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palavras-chave

resumo

Diabetes Mellitus tipo II, &cido y-aminobutirico (GABA), germinacao, arroz,
caracteristicas nutricionais

Um dos principais problemas de saude mais recorrente dos dias de hoje esta
associado a vida sedentéria, a subnutricdo e a obesidade, levando a inimeros
problemas nutricionais e a algumas doencas graves, nomeadamente a
diabetes mellitus tipo II. Uma forma de auxiliar no tratamento dessa doenca é a
ingestdo de alimentos ricos em &cido y-aminobutirico (GABA), que ajuda a
regular os niveis de glucose no sangue pela libertacdo de insulina. O arroz
integral possui GABA, mas em baixas concