre atributos fisico-quimicos.
2019. 72f. Dissertacao (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) — Programa
de Pos-graduacédo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Faculdade de Agronomia
Eliseu Maciel, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2019.

O arroz é um dos cereais mais produzidos no mundo e a demanda por cultivares
especiais, que inclui arroz voltados a culinéria japonesa e a italiana, arroz aromatico
e arroz pigmentado, vem aumentando. Os tipos que possuem pericarpo colorido
possuem maiores quantidades de compostos fendlicos do que os demais tipos, sendo
as antocianinas o principal grupo de fendlicos do arroz preto. Além de fatores
genéticos, os fatores ambientais durante o desenvolvimento da cultura podem
impactar na qualidade dos alimentos e essas diferencas podem ser utilizadas como
caracteristicas distintivas e de denominacdo de origem. Diferentes compostos,
técnicas de separacéo e identificacao e ferramentas estatisticas podem ser utilizadas
para identificar compostos ou variaveis que possibilitem a discriminacdo de acordo
com o local de cultivo de diversos alimentos. Objetivou-se com o estudo avaliar efeitos
do local de cultivo sobre o perfil de compostos fendlicos (incluindo acidos fendlicos,
antocianidinas e outros flavonoides), por LC-MS, e atributos fisico-quimicos dos graos
de arroz preto produzidos em trés municipios de S&o Paulo (Guaratinguetd, Roseira
e Taubaté) e em trés municipios do Rio Grande do Sul (Alegrete, Capéo do Leédo e
Santa Vitoria do Palmar As condi¢cdes de Santa Vitéria do Palmar, onde acredita-se
gue se deve principalmente a sua latitude e as condi¢c6es dos ventos durante a fase
de maturacdo do arroz, favoreceram a ocorréncia de gessamento na linhagem AE
153045, mas nao teve implicacdes no gendtipo IAC 600. O acumulo de compostos
fendlicos, incluindo acidos fendlicos, flavonoides e antocianinas foi modificado pelo
ambiente, onde a tendéncia observada foi de um acimulo maior destes compostos
quando os gréos foram produzidos em SVP. A andlise estatistica multivariada permitiu
diferenciar os genétipos, sendo o acido vanilico o principal composto responsavel pela
discriminagéo. Utilizando a composicdo fendlica da fracdo livre e avaliando cada
genotipo separadamente, foi possivel discriminar os locais de crescimento, onde 0s
componentes principais explicaram 98% da variabilidade, em ambos genotipos. Os
compostos que apresentaram pontuacdo VIP superior a 1,0, responsaveis pela
discriminacgdo do local de cultivo da linhagem AE 153045 foram a hesperetina, o acido
vanilico e a quercetina-3-O-glicosideo e da cultivar IAC 600 foram a quercetina, o
acido vanilico, a quercetina-3-O-glicosideo e o acido p-cumarico.

Palavras-chave: Oryza sativa, autenticidade de arroz, arroz brasileiro, flavonoides,

antocianinas



Abstract

DITTGEN, Caroline Lambrecht. Interaction between black rice genotypes and
growing locations on phenolic compounds profile and physical-chemical
attributes. 2019. 72f. Dissertation (Master Degree in Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos) — Programa de Pos-graduacédo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos,
Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas,
20109.

Rice is one of the most produced cereals in the world and the demand for special
cultivars, which includes rice for Japanese and lItalian cuisine, aromatic rice and
pigmented rice, is increasing. The varieties that possess pigmented pericarp have
larger amounts of phenolic compounds than the other varieties, with anthocyanins
being the main phenolic group of black rice. In addition to genetic factors,
environmental factors during the crop development may impact on food quality, and
these differences can be used as distinctive characteristics for geographical origin
discrimination. Different compounds, separation techniques, and identification
techniques as well as several statistical tools can be used to identify compounds or
variables that allow discrimination according to the growing location of foods. The
objective of this study was to evaluate effects of the growing location on the phenolics
profile (including phenolic acids, anthocyanins and other flavonoids) by LC-MS, and
the physicochemical attributes of black rice produced in three municipalities of S&o
Paulo (Guaratingueta, Roseira and Taubaté) and in three municipalities of Rio Grande
do Sul (Alegrete, Capao do Ledo and Santa Vitoria do Palmar). The conditions of Santa
Vitéria do Palmar, where it is believed that it is mainly due to its latitude and the
conditions of the winds during the maturation phase of the rice, favored the occurrence
of chalkness in line AE 153045, but did not have implications in genotype IAC 600. The
phenolics accumulation, including phenolic acids, flavonoids, and anthocyanins, was
modified by the environment, where the tendency was observed for a greater
accumulation of these compounds when the grains were produced in SVP. The
multivariate statistical analysis made it possible to differentiate the genotypes, with
vanillic acid being the main compound responsible for the discrimination. Using the
phenolics composition of the free fraction and evaluating each genotype separately, it
was possible to discriminate the growing locations, where the principal components
explained 98% of the variability in both genotypes. The compounds that had a VIP
score higher than 1.0, responsible for the discrimination of the AE 153045 genotype at
the different growing locations were hesperetin, vanillic acid, and quercetin-3-O-
glucoside, while the compounds responsible for the discrimination of IAC 600 genotype
at the different growing locations were quercetin, vanillic acid, quercetin-3-O-glucoside,
and p-coumaric acid.

Keywords: Oryza sativa, rice authenticity, Brazilian rice, flavonoids, anthocyanins.
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1 Introducgao

O arroz esta entre os cereais mais produzidos do mundo e o Brasil esta entre
os 10 maiores produtores desse grdo. A demanda por arroz, assim como por outros
alimentos, é determinada por vérios fatores e existem exigéncias e tendéncias de
consumo por esse alimento.

Assim, com o surgimento de novas exigéncias e de nichos de mercado, novas
cultivares especiais de arroz vém sendo desenvolvidas, pois apresentam
caracteristicas sensoriais diferentes daquelas ja bem difundidas para o arroz longo
fino, beneficiado polido, que é o mais consumido no pais. Este é o caso do arroz
aromatico, do arroz pigmentado e do arroz que atende requisitos das culinarias
japonesa e italiana. Enquanto os aromaticos possuem teores de compostos volateis
aromaticos maiores do que os ndo-aromaticas, as que possuem o pericarpo colorido,
por sua vez, possuem compostos fendlicos em maiores quantidades.

Os compostos fendlicos sao oriundos do metabolismo especializado das
plantas, atuando, por exemplo, na protecdo das plantas contra predadores, no
fortalecimento da estrutura das plantas e na atracdo de polinizadores. No corpo
humano, quando ingeridos, esses compostos apresentam propriedades benéficas a
saude, por apresentarem propriedade antioxidante, auxiliando na prevencao de
doencas como céancer, diabetes, doencas cardiovasculares e neurodegenerativas.
Este, além das propriedades sensoriais distintas, € outro fator que tem levado ao
aumento no consumo de graos de arroz integral, principalmente 0os que possuem
pericarpo colorido.

Os compostos fendlicos podem ser classificados em flavonoides e néo-
flavonoides, sendo estes os principais compostos fenolicos presentes nos graos de
arroz, que sado 0os compostos especializados mais comuns em cereais, considerados
mais simples, enquanto os flavonoides, majoritarios no arroz de pericarpo pigmentado,
sao considerados mais complexos.

Os acidos fendlicos encontrados em maior quantidade nos gréos de arroz sao
os acidos ferulico, p-cumarico, sinapico, galico, protocatecuico, p-hidroxibenzéico,
vanilico, siringico, cafeico, clorogénico, cinamico e elagico. Ja os flavonoides
presentes no arroz preto sdo as antocianinas, enquanto no arroz vermelho séo as

proantocianidinas, que pertencem a classe das antocianidinas e flavanais,
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respectivamente. Ainda, as antocianinas encontradas em maior abundancia sao a
cianidina-3-O-glicosideo e a  peonidina-3-O-glicosideo. As principais
proantocianidinas, por sua vez, sdo a catequina e a epicatequina.

Além de fatores genéticos, os fatores ambientais do local de cultivo e do manejo
adotado na cultura durante o desenvolvimento da cultura podem impactar na
qualidade dos alimentos. Essas diferencas em suas caracteristicas podem ser
utilizadas como caracteristicas distintivas e de denominagédo de origem, que podem
servir como estratégia econémica para agregacéao de valor e auxiliar consumidores na
escolha por alimentos ndo adulterados, de alta qualidade e que atendam as suas
exigéncias alimentares, sejam elas de sensorialidade e prazer, saudabilidade e bem-
estar, confiabilidade e qualidade ou sustentabilidade e ética.

Varios compostos vém sendo utilizados para discriminar os alimentos de
acordo com sua origem geogréfica, incluindo carboidratos, aminoacidos, aguUcares,
carotenoides, fosfolipidios e compostos fendlicos. Diferentes técnicas também sé&o
utilizadas para separar e identificar estes compostos, como eletroforese capilar (CE),
cromatografia, seja ela gasosa (GC) ou liquida (LC), espectroscopia de massa (MS),
de reflectancia no infravermelho préximo (NIR) ou ressonancia magnética nuclear
(RMN).

Aliado as técnicas de separacédo e identificacdo de compostos, ferramentas
estatisticas sao utilizadas para enfatizar possiveis diferencas, sendo as mais comuns
a andlise de componentes principais (PCA) e de andlise discriminante por minimos
guadrados parciais (PLS-DA).

Assim, essas ferramentas em conjunto tém sido utilizadas para identificar
compostos ou variaveis que possibilitem a discriminacdo de acordo com o local de
cultivo de diferentes alimentos, como o arroz, café, feijao, milho, trigo, uva, vinho e

azeitona.
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2 Hipétese

E possivel discriminar gréos de arroz preto produzidos no Rio Grande do Sul e
em Sao Paulo com base nas suas propriedades tecnoldgicas e no perfil de

antocianinas.

3 Objetivos
3.1 Objetivo geral

Avaliar efeitos do local de cultivo do arroz preto sobre o perfil de antocianinas

e atributos fisico-quimicos dos graos.

3.2 Objetivos especificos

a) Avaliar propriedades fisico-quimicas e tecnoldgicas de graos de arroz preto
produzidos em trés municipios de S&do Paulo e em trés municipios do Rio Grande do
Sul.

b) Avaliar o perfil de compostos fendlicos e especificamente de antocianinas
dos graos de arroz preto por analise de LC-MS.

c) Aplicar analise multivariada para verificar se € possivel discriminar os
genatipos IAC 600 e AE 153045.

d) Aplicar analise multivariada para verificar se é possivel discriminar o arroz
preto de acordo com o local de producéo.

e) ldentificar compostos marcadores para discriminacdo de origem e genétipos

de arroz preto.
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4 Revisao bibliografica

4.1 Producgao e consumo de arroz

A producdo mundial de arroz (Oryza sativa L.) esta estimada em
aproximadamente 475 milhdes de toneladas, estando, portanto, entre os cereais mais
produzidos do mundo. O Brasil € o maior produtor de arroz no continente Americano
e esta entre os 10 maiores produtores mundiais do cereal, com uma producdo média
anual de 12 milhdes de toneladas (CONAB, 2017).

Assim como para a maioria dos alimentos, a demanda por arroz em uma
determinada regido depende do tamanho da populagéo; dos niveis de urbanizacao,
escolaridade e informacéo; e das faixas etaria e de renda (BRASIL FOOD TRENDS,
2010). Segundo levantamento realizado pelo Brasil Food Trends (2010), foram criados
cinco grupos de consumidores de alimentos (Figura 1), formados com base nas
exigéncias e tendéncias dos consumidores mundiais de alimentos, os quais buscam
por: 1) Sensorialidade e Prazer; 2) Saudabilidade e Bem-estar; 3) Conveniéncia e
Praticidade; 4) Confiabilidade e Qualidade; e 5) Sustentabilidade e Etica.

Conveniéncia e Praticidade - 34%
Confiabilidade e Qualidade - 23%

Sensorialidade e Prazer - 23%

Saudabilidade & Bem-estar
e Sustentabilidade e Etica - 21%

Figura 1 - Grupos de tendéncia mundial para o consumo de alimentos (%).

Fonte: Brasil Food Trends (2010).



18

No entanto, o consumo de arroz no mercado brasileiro ainda € pouco
diversificado, pois cerca de 68% do consumo nacional do grao se da na forma de arroz
beneficiado polido, 25% de arroz parboilizado polido, 6% de arroz integral e 0 1%
restante responde as variedades especiais de arroz (PLANETA ARROZ, 2017),
representando cerca de 120 mil toneladas anuais. Esses tipos especiais de arroz, que
incluem tipos pigmentados e aromaticos, tiveram um crescimento de mercado de
cinco vezes nos ultimos anos, atingindo valor comercial dez vezes maior quando
comparado ao arroz branco consumido pelos brasileiros (PLANETA ARROZ, 2017).

E devido ao crescente interesse por alimentos diferenciados, que atendam as
exigéncias dos consumidores que buscam sensorialidade e prazer assim como
saudabilidade e bem-estar, que mais variedades com diferentes cores, aromas,
sabores e texturas estdo sendo desenvolvidas.

As variedades especiais, incluem o arroz Carnaroli e o arroz Arbdrio, muito
utilizados na culinaria italiana para a producéo de risotos e sopas; 0 arroz com baixo
teor ou 0% de amilose, como é o caso do arroz Moti ou o arroz glutinoso, utilizado
principalmente na culinaria japonesa (MAGALHAES JUNIOR et al., 2012); as
variedades aromaticas, como o arroz Basmati e o arroz Jasmine, as quais sao as mais
consumidas em alguns paises asiaticos (VANIER, 2017); e as variedades com
pericarpo vermelho ou preto, que tém atraido cada vez mais os consumidores que
buscam alto valor nutricional e funcionalidade nos alimentos, além da sua coloracao
diferenciada e atrativa (SUMCZYNSKI et al., 2016).

Em algumas variedades de arroz, a sintese de componentes quimicos volateis
aromaticos se da em concentracbes maiores do que em outras variedades, que
passam a ser perceptiveis tanto nos graos, durante e ap0s o preparo, quanto nos
tecidos foliares, e sdo denominadas, por isso, variedades aromaticas (BRYANT;
MCCLUNG, 2011; MARAVAL et al., 2008). O principal composto envolvido no aroma
do arroz é o 2-acetil-1-pirrolina (2-AP) (Figura 2) (BUTTERY et al., 1983). No entanto,
sdo mais de 200 compostos volateis presentes no arroz que podem influenciar o
aroma e o sabor do arroz cozido (CHAMPAGNE, 2008).
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O

e’
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Figura 2 - Estrutura quimica do composto 2-acetil-1-pirrolina, principal composto envolvido no aroma
do arroz.

Ja as variedades de pericarpo pigmentado apresentam tal coloracdo pois
possuem pigmentos em seu pericarpo, sendo no caso do arroz vermelho a
predominancia de proantocianinas e, no caso do arroz preto, as antocianinas, ambos
compostos fendlicos (Figura 3) (FINOCCHIARO; FERRARI; GIANINETTI, 2010; MIN;
MCCLUNG; CHEN, 2011). Esses compostos sao reconhecidos por apresentar
atividade antioxidante, anti-inflamatdria, antimutagénica e anti-hipertensiva,
desempenhando, assim, um papel importante na prevencado de doencas cronicas
degenerativas cardiovasculares e na prevencéao de cancer (PAIVA et al., 2014; SHAO;
BAO, 2015).

OH

Figura 3 - Estrutura quimica bésica de um composto fendlico, neste caso o mais simples, apresentando
um anel aromético e um grupo hidroxila.

Devido a sua coloracdo escura, bem diferenciada e ao seu alto teor de
compostos fendlicos, o arroz preto também é conhecido, principalmente nos paises
asiaticos, por arroz roxo, arroz proibido, arroz do céu, arroz imperial, arroz do rei, arroz
premiado e ainda arroz da longevidade (KUSHWAHA, 2016).
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O International Rice Genebank, do Instituto Internacional de Pesquisa do Arroz
(IRRI), possui 127.916 acessos de arroz, incluindo variedades modernas, tradicionais
e silvestres (IRRI, 2017). No Brasil, a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria,
conhecida como EMBRAPA, contém 27.006 acessos de arroz. A China, principal
produtora de arroz, ja apresenta mais de 50 variedades comerciais de arroz preto
(KUSHWAHA, 2016). O principal - e quase unico - genaétipo de arroz preto cultivado
no Brasil é o IAC 600, no entanto, a EMBRAPA vem estudando novas linhagens-elite
de arroz preto, dos quais a linhagem-elite AE 153045 foi apontada como a mais

promissora para ser lancada como nova cultivar.

4.2 Compostos fendlicos

Além de carboidratos, proteinas, vitaminas e minerais que fazem do arroz
integral uma boa fonte de nutrientes, o grdo também possui quantidades valiosas de
compostos fendlicos que fornecem propriedades funcionais e nutracéuticas (ZUBAIR
et al., 2012; SHAO; BAO, 2015).

Os compostos fendlicos sdo compostos oriundos do metabolismo secundério,
ou especializado, denominados assim por ndo desenvolverem um papel vital nas
plantas, ou seja, no crescimento, desenvolvimento e reproducdo, mas atuam na
protecdo contra raios UV, patdégenos e predadores, no suporte mecanico e na atracao
de polinizadores (LYU et al., 1990). Estes compostos s&o caracterizados pela
presenca de no minimo um anel aromético e no minimo um grupo hidroxila (Figura 3)
(GOUFO et al., 2014b).

Além disso, os compostos fendlicos vém sendo estudados devido suas
propriedades antioxidantes, a capacidade de sinalizag&o celular e outros mecanismos
gue potencializam seu uso em beneficio a saude humana, pois auxiliam na prevencéo
de doencas como cancer, diabetes, doencas cardiovasculares e neurodegenerativas
(MANACH et al., 2004; LIU, 2007).

Assim, além de suas caracteristicas sensoriais diferenciadas, este € um dos
motivos que o consumo de arroz integral vem aumentando, tanto de variedades
pigmentadas quanto ndo-pigmentadas, jA que estes graos sao ricos em compostos
fendlicos, que sao benéficos a saude, atendendo as exigéncias de consumidores que

buscam saudabilidade e bem-estar (Figura 1).
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Os compostos fendlicos podem ser classificados em flavonoides (polifendis) e
nao-flavonoides (fendis simples ou acidos fendlicos), sendo que 0s principais
compostos fendlicos presentes nos gréos de arroz sédo os acidos fendlicos, que séo
0s compostos secundarios mais comuns em cereais, e os flavonoides, que séo
encontrados no arroz pigmentado (ZHOU et al., 2014; AL-FARSI; LEE, 2008;
FINOCCHIARO et al., 2010; KONG,; LEE, 2010; QIU; LIU; BETA, 2010).

Segundo Lindemann (2016), os acidos fendlicos sédo considerados como
compostos simples, por estarem presentes no inicio de rota de sintese dos
metabdlitos especializados, enquanto que os flavonoides, localizados no final da rota
metabdlica, sdo considerados mais complexos.

Estes acidos séo caracterizados por conterem um anel fendlico e pelo menos
uma funcdo de &cido carboxilico organico, os quais diferem no nidmero e na posicao
dos grupos hidroxila no anel aromatico (Figura 4) (GOLENIOWSKI et al., 2013), e tém
sido relatados em concentracdes mais elevadas em genaotipos de arroz de pericarpo
pigmentado do que no arroz de pericarpo marrom (arroz branco integral) (GOUFO,;
TRINDADE, 2014).

Acidos hidroxibenzoicos

Nome R1 R2 R3 R4
H Acido galico H OH OH H
R, COOH — :
Acido protocatecuico H OCHs OH OCHs
A, R, Acido p-hidroxibenzdico H H OH H
) Acido siringico OH H H OH
Acido vanilico H OH OH OH

Acidos hidroxicinamicos

COOH | Acido cafeico H OH OH H
Acido cinamico H H H H
Acido fertlico H OCHzs OH OCHs
Acido p-coumérico H H OH H
Acido sinapico H OCHs OH OCHs

Figura 4 - Estrutura quimica dos acidos fendlicos presentes em graos de arroz.

Fonte: Adaptado de Goleniowski et al. (2013).
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Segundo Goufo e Trindade (2014a), os acidos fendlicos encontrados nos graos
de arroz em maior quantidade sdo os acidos ferulico (56-77% do total de &cidos
fendlicos), p-cumarico (8—24%), sindpico (2—12%), seguidos pelos acidos galico (1 a
6%), protocatecuico (1-4%), p-hidroxibenzdico (1-2%), vanilico (1%) e siringico (1%),
além dos acidos cafeico, clorogénico, cinamico e elagico, que representam menos de
1% do total de acidos fendlicos (Figura 4).

Jé& os flavonoides possuem 15 carbonos em sua estrutura, organizados em dois
anéis aromaticos interligados por trés atomos de carbonos (estrutura C6 — C3 — C6),
formando um heterociclo oxigenado. Em funcédo do tipo de hetereciclo, os flavonoides
ainda podem ser divididos em flavondis, flavonas, isoflavonas, flavanonas,
antocianidinas e flavanois (catequinas e proantocianidinas) (Figura 5), podendo estar
associados a varios carboidratos e &cidos organicos e uns aos outros (RICE-EVANS;
MILLER; PAGANGA, 1996; MANACH et al., 2004).

Flavondis Ry Flavonas

A4 Ay
OH

OH 0 OH O

Isoflavonas Flavononas

Ay )

R, O

(o]

X
o
x
o

Antocianidinas R, Flavandis

OH OH

Figura 5 - Estrutura quimica das classes de flavonoides.

Fonte: Adaptado de Manach et al. (2004).
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Nos arrozes de pericarpo pigmentado, os flavonoides presentes sédo as
antocianinas e proantocianidinas, que pertencem a classe das antocianidinas e
flavanais, respectivamente, encontradas no pericarpo do arroz preto (antocianinas) e
vermelho (proantocianidinas) (MIN; MCCLUNG; CHEN, 2011).

As proantocianidinas (Figura 6) sdo pertencentes ao grupo de flavandis,
também chamados de flavan-3-ol ou catequinas, pois sGo compostos que possuem
polimeros de flavan-3-ol, constituido por dois anéis aromaticos e um grupo hidroxila
na posicao 3, sendo os dimeros os mais abundantes em arroz (GUNARATNE et al.
2013). No arroz vermelho, as proantocianidinas consistem em catequinas e
epicatequinas (GUNARATNE et al., 2013; QIU; LIU; BETA, 2009), isbmeros que se

diferenciam apenas pela configuracéo cis (epicatequina) e trans (catequina).

Flavan-3-ol R1 R2 R3 R4 R5
Catequina H OH OH H OH
Epicatequina H OH OH OH H

Figura 6 - Estrutura quimica de flavan-3-ol, seus possiveis radicais e denominagdes.

Fonte: Adaptado de Gu et al. (2003).

As antocianinas sao glicosideos das antocianidinas, onde uma ou mais
hidroxilas das posi¢cfes 3, 5 e 7 estéo ligadas a glicosideos, aos quais podem estar
complexados com acidos fendlicos, diferenciando as antocianinas entre si (Figura 7)
(TERCI; ROSSI, 2002). Cianidina-3-O-glicosideo, peonidina-3-O-glicosideo,
cianidina-3-rutinosideo e cianidina-3-galactosideo sdo antocianinas que ja foram
encontradas no arroz (MIN; MCCLUNG; CHEN, 2011).
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R

_OH

©

S 4

OH

Antocianina R R’
Cianidina OH H
Peonidina OCHS3 H

Figura 7 - Estrutura quimica basica das antocianinas.

4.3 Discriminagao de origem

Além da contribuicao dos fatores genotipicos, os fatores ambientais do local de
cultivo e do manejo adotado na cultura durante a safra podem ter impacto na qualidade
dos alimentos (BHATTACHARYA, 2011; LANNING et al., 2011; RASHMI et al., 2017,
NAKATA et al, 2017; GRANATO et al., 2016). Sreenivasulu et al. (2015)
demonstraram que a ocorréncia de altas temperaturas em diferentes fases do
desenvolvimento dos grdos de arroz resulta em diferentes alteracbes em sua
composicao, afetando a qualidade de coccéo e sensorial do arroz (Figura 8).

Tais diferencas nas caracteristicas de alimentos e bebidas em funcdo do
gendtipo e do local de cultivo podem servir como caracteristicas distintivas e de
denominacéo de marca registrada.

A denominacdo de genotipo e origem geografica, além de servir como uma
poderosa estratégia econémica para a agregacao de valor aos alimentos, ajuda o0s
consumidores a selecionar alimentos ndo adulterados e de alta qualidade
(GONZALVEZ et al., 2009; CUBERO-LEON; PENALVER; MAQUET, 2014),
atendendo, desta forma, quase todos os grupos de consumidores (Figura 1), com
excecdo dos que buscam alimentos com conveniéncia e praticidade (Grupo 3),
atraves da identificacdo de alimentos étnicos, exoticos, com variacdo de sabores e
apelo sensorial (Grupo 1 - Sensorialidade e prazer); alimentos funcionais, benéficos a

saude, para dietas especificas (Grupo 2 - Saudabilidade e bem-estar); produtos com
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rastreabilidade e garantia de origem, certificados e selos de qualidade, rétulo
informativo (Grupo 4 - Confiabilidade e qualidade); e produtos de empresas
sustentdveis, com baixo impacto ambiental, com certificados de responsabilidade
socioambiental (Grupo 5 - Sustentabilidade e ética) (BRASIL FOOD TRENDS, 2010).

0-8 DAF 12-28 DAF 29-32 DAF
Determina o comprimento de grdos principalmente Determina a eficiéncia de armazenamento do Dessecacéo
pelo crescimento do pericarpo endosperma (amido e proteinas de armazenamento) do embrido

Controle

Papel da aleurona no actimulo de lipidios,
4-8 DAF antioxidantes e micronutrientes

Determina a forca de dreno do endosperma

\ - 3 A
. ALY f
vy \‘F_‘\‘ £
. f o
e ! T
) : !
4 y \ i
: v
0 4 8 12 16 20 24 28 32 DAF
0-8 DAF 9-16 DAF 17-22 DAF 23-30 DAF
% Nenhuma evidéncia proeminente do impacto Formacao de gesso ﬁl;era%a:gi dga e(f;;gs Precoce dessecacdo do
» } M . -
0 no comprimento do gréo sob estresse é desencadeada amilose-amilopectina) embrido
o
g Prejuizo na . Precoce morte celular
o . = Proteinas de reserva
O A celularizagcdo do endosperma é afetada, acumulagdo de S50 afetadas programada no
9 reduzindo assim a largura dos gréos amido (amilose) endosperma
Forca do dreno reduzida Duracéo reduzida do enchimento de gréos P
. . L Impacto na dorméncia
(células do endosperma reduzidas) (composicéo de armazenamento alterada)

Figura 8 - Esquema representativo do impacto das altas temperaturas ambientais em estagios
especificos de desenvolvimento do arroz. DAF = dias apos a floracao.

Fonte: Traduzido de Sreenivasulu et al. (2015).

Carboidratos, aminoacidos, agucares, carotenoides, fosfolipidios e compostos
fendlicos sdo exemplos de analitos que tém sido usados para discriminar a origem
geografica dos alimentos e, as técnicas mais comuns que permitem a identificacéo de
moléculas incluem espectroscopia de massa (MS), espectroscopia de reflectancia no
infravermelho préximo (NIR), espectroscopia de ressonéncia magnética nuclear
(RMN), junto aos métodos de separacdo, como eletroforese capilar (CE) e
cromatografia, seja ela gasosa (GC), liquida (LC), liquida de ultra alta presséo (UPLC)
e de alto desempenho (HPLC) (CUBERO-LEON; PENALVER; MAQUET, 2014;
CAPOZZI; TRIMIGNO, 2015; HUO et al., 2017).
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E provavel que o método de separacdo mais versatil seja por cromatografia
liquida (LC), pois permite a separacdo de compostos de uma ampla faixa de
polaridade, podendo ser separados compostos polares, como agucares, aminoacidos,
vitaminas, acidos carboxilicos e nucleotideos, e compostos semipolares, como &cidos
fendlicos, flavonoides, esteroides glicosilados e alcaloides (MOCO et al., 2007).

Ja a espectrometria de massas (MS) tem como principio gerar ions a partir de
compostos para medir a razdo massa-carga de moléculas carregadas (STACHNIUK;
FORNAL, 2015), para que estas possam ser entdo identificadas e quantificadas.

Estas técnicas analiticas geram uma grande quantidade de dados, e dessa
forma necessitam de ferramentas estatisticas, como analise de dados multivariados
(PCA, PLS, andlise de cluster) para enfatizar possiveis diferencas, classificando as
amostras de acordo com suas caracteristicas (CAPOZZI; TRIMIGNO, 2015). Estas
técnicas de analise geralmente envolvem analise ndo supervisionada, como a analise
de componentes principais (PCA - Principal Component Analysis) ou analise de
discriminag&o supervisionada por quadrados minimos parciais (PLS-DA - Partial Least
Squares Discriminant Analysis) (WISHART, 2008).

Essas técnicas permitem identificar compostos marcadores discriminantes
entre plantas geneticamente modificadas e convencionais (LEON et al., 2009,
PICONE et al., 2011) e separar alimentos produzidos pelo sistema organico do
convencional (CHEN et al., 2010). O PLS-DA também permitiu a discriminacdo de
origem de vinho branco com base na acidez total, no teor de &cidos citrico, malico,
succinico e lactico, no indice total de polifendis, no teor de glicose, e na relacédo de
prolina/arginina (CARUSO et al., 2012).

Rashmi et al. (2017) discriminaram graos de trigo geograficamente com base
na composicdo de isétopos, identificando o §*3C (is6topos estaveis de carbono) como
principal discriminante. Chung et al. (2018) determinaram que, no arroz, o &3S
(is6topos estaveis de enxofre) foi o marcador mais importante para discriminar a
autenticacdo geogréafica do arroz e elementos como K, Mg, Na, Ca, Mn, Fe e Zn
também diferiram entre as amostras de arroz de diferentes origens geograficas na
Asia, além de observarem clara distingio das amostras cultivadas na Coréia usando
modelos PLS-DA.

Graos de café da Etidpia foram discriminados com base em seu perfil de acidos
clorogénicos, onde o0s é&acidos 3-cafeoilquinico, 3,4-dicicolequinico, 3,5-
dicicolequinquilico e 4,5-dicicafelequinico foram identificados como os compostos
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discriminatorios para a autenticacéo entre as diversas regides. As concentracdes dos
acidos 3,5-dicicafequinilico e 4,5-dicofiroiquinico e a proporcdo de concentracdo de
acido 4,5-dicofamoilquinico em acido 3,4-dicico-quinilico foram apropriadas para
diferenciar os gréos de distintas variedades (MEHARI et al., 2016).

Os compostos fendlicos tém sido utilizados com sucesso para determinar a
origem de diferentes alimentos, como suco de uva (GRANATO et al., 2016), de vinhos
tintos (Belmiro, Pereira & Paim, 2017), azeite de oliva extra virgem (BECERRA-
HERRERA et al., 2018), e feijoes comuns (FAN; BETA, 2017).

No caso do arroz, a denominacgao geografica de origem € obrigatdria no Japéao,
onde o rétulo deste alimento deve apresentar a cultivar, a regido e o ano de cultivo
(ARIYAMA; SHINOZAKI; KAWASAKI, 2012), e a andlise de metabdlitos pode ajudar
a explorar a diversidade de arroz de diferentes genotipos e origens (KUSANO et al.,
2015).

Bergman e Xu (2003) relataram que ha efeitos tanto genotipicos quanto
ambientais nos teores de tocoferol, tocotrienol e y-orizanol do arroz. Park et al. (2014)
indicaram &cido sin4pico e ferdlico na forma livre e ligada como biomarcador para a
discriminacdo de origem de oito cultivares de arroz cultivadas em dois locais na
Coréia.

Além de compostos fendlicos, que demonstram grandes variacdes, outras
caracteristicas podem ser usadas como marcadores para discriminagdo de origem,
como, por exemplo, um estudo conduzido por Concepcion et al. (2018), que
demonstrou que o gessamento € altamente impactado pelo genétipo e local de cultivo,

servindo como uma importante variavel de denominacéo de origem.
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5 Materiais e métodos
5.1 Materiais

Foram utilizados dois gendtipos de arroz preto (Oryza sativa L.), sendo uma
linhagem-elite (AE 153045) e uma cultivar (IAC 600), produzidos na safra 2016/2017
em seis locais do Brasil, sendo trés municipios do estado do Rio Grande do Sul (RS)
e trés do estado de Séo Paulo (SP). No RS, os locais foram Alegrete (ALG), Capéo
do Ledo (CPL) e Santa Vitoria do Palmar (SVP), enquanto que em SP foram
Guaratingueta (GUA), Roseira (ROS) e Taubaté (TBT). As posicOes dos seis

diferentes locais no mapa brasileiro estdo apresentadas na figura 9.

ROSEIRA

GUARATINGUETA

e

TAUBATE

Figura 9 - Indicacdo dos seis locais de cultivo de arroz preto no mapa brasileiro.

A linhagem-elite AE 153045 foi desenvolvida a partir do cruzamento triplo [(IAC
600 x SBT 103) x BGA 11781], onde a matriz IAC 600 teve uma contribuicdo
importante para as caracteristicas de qualidade do gréo preto e, os demais pais, SBT
103 e BGA 11781, contribuiram para as caracteristicas agrondmicas como a moderna
arquitetura de plantas, o alto potencial de rendimento de gréos, a tolerancia ao
acamamento e a resisténcia a doencas.
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As amostras de arroz preto foram obtidas em parcelas de ensaios de campo
realizados pelo Programa de Melhoramento da Embrapa e parceiros em cada
localidade, onde os graos foram produzidos sob sistema de producao de varzea, em
triplicata, seguindo as praticas de gestéo de culturas adotados para o cultivo de arroz
no Brasil (SOSBAI, 2014).

A temperatura maxima, minima e média e a precipitacdo mensal, durante a fase
de maturagao dos gréos, nos seis diferentes locais, estdo apresentadas na figura 10.
A colheita foi realizada quando o teor de umidade era de aproximadamente 20,0%
(em peso seco). O arroz em casca foi limpo e submetido a secagem em estufa com
circulacdo forcada de ar (modelo 400-2ND, Nova Etica, Brasil), fixado em 38°C até

que o teor de umidade de 13,0% fosse alcangado.
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O arroz integral foi obtido pelo descascamento de 100g de cada tratamento
utilizando uma maquina de arroz Zaccaria (Tipo 1-PAZ-DTA, Zaccaria, Brasil). O arroz
integral foi moido usando um moinho de laboratério (Perten3100, Perten Instruments,
Suécia) equipado com uma peneira 70-Mesh para obter farinha de arroz integral. Uma

imagem das amostras obtidas é apresentada na figura 11.

| AE 153045 - ALG AE 153045 - CPL AE 153045 - SVP AE 153045 - GUA AE 153045 - ROS AE 153045 vTBT;

© IAC600 - ALG IAC 600 - CPL IAC 600 - SVP IAC 600 - GUA IAC 600 - ROS

Figura 11 - Fotografia das amostras obtidas nos diferentes locais de cultivo. ALG = Alegrete. CPL =
Capédo do Ledo. SVP = Santa Vitoria do Palmar. GUA = Guaratingueta. ROS = Roseira. TBT = Taubaté.

5.2 Peso de mil graos, classe e grau de gessamento

O peso de mil grdos (PMG) foi determinado de acordo com as Regras para
Andlise de Sementes (BRASIL, 2009a), mediante a média da massa de quatro
repeticbes de 1000 gréos integrais determinada em uma balanca analitica. Os
resultados foram expressos em gramas.

A classe e o percentual de grdos gessados foram determinados em arroz
polido, seguindo as normas oficiais brasileiras para classificacdo de arroz (BRASIL,
2009b). O arroz preto polido foi obtido pelo polimento, durante 2 minutos, de 80g de
arroz integral numa maquina de arroz Zaccaria (Tipo 1-PAZ-DTA, Zaccaria, Brasil).
Os graos gessados foram visualmente classificados de acordo com o tamanho da area
opaca (calcaria) no endosperma, como segue: 0% de gessamento (auséncia de area
opaca); 1% a 89% de gessamento (endosperma parcialmente opaco); e 90% a 100%

de gessamento (arroz quase completamente opaco).
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5.3 Composicao quimica

O teor de amilose aparente foi determinado de acordo com o0 ensaio
colorimétrico de amilose-iodo descrito por Mcgrance, Cornell e Rix (1998), usando
farinha de arroz polida e desengordurada (método soxhlet), conforme recomendacdes
da AACC (2002). O arroz polido foi obtido conforme descrito na secao 2.2.

Em um tudo de falcon foram pesados 20mg de farinha e adicionados 8mL de
Dimetilsulfoxido (DMSO) 90%. O tubo foi agitado e condicionado em banho-maria a
85°C até completa gelatinizacdo do amido. Apos o arrefecimento, o volume foi
completado para 25mL com agua destilada. O contetdo foi entdo homogeneizado e
uma aliquota de 1mL da solucao foi coletada e transferida para um tubo de falcon de
50mL, onde foram adicionados 44mL de 4gua destilada e 5mL de solucdo de iodeto
de potéassio (0,0025mol.L* de I2 e 0,0065mol.L* de KIl). A solucéo foi homogeneizada,
mantida ao abrigo da luz e ap6s 15 min foi realizada a leitura da absorbancia em
600nm.

Os resultados do teor de amilose aparente foram quantificados usando uma
curva de calibracédo (Figura 12) preparada com amilose extraida de batata (Sigma-

Aldrich Co., EUA) e expressa como porcentagem (%) em uma base de peso seco.

2,000

1,800 A

1,600 -

1,400 A

1,200 A

1,000 A

Absorbancia

0,800 A

0,600 -
y =0,5271x + 0,0014

R?=0,993

0,400 A

0,200 A

0,000 T T T T T T
0,0 0,5 10 15 2,0 2,5 3,0 35

Concentragéo de amido (mg/mL)

Figura 12 - Gréfico e equacao de calibracdo de amilose.
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O teor de proteinas, cinzas e lipideos do arroz integral foi determinado de
acordo com o método AOAC 992.23 (AOAC, 2005). Os resultados foram expressos
em percentagem (%) em peso seco.

5.4 Perfil colorimétrico

O perfil colorimétrico foi determinado pela utilizacdo de colorimetro Minolta
(modelo CR-300), o qual indica as cores em um sistema tridimensional, onde o eixo
L* indica coloracdo do preto ao branco, o eixo a* da coloracdo verde a vermelha e o

eixo b* da coloragcao azul a amarela.

5.5 Tempo de cocgao e dureza do arroz cozido

A avaliacdo do tempo de coccao foi realizada de acordo com o teste Ranghino
(JULIANO; BECHTEL, 1985), onde 10g de arroz integral foram adicionadas em 250mL
de agua destilada em um béquer disposto sobre uma placa aquecedora (98+1°C),
iniciando-se a contagem do tempo de cocc¢do. Apos 10 minutos de coccao, a cada
minuto foram verificados 10 grdos amassando-0s em placas de vidro. Quando 90%
dos gréos nao apresentaram o hilo branco no centro do grdo a amostra foi considerada
cozida e o tempo de cocgéo foi registrado em minutos.

Para a andlise de dureza, os graos foram cozidos em excesso de agua (10g
em 250mL de agua), de acordo com o tempo previamente determinado. Ao final da
coccao a agua foi retirada e os graos, ainda quentes, utilizados no teste.

A dureza dos graos cozidos foi determinada através de método instrumental,
utilizando um analisador de textura (TA.XTplus, Stable Micro System Corp., UK), onde
os graos foram colocados no centro da base plana de aluminio limpa e utilizando-se
uma célula de carga maxima de 5kg (PARK et al., 2001) e forca compresséo de dois
ciclos de tempo para comprimir as amostras até 90% da espessura original de gréo
cozido, retornar a sua posic¢ao original e novamente comprimir (MEULLENET et al.,
1997). Foram realizadas quinze determinacdes por tratamento e o resultado expresso

pela média das determinagdes.
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5.6 Quantificacdo de compostos fendlicos totais

5.6.1 Extracdo de compostos fendlicos livres e complexados

A extracdo de fendlicos livres e complexados foi realizada de acordo com o
método descrito por Ziegler et al. (2017), com pequenas modificacbes. Para
compostos fendlicos livres, 1g de farinha de arroz integral foi extraida trés vezes
(10mL de cada vez) com solucdo de acetona/agua (70:30v/v), homogeneizada e
mantida sob agitagdo mecéanica em um agitador mecanico horizontal por 1h a 150rpm.
ApoOs cada extracdo, a mistura foi centrifugada a 1430xg (Eppendorf 5430-R,
Eppendorf AG, Alemanha) durante 5min. Os sobrenadantes foram combinados e
utilizados como extratos brutos para quantificacdo e identificacdo de compostos
fendlicos livres.

O residuo sélido obtido da extracéo fendlica livre foi lavado com agua destilada,
filtrado e deixado secar até completa evaporacdo do solvente, sendo utilizado para
extracao fendlica ligada. O residuo seco foi sujeito a hidrélise enzimética e alcalina.
Apébs hidrélise, o pH da solucao foi ajustado para 1,5-2,0 com HCI 6M e depois
extraido trés vezes com 20mL de acetato de etila. As fracdes de acetato de etila foram
combinadas e evaporadas até secar e ressuspensas em 25mL de solucdo de

acetona/agua (70:30v/v), constituindo o extrato de fendlicos complexados.

5.6.2 Quantificacdo de compostos fendlicos totais em extratos de compostos
fendlicos livres e complexados

Os compostos fendlicos totais nos extratos fendlicos livres e complexados
foram determinados pelo método de Folin-Ciocalteu (SINGLETON; ROSSI, 1965).
Para determinar o conteudo livre de fendlicos, foram utilizados 25uL de extrato e
475uL de agua destilada. Para quantificacdo de fendlicos complexados, foram
utilizados 100uL de extrato e 400uL de agua destilada. Em seguida, foram adicionados
250uL de reagente de Folin-Ciocalteu 1N e 1250uL de carbonato de sodio a 7,5%. A
mistura foi mantida na auséncia de luz durante 120min e depois a absorbancia foi
medida a 725nm (UVmini-1240, Shimadzu, Japéo). Uma curva de calibracdo foi
preparada utilizando padréo puro de acido galico (Figura 13). Os resultados foram
expressos em mg de equivalentes de &cido galico (GAE) por 1g de arroz preto com

base no peso seco.
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Figura 13 - Gréfico e equacao de calibragdo obtida com acido gélico para determinar o teor de
compostos fendlicos.

5.7 Extracao e quantificacdo de antocianinas totais

A extracdo das antocianinas foi realizada de acordo com o método descrito por
Abdel-Aal e Hucl (2003), onde 500mg de arroz integral moido foram homogeneizados
com 5mL de metanol acidificado (85% de metanol: 15% de HCI 1N) em um agitador
orbital a 150rpm durante 30min. A mistura foi centrifugada (K14-0815B, Kasvi, Brasil)
a 1880xg por 15min. O processo de extracdo foi repetido duas vezes e o0s
sobrenadantes foram combinados.

Para quantificacdo de antocianinas, o sobrenadante foi filtrado e a leitura da

absorbancia foi realizada em espectrofotdbmetro a 525nm.

5.8 Atividade antioxidante

A determinacdo da atividade antioxidante se deu por métodos colorimétricos,
baseados na captura dos radicais ABTS — 2,2-azinobis,3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico (Figura 14A) (RE et al., 1999) e DPPH - 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (Figura
14B) (BRAND-WILLIANS et al., 1995), utilizando os extratos de compostos fendlicos

livres e complexados extraidos conforme item 5.6.1.
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Figura 14 - Gréficos e equacdes de calibracdo para atividade antioxidante frente ao radical ABTS (A) e
DPPH (B).

5.9 Identificac&o e quantificacdo de &cidos fendlicos, flavonoides e antocianinas

individuais

Os mesmos extratos preparados para determinar o teor de compostos fendlicos
livres e ligados e o teor de antocianinas (previamente diluido para a concentracao de
200ug.mL1 de acetonitrila) foram utilizados para a andlise por LC-ESI-QToF-MS.

As amostras foram filtradas através de um filtro de membrana de nylon de
0,22um (Merck Millipore Corporation, Darmstadt, Hesse, Alemanha). A andlise LC-
ESI-QToF-MS foi realizada num sistema Prominence UFLC (Shimadzu, Japéo)
acoplado a um espectrometro de massa de tempo de voo quadrupolo (Impact HD,
Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha). Os compostos fendlicos e as antocianinas
foram separados usando uma coluna Luna C18 (2,0 x 150 mm, 100A, tamanho de
particula 3um) (Phenomenex Inc., Torrance, CA, EUA).

As condicfes de cromatografia e espectrometria de massas foram utilizadas de
acordo com Ziegler et al. (2017), utilizando &cido férmico 0,01% como solvente A e
acetonitrila como solvente B, nas fases moveis, o gradiente de eluicdo de: 0-2min,
10% de B; 2-10min, 10-75% de B; 10-15min, 75% de B; 15-18min, 75-90% de B; 18-
21min, 90% de B; 21-23min, 90-10% de B; 23- 30min, 10% de B; com um fluxo de

0,2mL/min; e o volume de injecdo de 10pL.

Os parametros para a analise de MS foram criados usando o modo negativo

(acidos fendlicos e flavonoides) e positivo (antocianinas) com espectros na faixa de
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massa (m/z) de 50 a 1200. Os parametros foram: tensao capilar, 4,0kV; temperatura
do gas de secagem, 180°C; fluxo de gas de secagem, 8L.min!; pressédo do gas de
nebulizagdo, 2bar; colisdo, RF, 150vpp; tempo de transferéncia de 70us, e
armazenamento pré-pulso de 5ps. Além disso, os ensaios automaticos de MS/MS
foram realizados ajustando os valores de energia de colisdo da seguinte maneira: m/z
100, 15eV; m/z 500, 35eV; m/z 1000, 50eV, utilizando gas nitrogénio como gas de
coliséo (Ziegler et al., 2017). Os dados de MS foram processados através do software
Data Analysis 4.0 (Bruker Daltonics, Bremen, Germany).

Para quantificacdo de acidos fendlicos e flavondides, foi elaborada uma curva
de calibracéo para cada padréo disponivel (39 - 5000ng/mL) e as equac0des utilizadas
estdo apresentadas na tabela 1. Os ions monitorados foram acido hidroxibenzéico,
acido cafeico, é&cido ferulico, é&cido p-cumarico, &cido vanilico, hesperetina,
kaempferol, quercetina e rutina (Figuras 15 e 16). A quantificacdo de quercetina-3-O-

glicosideo foi realizada através da curva de calibracédo da quercetina.

Tabela 1 - lons monitorados em espectrometria de massas

Férmula Tempo de

] Composto molecular m/z retencao (min) Equagao R?
't?i(éllgooxibenzéico C:HeOs  137,0233 8,1 y = 42,70 + 92,15 0,9988
Acido cafeico CoHsOs4 179,0338 8,5 y = 211,10x - 4140,96 1,0000
Acido ferulico CioH100s  193,0495 9,6 y = 55,45 x - 1971,50 0,9999
Acido p-cumarico CeHgOs 163,0390 9,6 y = 116.55x + 286,01 0,9998
Acido vanilico CgHsOs4 167,0339 8,6 y = 16,89x + 80,88 0,9999
Hesperetina CiHOs  301,0707 11,5 y = 441,26 x + 13692,00  0,9980
Kaempferol CisH100s  285,0393 10,8 y = 907,02 - 2899,60 0,9992
Quercetina CisH00;  301,0343 10,7 y = 248,75x - 1910,9 0,9995
Rutina C27H30016 609,145 8,8 y= 177,40x + 731,41 0,9998
Quercetina-3-O- 0, 463,0925 9,1 y = 248,75x - 1910,9 0,9995
glicosideo

O teor de antocianinas foi determinado de forma semi-quantitativa com base na

reserpina (padréo interno) adicionada a cada amostra (concentracéo final 10pug.mL™?).
Os ions monitorados foram: cianidina-3- O- glicosideo ([M+H]* m/z 449,1112) (Figura
17A) e peonidina-3- O -glicosideo ([M+H]* m/z 463,1240) (Figura 17B).
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Figura 17 - Espectro de massa (MS / MS) da fragmentacao de cianidina-3-O-glicosideo (A) e peonidina-
3-O-glicosideo (B).

5.10 Analise estatistica

Todas as analises foram realizadas em triplicata e os desvios padrdao foram
apresentados. Os dados foram analisados por meio de analise de variancia (ANOVA,
P <0,05) e no caso de efeitos de significAncia de origem geografica (localizagéo) foram
comparados pelo teste de Tukey (P < 0,05) e os efeitos de gendtipo foram
determinados pelo teste t (P < 0,05).

Para as andlises multivariadas, foi utilizado uma matriz de dados com os 12
compostos fendlicos identificados e a concentracédo de cada composto (mg.g-1). Para
explorar o conjunto de dados multidimensionais de metabdlitos, tanto a analise ndo-
supervisionada de componentes principais (PCA) como a analise discriminante por
guadrados minimos parciais (PLS-DA) foram utilizados apds uma analise de variancia
(ANOVA, P < 0,05). Os compostos que apresentaram valor de importancia da variavel
na projecao (VIP) superiores a 1,0 foram selecionados como os mais discriminantes.
As analises multivariadas foram realizadas no software MetaboAnalyst versédo 3.6
(XIA; WISHART, 20186).
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6 Resultados e discussao
6.1 Caracteristicas fisicas do arroz

As caracteristicas fisicas dos genétipos AE 153045 e IAC 600 das diferentes
origens geograficas estdo apresentadas na tabela 2. Independentemente da origem
geografica, o maior peso de mil grdos (PMG) foi observado nos graos do genétipo IAC
600, com excecao do local CPL. O genotipo AE 153045 cultivado no local GUA exibiu
o menor (P < 0,05) PMG de 13,8g.

Estudos realizados por Thitisaksakul, Jiménez e Arias (2012), Kaneko et al.
(2016) e Nakata et al. (2017), utilizando técnicas de transcriptomica, proteémica e
glicbmica, mostraram que altas temperaturas durante o amadurecimento do arroz
afetam a sintese e o acumulo de amido, interferindo nas dimensdes do arroz. Essa
condicdo também afeta a ocorréncia de gessamento e impacta diretamente no PMG.
A temperatura média no local GUA durante os meses de janeiro e fevereiro (Figura
10) foi a mais alta (em torno de 28°C), corroborando os estudos de Thitisaksakul et al.
(2012), Kaneko et al. (2016) e Nakata et al. (2017), que afirmaram que temperaturas
mais altas podem impactar negativamente no acumulo de amido e, por conseguinte,
no PMG. E importante notar que esse comportamento foi observado apenas para o
gendtipo AE 153045, indicando sua maior suscetibilidade a temperatura no local de
cultivo durante o estagio de maturacao.

O gendtipo AE 153045 cultivado em SVP foi definido como classe longo fino,
enquanto graos de todos os outros locais foram enquadrados na classe de graos
médios. A causa exata dessa resposta ndo foi elucidada, mas acredita-se que
mudanca na classe do gendtipo AE 153045 possa estar relacionada a maior
porcentagem de gréos que apresentam de 1-89% de area gessada (Tabela 2).

O gendtipo AE 153045 foi mais sensivel a ocorréncia de gessamento, uma vez
que valores mais baixos (P < 0,05) de grdos com 0% de gessamento foram
observados para este gendétipo, comparados ao IAC 600, independentemente da
origem geogréfica. Além disso, a maior porcentagem de graos exibindo 90-100% de
area de gesso do genotipo AE 153045 cultivado em GUA (14,3Q9) esta relacionada ao
seu baixo PMG.



Tabela 2 - Caracteristicas fisicas dos geno6tipos de arroz preto obtidos de diferentes locais de cultivo
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Area gessada (%)

PMG (g)? Classe
Amostras? AE 153045 IAC 600

AE 153045 IAC 600 AE 153045 IAC 600 0% 1-89% 90 — 100% 0% 1-89% 90 — 100%

RS
ALG 15,7+0,3 & 17,5+0,2 a Médio Médio 30,1+0,9 & 58,8+1,1 ¢’ 10,6+0,5 b’ 86,0+1,2 a 12,1+1,2c 1,8+0,4 a
CPL 16,2+0,3 a"™ 16,4+0,2 c Médio Médio 31,214 & 61,4+1,5¢c 6,1+0,3 ¢’ 78,9122 c 21,4+1,8a 0,5+0,2 b
SVP 15,2+0,3 b’ 17,1+0,3 ab Longo fino  Médio 21,6+0,6 d 70,6+1,1 a" 6,6+0,5 ¢’ 81,1+2,6 bc 17,0£2,5b 2,0+0,4 a

SP
GUA 13,8+0,7 ¢’ 17,1+0,4 ab Médio Médio 25,3+1,1c¢ 60,0+0,8 ¢’ 14,3t09a" 85,0+1,1ab  13,8t1,0bc  1,4+0,2 ab
ROS 15,2+0,1 b’ 16,9+0,2 bc Médio Médio 28,6+0,9 ab”  64,3+0,8 b’ 6,5+1,1 ¢ 81,3+1,5 bc 17,1+0,8 b 2,3+0,6 a
TBT 15,2+0,1 b’ 17,6+0,4 a Médio Médio 26,9+0,4 bc®  65,5+0,3 b’ 7,5+£0,5¢ 78,310,7 c 21,740,8 a 2,2+0,5a

1 RS = arroz cultivado no estado do Rio Grande do Sul. SP = arroz cultivado no estado de Sdo Paulo. ALG = Alegrete. CPL = Capdao do Ledo. SVP = Santa Vitéria do
Palmar. GUA = Guaratingueta. ROS = Roseira. TBT = Taubaté. 2PMG = Peso de mil graos.

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey (P < 0,05) entre os locais de cultivo. O simbolo * na mesma linha indica diferenga

estatistica pelo teste-t (P < 0,05) entre os gendtipos, enquanto a abreviatura “ns” significa ndo significativo.
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Em estudo realizado com arroz em Camboja, Concepcion et al. (2018)
indicaram que a area gessada é um dos parametros que podem ser utilizados para
discriminar a origem geogréfica do arroz. O gessamento é afetado por fatores
genéticos e também ambientais. Fatores genéticos incluem mais de 84 locus de
caracteristicas quantitativas (QTLs) descritos para ocorréncia de gessamento no
arroz, assim como caracteristicas da arquitetura da planta, principalmente a alta
incidéncia de ramos de paniculas secundéarias que podem dificultar o acimulo de
amido em toda a panicula (NEVAME et al., 2018). Quanto aos fatores ambientais,
altas temperaturas noturnas sao prejudiciais ao acumulo de amido (LANNING et al.,
2011) e ventos quentes e secos sao relatados como promotores da transpiracéo
cuticular excessiva da panicula e do aumento do gessamento em forma de anel
(MORITA; WADA; MATSUE, 2016). Lanning et al. (2011) relataram que os graos de
arroz longos sdo mais suscetiveis a opacidade causada por altas temperaturas
noturnas do que os graos de arroz médios.

Essas descobertas dao suporte para o comportamento de gessamento
observado no presente estudo. Em primeiro lugar, o gessamento foi maior na
linhagem AE 153045, independentemente da localizacdo, sendo um fator genético.
Em segundo lugar, o local de SVP resultou em maior teor de grdos com area de 1-
89% de gessamento para o arroz AE 153045, que pode ser resultante dos valores de
temperaturas maximas mais baixas (Figura 10), que proporcionaram menor taxa de
fotossintese do que os outros locais, bem como devido a alta incidéncia de vento
durante a maturacao do arroz em SVP. Para explicacdes mais aprofundadas, estudos
complementares devem ser realizados.

A localizacdo de SVP é bem conhecida no pais por abrigar o maior complexo
eoblico de toda a América Latina (ENGM ENERGIA, 2014). Além disso, no local de
SVP, a linhagem AE 153045 apresentou dimensdes alteradas de graos, uma vez que
foi classificado como longo fino. A alteracdo nas dimensdes da cariopse pode ter

favorecido o gessamento, tomando por base os estudos de Lanning et al. (2011).
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6.2 Propriedades quimicas do arroz e tempo de cozimento

A determinagdo da qualidade do arroz envolve fatores como cultura e nichos
de mercado (VANIER, 2017) e sua avaliacdo envolve a determinacdo de
caracteristicas fisico-quimicas, com base na composicdo quimica, na qualidade de
cozimento, na temperatura de gelatinizacdo ou nas propriedades fisicas do arroz
cozido. No entanto, a composicéo do grao e, consequentemente, seu comportamento
de cocgéo, podem sofrer alteracdes devido a variagbes ambientais, do solo e do
genatipo (ZHOU et al., 2002).

Seguindo a classificacao de arroz pelo teor de amilose apresentada por Juliano
(1971), que ainda € a classificacdo de amilose mais utilizada para arroz em todo o
mundo, o arroz preto dos genétipos AE 153045 e IAC 600 apresentaram teor
intermediéario e teor baixo de amilose, respectivamente, independentemente do local
de cultivo (Tabela 3).

O teor de amilose aparente, como descrito por Tong et al. (2014), € dependente
da cultivar e do ambiente de cultivo. Segundo Thitisaksakul et al. (2012), o arroz de
subespécies indica e japdnica com baixo teor de amilose apresenta maiores reducdes
no teor de amilose do que o arroz com alto teor de amilose, quando submetido a altas
temperaturas durante o amadurecimento.

No presente estudo, ndo foram observadas mudancas significativas para o
arroz preto IAC 600 com baixo teor de amilose em funcdo do local de cultivo. No
entanto, diferencas significativas no teor de amilose foram observadas para o arroz
preto da linhagem AE 153045 quando cultivadas em GUA (24,0%) e ROS (20,2%).
Tais resultados podem ser devido a diferenca entre o ciclo dos materiais, onde o
gendtipo IAC 600 apresenta cerca de 100 dias de ciclo enquanto o AE 153045
apresenta ciclo com cerca de 30 dias a mais.

Kaneko et al. (2016) estudaram as diferencas no proteoma e glicoma entre o
arroz perfeito e o gessado obtido em condicdo de campo de temperaturas moderada
e alta. Os autores relataram que a degradacéo incomum de amido por a-amilase, em
vez de apenas reduzir a sintese de amido, estd envolvida na ocorréncia de

gessamento.



Tabela 3 - Propriedades quimicas dos genotipos utilizados no estudo
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Teor de amilose (%)

Teor de proteina (%)

Teor de lipideos (%)

Teor de cinzas (%)

Amostrast
AE 153045 IAC 600 AE 153045 IAC 600 AE 153045 IAC 600 AE 153045 IAC 600
RS
ALG 22,0£0,6 ab* 15,3+0,6 a 8,6+0,1 cd* 8,1+0,1c 2,91+0,20 a™ 2,68+0,02 ab 1,56+£0,03 ab™  1,55+0,00 d
CPL 21,7£0,8 ab* 14,2+0,1 a 8,7+0,2 c™ 8,310,1c 2,7910,02 a™  2,64+0,06 b 1,60+0,05 a* 1,82+0,02 a
SVP 21,0£1,0 ab* 12,8+0,2 a 10,9+0,2 a*  9,4+0,2 ab 2,91+0,11 a™ 2,89+0,01 ab 1,46+0,01 b 1,51+0,04d
SP
GUA 24,0+1,3a* 14,5£1,6 a 9,1+0,1 b™  8,710,2 bc 2,98+0,04 a™~ 2,81+0,16 ab 1,54+0,02 ab™ 1,640,03 c
ROS 20,240,2 b* 12,8+0,3 a 8,2+0,0d*  9,7+0,23 a 2,8610,02 a™ 2,65+0,22 ab 1,57+0,04 ab*  1,75+0,01 ab
TBT 21,4+0,5 ab* 13,8+0,1 a 8,610,0 cd* 7,210,0d 2,88+0,02 a* 3,09+0,00 a 1,56+0,04 ab* 1,73t0,01 b

1 RS = arroz cultivado no estado do Rio Grande do Sul. SP = arroz cultivado no estado de Sdo Paulo. ALG = Alegrete. CPL = Capao do Ledo. SVP = Santa
Vitéria do Palmar. GUA = Guaratinguetd. ROS = Roseira. TBT = Taubaté.
Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey (P < 0,05) entre os locais de cultivo. O simbolo * na mesma linha indica
diferenca estatistica pelo teste-t (P < 0,05) entre os genétipos, enquanto a abreviatura “ns” significa ndo significativo.
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Como observado nos resultados de PMG e do teor de grédos com area gessada
de 90-100% para o arroz preto AE 153045 cultivado em GUA (Tabela 2), o acumulo
de amido foi reduzido. O elevado teor de amilose aparente deste tratamento sugere
alguma extensdo da degradagdo do amido pela a-amilase, contribuindo para um
aumento da quantificacdo da amilose no ensaio de complexacdo de amilose-iodo.

O teor de proteina é outra caracteristica quimica afetada pelo genétipo (YU et
al., 2010) e por fatores ambientais (WANG et al., 2004), radiac&o solar e temperatura
durante o desenvolvimento do grao (JULIANO; BECHTEL, 1985).

As proteinas presentes no arroz sdo as glutelinas, em maior quantidade, e as
globulinas, albuminas e prolaminas, em menor quantidade (ZHAO et al., 2012).
Segundo Lin et al. (2010), altas temperaturas durante o estagio inicial de enchimento
de gréos, eleva o acumulo de glutelinas, prolaminas e globulinas, mas quando
ocorrem durante a maturacao, reduz o acumulo de prolaminas. Os autores verificaram
também que o acumulo de prolaminas e globulinas é mais sensivel a altas
temperaturas do que outras proteinas.

Estas variacdes no acumulo de proteinas em funcao da temperatura durante a
maturacdo dos graos podem explicar a variacdo nos teores proteicos encontrados.
Para o genétipo AE 153045, o maior teor de proteina de 10,9% (P < 0,05) foi
observado em SVP (Tabela 3). Resultados semelhantes foram observados para o
gendtipo IAC 600, onde o maior teor de proteinas foi observado para graos cultivados
em SVP e ROS.

Assim como as proteinas, estudos indicam que ocorrem variacfes, tanto no
teor quanto na composicdo de acidos graxos, que podem ser influenciados,
principalmente, pela latitude e temperatura durante os estagios de maturacdo dos
graos (KITTA et al., 2005).

Enguanto alguns &cidos graxos, como acido linoléico e linolénico, reduzem
frente a temperaturas mais elevadas, outros, como 0s acidos miristico, palmitico e
oleico, tem seus teores elevados (KITTA et al., 2005).

O teor de lipideos (Tabela 3) apresentou poucas variagdes, tanto entre o0s
genotipos quanto entre os locais de producdo. Ja o teor de cinzas (Tabela 3) foi mais
elevado em ambos o0s genétipos quando cultivados em CPL. Para verificar a influéncia
do ambiente sobre o acumulo de proteina, lipideos e cinzas, através da analise de

perfil destes compostos, mais estudos sdo necessarios.
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O tempo de coccao e a dureza dos graos cozidos estdo apresentados na tabela

O maior tempo de cocgdo observado para o gendtipo AE 153045, variando de
35,8 a 40,8min, dependendo da localizacao geogréfica, pode estar associado ao seu
maior teor de amilose aparente (Tabela 3). No entanto, de acordo com o CIAT (1989),
0 tempo de coccgao estad mais relacionado a temperatura de gelatinizacdo do que ao
teor de amilose, sendo a temperatura de gelatinizagcdo reduzida por temperaturas
baixas apos a floragédo. Ja o teor de amilose tem seu valor reduzido quando ocorrem
altas temperaturas durante o amadurecimento dos grdos (CHEN, 2008;
THITISAKSAKUL et al., 2012).

Tabela 4 - Tempo de coccao e dureza de gréos cozidos de arroz preto

Tempo de cocgdo (min) Dureza (N)
Amostras?
AE 153045 IAC 600 AE 153045 IAC 600

RS

ALG 39,1+0,2 b* 29,8+0,7 ab 67,4£7,4 a" 71,2+5,3 bc

CPL 40,8+0,4 a* 26,8+0,4 c 66,7+4,0 ab™ 67,615,4 c

SVP 35,8+0,4 c* 28,1+0,1 bc 70,7£6,5 a* 77,314,9 ab
SP

GUA 39,4+0,1 b* 29,3+0,1 ab 60,1+4,4 b* 71,048,1 bc

ROS 38,5+0,1 b* 28,9+0,5 ab 69,0£3,7 a* 76,916,2 ab

TBT 40,4+0,1 a* 30,0pc+0,7 a 66,7+4,7 ab* 80,9+4,0 a

1 RS = arroz cultivado no estado do Rio Grande do Sul. SP = arroz cultivado no estado de Sao Paulo.
ALG = Alegrete. CPL = Capéao do Le&o. SVP = Santa Vitéria do Palmar. GUA = Guaratinguetad. ROS =
Roseira. TBT = Taubaté.

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey (P < 0,05) entre
os locais de cultivo. O simbolo * na mesma linha indica diferenca estatistica pelo teste-t (P < 0,05) entre
0s gendtipos, enquanto a abreviatura “ns” significa ndo significativo.

Em contrapartida, um maior teor de proteinas reduz a energia necesséria para
a gelatinizacdo do amido, uma vez que a proporcédo de amido sera menor (HE et al.
2018). Isto pode explicar o menor tempo de cozimento de 35,8+0,4min, determinado
para o arroz preto AE 153045 de SVP, em comparagdo com 0s outros, uma vez que
0 maior teor de proteinas de 10,9+0,2% foi determinado para este tratamento (Tabela
3).

Outro fator que influencia o baixo tempo de coccao do arroz preto AE 153045
cultivado em SVP é a elevada percentagem de grdos que apresentam gessamento

em area de 1-89% da area do grao (Tabela 2). A area opaca pode favorecer a entrada
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de agua no endosperma, permitindo uma transferéncia de calor mais rapida e facil
para a ruptura de duplas hélices de amilopectina (LANG et al., 2012).

J& a textura dos gréos apds a coccgao € influenciada pelo teor de amilose, pela
estrutura molecular da amilopectina (ONG; BLANSHARD, 1995), pela consisténcia de
gel e pela temperatura de gelatinizacdo, que, por sua vez, variam em funcdo da
estrutura de amilopectina (FITZGERALD et al., 2009). Li et al. (2016) demonstraram
que a textura firme apds a cocg¢do esta principalmente relacionada com a proporcao
de moléculas de amilose de cadeias longas, independente do teor de amilose.

O CIAT (1989) também demonstrou que o teor de lipideos resulta em um gel
com consisténcia mais dura, devido a formacdo de um complexo de acidos graxos-
amilose. Devido a estes fatores € possivel que os graos que apresentam um teor
menor de lipideos, com é o caso do genoétipo AE 153045 produzidos em CPL,

apresentem menor dureza.

6.3 Teor de compostos fendlicos

O teor de compostos fendlicos totais, bem como de fendlicos presentes nas
formas livre e complexada estdo apresentados nas Figuras 18, 19 e 20,
respectivamente.

O conteudo total de fendlicos (Figura 18) foi maior no genétipo IAC 600 do que
no gendtipo AE 153045, exceto pela localizacdo de GUA. O teor de compostos
fendlicos totais (de 6,18 a 12,85mg.g*, dependendo do gendtipo e localizacéo) é
similar ao contetudo fendlico relatado por Sumczynski et al. (2016).

Em geral, fendlicos livres e complexados representaram 74% e 26% da
guantidade total de compostos fendlicos, respectivamente.

Zhou, Chen, Zhang e Blanchard (2014) relataram que 65% dos fendlicos
encontrados em arroz marrom escuro da China estavam disponiveis como fendlicos
livres, enquanto 35% estavam disponiveis na forma complexada.

Paiva et al. (2014), usando o gendétipo de arroz preto IAC 600, relataram que
86% dos fendlicos quantificados estavam disponiveis como fendlicos livres, enquanto

0s 14% complementares estavam disponiveis como fendlicos complexados.
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Figura 18 - Teor de compostos fendlicos totais obtidos dos gendtipos de arroz preto AE 153045 e IAC
600 produzidos em diferentes locais.
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Figura 19 - Teor de compostos fendlicos livres obtidos dos gendétipos de arroz preto AE 153045 e IAC
600 produzidos em diferentes locais.
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Figura 20 - Teor de compostos fendlicos complexados obtidos dos genétipos de arroz preto AE 153045
e IAC 600 produzidos em diferentes locais.

Em relacdo aos locais, o extrato de fendlicos livres dos gendétipos de arroz preto
cultivados em SVP apresentou quase o dobro do valor fendlico do que os outros locais
(Figura 19). Nao foi observada diferenca significativa (P > 0,05) entre os locais e
gendtipos para fendélicos complexados (Figura 20).

A qualidade da luz e a duracdo da radiacdo foram detalhadas por Jaakola e
Hohtola (2010) como fatores de grande influéncia na biossintese de fendlicos. Os
autores afirmaram que as condi¢cdes de crescimento em diferentes latitudes variam
acentuadamente com a duracgéo do dia, a qualidade da luz e a temperatura.

Nesse sentido, 0 maior teor de compostos fendlicos do arroz cultivado em SVP
€ provavelmente resultado da maior latitude deste local em comparacdo com o0s
outros. As latitudes dos locais estudados sao: 22° 02'05"S para TBT; 22° 48'59"S para
GUA,; 22° 90'11"S para ROS; 29°79'06"S para ALG; 31° 76'75"S para CPL; e 33°
52'16"S para SVP.
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6.4 Teor de antocianinas

As antocianinas sao compostos fendlicos pertencentes a classe dos
flavonoides, presentes em maior abundancia em grédos de pericarpo preto (MIN;
MCCLUNG; CHEN, 2011; PITIJA et al., 2012).

Os teores de antocianinas encontrados (Figura 21), sdo semelhantes aos
verificados na literatura (GOUFO; TRINDADE, 2014a).

As antocianinas apresentaram 0 mesmo comportamento relatado
anteriormente para os compostos fenolicos totais (Figura 18), onde os graos de ambos
0s gendtipos (AE 153045 e IAC 600) cultivados em SVP apresentaram quantidades
muito mais elevadas (519,20 e 569,67mg.100g*) do que as produzidas nos demais
locais. J& as amostras cultivadas em TBT apresentaram os menores valores (186,38
e 189,13mg.100g?) entre os locais. De acordo com Jaakola et al. (2010),
especialmente o acumulo de antocianinas € favorecido por maiores periodos de dias

e periodos de radiacao.
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Figura 21 - Teor de antocianinas dos genoétipos de arroz preto AE 153045 e IAC 600 produzidos em
diferentes locais.
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6.5 Atividade antioxidante aparente (ABTS e DPPH)

Os compostos fendlicos apresentam alta capacidade antioxidante (HU et al.,
2003; GOFFMAN; BERGMAN; 2004; SHEN et al, 2009; ZHOU et al, 2014; SHAO et
al, 2018). Os métodos de captura dos radicais 2,2-azinobis,3-etilbenzotiazolina-6-
acido sulfonico (ABTS) e 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH) sdo amplamente
utilizados para se determinar o potencial antioxidante aparente de alimentos (CRIZEL,
2017).

Nas figuras 22 e 23 estdo apresentados o0s resultados de capacidade
antioxidante aparente frente aos radicais ABTS e DPPH, dos compostos fendlicos
livres (Figura 22) e complexados (Figura 23).

A capacidade antioxidante aparente por ABTS (Figura 22A) apresentou
tendéncia similar aos compostos fendlicos, apresentando, na fracdo livre, maior
capacidade antioxidante em amostras cultivadas em SVP, de 123,1 e 169,9 mg/100g
trolox g (AE 153045 e IAC 600, respectivamente), que contém maiores teores de
fendlicos livres (Figura 19).

Quanto ao radical DPPH (Figura 22B), esta tendéncia foi observada apenas
para o genétipo AE 153045, e os valores encontrados foram menores do que pela

avaliacao por ABTS, corroborando com resultados encontrados por Choi et al. (2007).
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Figura 22 - Atividade antioxidante de compostos fendlicos livres frente aos radicais ABTS (A) e DPPH

(B).
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A capacidade antioxidante aparente dos compostos fendlicos complexados
(Figura 23), apresentou tendéncia semelhante frente aos dois radicais e menor
quando comparada ao fendlicos livres (Figura 22), por apresentarem um menor teor
de compostos fendlicos nesta fracdo (Figura 20). Resultados semelhantes foram
encontrados por Huang e Lai (2016) e Shao et al. (2018).

Huang e Lai (2016) também descreveram que a atividade antioxidante aparente
da fracao livre do farelo de arroz preto foi atribuida as antocianinas e no farelo de arroz
vermelho as proantocianidinas, enquanto que a da fracdo complexada foi
principalmente devida aos acidos fendlicos. Este resultado da suporte a argumentacao
de que a maior atividade antioxidante ocorre no genotipo IAC 600 cultivado em SVP
porqué este apresenta maior teor de antocianinas do que os demais (Figura 21).

Além disso, comportamentos distintos entre as amostras podem se dar devido
ao perfil de compostos fendlicos e de antocianinas (Tabelas 6, 7, 8 e 9), j& que estes
compostos apresentam diferencas na capacidade antioxidante. Ainda, determinados
compostos influenciam esta capacidade antioxidante nas diferentes fracdes de
fendlicos. Segundo Shao et al. (2018), os acidos protocatecuico, vanilico, siringico e
ferulico foram associados com atividade antioxidante na fracdo soluvel, enquanto o

acido protocatecuico e ferulico foram correlacionados com a da fragdo complexada.
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Figura 23 - Atividade antioxidante de compostos fendlicos complexados frente ao radical ABTS (A) e
DPPH (B).
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6.6 Perfil colorimétrico

Os resultados obtidos através da utilizagéo do colorimetro estédo apresentados
na Tabela 5, onde o valor L* expressa a luminosidade da amostra, variando de O
(preto) a 100 (branco), o valor a* expressa a variacdo de cor do verde (-) ao vermelho
(+) e o valor b* a variacao de cor do azul (-) ao amarelo (+).

Além da variagdo genotipica, os valores de L*, a* e b* sdo correlacionados com
os teores de fendlicos, antocianinas e capacidade antioxidante (SHEN, 2009; ZHANG
et al, 2015; SHAO et al., 2018), o que explica os menores valores de L*, do genotipo
IAC 600, e os valores a* e b*, de ambos 0s gendtipos, cultivados em SVP, ja que estes
possuem teores mais elevados de fendlicos (Figura 18), antocianinas (Figura 21) e
capacidade antioxidante (Figuras 22 e 23).



Tabela 5 - Perfil colorimétrico dos gréos de arroz preto de diferentes origens geograficas
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b*
Amostra’ AE 153045 IAC 600 AE 153045 IAC 600 AE 153045 IAC 600

RS

ALG 235041,15a™  22.94+171 bc 277+0,96 a*  1,03+038cd  501#0,91a*  3,98+1,1 bc

CPL 23,63+2,22 a"  22.92+2.69 bc 267¢1,11a*  1,74+094bc  4,81+1,01a"™  4,28+106 b

SVP 22,32+0,97 a* 21,06+1,17 ¢ .0,04+0,40 b™  0,25+0,51 d 275+0,30 ¢*  3,0040,21 c
Sp

GUA 22.0742,01a™  22.81+1,04 be 208+1,00a"  1,64+0,65bc  3,73+0,67 b"  3,78+0,44 bc

ROS 22.80+2,13 an 23,96+2,02 b 20+100a™  2,24+0,97 b 4614097 a  4,76+1.26 b

TBT 23,82+1,56 a* 26,04+2,18 a 259+0,80 a*  3,97+0,99 a 4,630,690 a*  6,14+1,80 a

1 RS = arroz cultivado no estado do Rio Grande do Sul. SP = arroz cultivado no estado de Sdo Paulo. ALG = Alegrete. CPL = Capao do Ledo. SVP = Santa

Vitéria do Palmar. GUA = Guaratinguetd. ROS = Roseira. TBT = Taubaté.

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey (P < 0,05) entre os locais de cultivo. O simbolo * na mesma linha indica

diferenca estatistica pelo teste-t (P < 0,05) entre os genétipos, enquanto a abreviatura “ns” significa ndo significativo.
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6.7 Perfil de fendlicos em fungcdo do gendtipo e do local de cultivo

A composicao fendlica foi afetada tanto pelo genétipo quanto pelo local de
cultivo (Tabelas 6, 7, 8 € 9).

Nos extratos da fracdo livre e de antocianinas, 0s seguintes compostos
fendlicos foram identificados e quantificados a partir de amostras para ambos os
genatipos: acido hidroxibenzéico, acido cafeico, acido ferulico, acido p-cumarico,
acido vanilico, kaempferol, quercetina, quercetin-3-O-glicosideo, cianidina-3-O-
glicosideo, e peonidin-3-O-glicosideo (Tabelas 6, 7 e 8).

Além dos compostos citados, a rutina também foi identificada para o arroz preto
AE 153045, independentemente do local de cultivo, enquanto a hesperetina foi
observada em amostras de arroz preto AE 153045 cultivadas em ALG, CPL e SVP
(Tabela 7), mostrando-se como importantes compostos diferenciadores.

Na fracdo complexada, um numero menor de compostos foi identificado e
quantificado, mas diferentemente da fracdo livre, todos 0os compostos estavam
presentes em ambos 0s genoétipos e em todos os locais de cultivo. Foram eles: acido
cafeico, acido ferulico, acido vanilico, acido hidroxibenzéico e acido p-cumarico
(Tabela 9).



Tabela 6 -Teor de acidos fendlicos livres (ug.gt) em genétipos de arroz preto AE 153045 e IAC 600 de diferentes locais de cultivo
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Acido hidroxibenzéico

Acido cafeico

Acido fertlico

Acido p-cumarico

Acido vanilico

Amostral AE 153045 IAC 600 AE 153045 IAC 600 AE 153045 IAC 600 AE 153045 IAC 600 AE 153045 IAC 600

RS

ALG 1,4+0,1b* 1,8+0,2b 3,6+0,1 b  3,3x0,3 ab 10,4+1,0 a*  8,1%0,2 abc 0,7+0,2 ab* 6,112 a 21,7+1,6 b* 10,0+0,6 ab
CPL 1,1+0,3b"™ 1,1+0,2 bc 4,3+x0,2 a*  3,5%0,0 ab 9,2+0,6 a* 7,9+0,2 abc 0,5+0,1 ab* 2,8+0,1 b 17,4+1,1 c* 8,2+0,6 abc
SVP 2,0:0,2a* 3,0+04 a 2,7+0,1 c* 3,8+0,2 a 10,1+1,8 ams 9,2+0,1 a 0,8+0,2a* 6,2+05a 22,2+1,1 b* 13,412 a
SP

GUA 1,4+0,2b" 1,4+1,0 bc 3,0£0,1 ¢ 3,2+0,6 ab 9,3+0,3 a"™ 8,8+2,5 ab 0,7+0,2 ab* 2,4+12b 25,8+1,1 a* 8,545,1 abc

ROS 1,4+0,4b* 0,7#0,2cC 3,8+0,1 b* 3,1+0,2 b 9,0+0,9 a* 6,0£0,7 b 0,6+0,1 ab™ 1,1+0,6 b 19,3+1,4 bc* 5,0+2,0 bc
TBT 1,4+0,3b* 0,5+0,3c 3,9£0,2 b* 2,910,2b 9,3+0,7 a* 6,6+0,5 bc 0,4+0,1 b* 1,3+0,4b 18,2+1,6 c* 34+11c

1RS = arroz cultivado no estado do Rio Grande do Sul. SP = arroz cultivado no estado de Sao Paulo. ALG = Alegrete. CPL = Cap&o do Ledo. SVP = Santa Vitéria do Palmar.
GUA = Guaratinguetd. ROS = Roseira. TBT = Taubaté.

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey (P < 0,05) entre os locais de cultivo. O simbolo * na mesma linha indica diferenca

estatistica pelo teste-t (P < 0,05) entre os genétipos, enquanto a abreviatura “ns” significa ndo significativo.
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Tabela 7 - Teor de flavonéides livres (ug.gt) nos genétipos de arroz preto AE 153045 e IAC 600 de diferentes locais de cultivo

Quercetina-3-0-

Amostral Hesperetina Kaempferol Quercetina glicosideo Rutina
AE 153045 1AC 600 AE 153045 IAC 600 AE 153045 IAC 600 AE 153045 IAC 600 AE 153045 IAC 600
RS
ALG 0,7+0,2 b* ND 0,5+0,0 bcns 0,5+0,0 ab 9,1+0,4 d* 7,2£0,1 b 31,1+1,5b* 2,9+0,1b 1,0+0,2 c* ND
CPL 0,4+0,1 b* ND 0,5+0,0 abns 0,5+0,0 a 9,8+0,3 c* 4,7+0,1 bcd 18,4+0,2 d* 2,2+0,1 bc 0,7+0,1 d* ND
SVP 8,1+0,2 a* ND 0,6+0,0 a* 0,5+0,0 a 12,0+0,4 b* 21,3+0,4 a 41,6+0,5a* 10,8+0,4a 2,8+0,2 a* ND
SP
GUA ND ND 0,5+0,0 c* 0,4+0,0 b 13,0+0,3 a* 5,6%2,9 bc 42,0+0,8 a* 2,5+0,7 b 1,8+0,1 b* ND
ROS ND ND 0,6+0,0 a* 0,5+0,0 b 10,5+0,1 c* 3,0+0,8 cd 21,240,5¢c* 15+0,1c 0,8+0,0 cd* ND
TBT ND ND 0,5+0,0 ab* 0,4+0,0 b 9,9+0,3 c* 2,4+0,5d 19,4+0,3d* 1,5#0,1c 0,7+0,1 d* ND

1RS = arroz cultivado no estado do Rio Grande do Sul. SP = arroz cultivado no estado de S&o Paulo. ALG = Alegrete. CPL = Capao do Ledo. SVP = Santa Vitéria do

Palmar. GUA = Guaratingueta. ROS = Roseira. TBT = Taubaté.

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey (P < 0,05) entre os locais de cultivo. O simbolo * na mesma linha indica diferenga

estatistica pelo teste-t (P < 0,05) entre os gendtipos, enquanto a abreviatura “ns” significa nao significativo. ND = nao detectado.



Tabela 8 - Teor de antocianinas (mg.g') nos genétipos de arroz preto AE 153045 e IAC 600 de diferentes locais de cultivo

Cianidina-3-O-glicosideo

Peonidina-3-O-glicosideo

Amostra?
AE 153045 IAC 600 AE 153045 IAC 600

RS

ALG 0,2+0,0c ™ 0,240,0 b 0,10+0,0 c* 0,02+0,0 b

CPL 0,1+0,0 cd* 0,2+0,0 b 0,04+0,0 d* 0,02+0,0 b

SVP 0,60,0 a* 1,3+0,1 a 0,30+0,0 a* 0,10+0,0 a
SP

GUA 0,3+0,0 b "s 0,240,0 b 0,10+0,0 b* 0,02+0,0 b

ROS 0,1+0,0 d* 0,240,0 b 0,03+0,0 d* 0,02+0,0 b

TBT 0,1+0,0d "s 0,1+0,0 b 0,03+0,0 d* 0,02+0,0 b
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1RS = arroz cultivado no estado do Rio Grande do Sul. SP = arroz cultivado no estado de S&o Paulo. ALG = Alegrete. CPL = Capao do Ledo. SVP = Santa Vitéria
do Palmar. GUA = Guaratingueta. ROS = Roseira. TBT = Taubaté.

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey (P < 0,05) entre os locais de cultivo. O simbolo * na mesma linha indica
diferenca estatistica pelo teste-t (P < 0,05) entre os genétipos, enquanto a abreviatura “ns” significa ndo significativo.



Tabela 9 - Teor de Aacidos fendlicos complexados (ug.gt) em genétipos de arroz preto AE 153045 e IAC 600 de diferentes locais de cultivo
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Acido hidroxibenzéico

Acido fertlico

Acido p-cumarico

Acido vanilico

1
Amostra AE 153045 IAC 600 AE 153045 IAC 600 AE 153045 IAC 600 AE 153045 IAC 600
RS
ALG 15,54+1,11a™  16,43+2,32a 1,53%0,17 a" 110,18+4,58 ¢ 10,58+1,47 a* 16,90+2,52 b 15,06+1,76 a* 7,60+4,39 a
CPL 14,124+0,90 abc* 19,10+2,42a 1,51+0,16 a"™ 106,06+16,75 c 12,53+2,01 a* 28,62+7,57 a 14,15+1,31 a* 6,06+0,88 a
SVP 12,38+1,76 bc™  16,28+3,54a  1,14+0,36 a"™ 152,31+19,13 b 11,53+¥2,78 a*  25,16x7,74 ab 14,40+1,88 a* 5,04+1,19 a
SP
GUA 11,70+0,65 c* 17,04+1,23 a 1,13+0,04 a* 154,24+3,35 b 10,28+0,66 a*  21,75+0,76 ab 12,16+1,27 a* 5,66+1,02 a
ROS 15,29+2,30 ab*  18,81+0,56 a 1,41+0,15 a* 152,86+4,56 b 11,66+1,54 a*  24,01+1,88 ab 13,59+1,74 a* 6,55+0,24 a
TBT 15,57+0,60 a* 20,80+1,33 a 1,47+0,05 a* 192,02+6,13 a 11,28+1,22 a*  22,05+0,74 ab 12,30+1,03 a* 6,65+0,41 a

1RS = arroz cultivado no estado do Rio Grande do Sul. SP = arroz cultivado no estado de Séo Paulo. ALG = Alegrete. CPL = Capao do Ledo. SVP = Santa Vitéria
do Palmar. GUA = Guaratingueta. ROS = Roseira. TBT = Taubaté.
Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey (P < 0,05) entre os locais de cultivo. O simbolo * na mesma linha indica
diferenca estatistica pelo teste-t (P < 0,05) entre os genétipos, enquanto a abreviatura “ns” significa ndo significativo.
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6.8 Discriminacdo de origem utilizando a composicéao fendlica da fracéo livre

A analise estatistica multivariada permitiu diferenciar os genotipos (Figura 24)
e os locais de crescimento apenas quando cada gendtipo foi avaliado separadamente
(Figura 25 e 26), utilizando a composicéao fenodlica da fracao livre. Atravées do perfil da
fracdo dos fendlicos complexados néo foi possivel fazer a discriminagéo.

O PCA, o0 PLS-DA e as pontuacdes VIP de PLS-DA derivada dos resultados de
LC-MS para genotipos de arroz preto AE 153045 e IAC 600 (Figura 25 e 26)
demonstraram que: a) o PCA explicou 98,6% e 98,3% de variabilidade na
discriminagdo da localizacdo de crescimento dos gendtipos AE 153045 e IAC 600,
respectivamente (Figura 25 e 26); b) a separacdo dos locais também ficou clara pelo
PLS-DA, que apresentou um Q2 max de 0,35 e 0,90 e um R2 de 0,52 e 0,94 para 0s
genadtipos AE 153045 e IAC 600, respectivamente; c) a hesperetina, o acido vanilico
e a quercetina-3-O-glicosideo foram responsaveis pela discriminacdo do local de
cultivo do arroz preto AE 153045 (as pontuacfes VIP foram maiores do que 1,0) e
para o gendtipo IAC 600, a quercetina, o acido vanilico, a quercetina-3-O-glicosideo e
0 acido p-cumaérico exibiram pontuacéo VIP superior a 1,0.

A hesperetina foi detectada apenas em amostras de AE 153045 coletadas nos
trés locais do Rio Grande do Sul (RS), sendo a maior quantidade observada em SVP
(8,1ug.g?) (Tabela 7).

A principal molécula responséavel pela discriminacéo do arroz preto IAC 600 de
SVP, em comparagdo com 0s outros cinco locais, foi a quercetina, com uma
pontuacdo VIP de 2,0 (Figura 26C). Enquanto o IAC 600 da SVP exibiu um contetdo
médio de quercetina de 21,3ug.g*, as amostras IAC 600 de outros locais exibiram um
teor de quercetina muito menor, variando de 2,4 a 7,2ug.g* (Tabela 7).

O acido vanilico, que foi mostrado como um importante acido fendlico para
discriminar os genotipos AE 153045 e IAC 600 (Figura 24), também foi relevante para
discriminar locais de cultivo para ambos os genétipos AE 153045 e IAC 600 (Figura

25 e 26), porém, para AE 153045 positivamente e IAC 600 negativamente.
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Figura 24 - PCA (A), PLS-DA (B) e pontuacao VIP (C) da andlise de PLS-DA derivada da determinacdo de LC-MS de fendlicos livres em gendtipos de arroz
preto AE 153045 e IAC 600.
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Figura 25 - PCA (A), PLS-DA (B) e pontuacéo VIP (C) da andlise de PLS-DA derivados da determinacéo por LC-MS de fendlicos livres no genétipo do arroz

AE 153045 em funcéo do local de cultivo.
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Figura 26 - PCA (A), PLS-DA (B) e VIP (C) da analise de PLS-DA derivados da determinagéo por LC-MS de fendlicos livres no genétipo do arroz IAC 600 em
fungéo do local de cultivo.
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7 Consideragoes finais

O estresse promovido no arroz preto cultivado em SVP, que se acredita ser
devido a latitude e as condi¢des Unicas de frequéncia e velocidade dos ventos naquele
local durante a fase de maturagao do arroz, favoreceu a ocorréncia de gessamento
na linhagem AE 153045, mas nao teve implicacées no gendtipo IAC 600.

O acumulo de compostos fendlicos, incluindo acidos fendlicos, flavonoides e
antocianinas foi modificado pelo ambiente, onde a tendéncia observada foi de um
acumulo maior desses compostos nos genétipos quando produzidos em SVP. Assim,
entre os locais de cultivo estudados, Santa Vitoria do Palmar (SVP) forneceu o arroz
preto mais caracteristico, com maior teor de compostos fendlicos livres e de
antocianinas.

O genotipo AE 153045 cultivado em SVP apresentou melhor equilibrio das
antocianinas cianidina-3-O-glicosideo e peonidina-3-O-glicosideo, enquanto o
gendtipo IAC 600 apresentou teor de cianidina-3-O-glicosideo mais elevado neste
local, o que pode ser relevante para agricultores, industrias e consumidores que
procuram arroz preto com propriedades nutricionais peculiares.

O PCA e o0 PLS-DA, baseados no perfil de compostos fendlicos, permitiram a
discriminacdo da nova linhagem de arroz preto AE 153045 da IAC 600, assim como
de acordo com o local de cultivo.

A quercetina-3-O-glicosideo e o &cido vanilico foram responsaveis pela
discriminacdo de gendtipos. Ja para a discriminagdo entre os locais de cultivo, além
da quercetina-3-O-glicosideo e do acido vanilico, foram a hesperetina, no genétipo AE
153045, e a quercetina e o acido p-cumarico, no genotipo IAC 600, sendo esses 0S
principais compostos a serem determinados em estudos futuros para a discriminagao

de gendtipos de arroz preto.
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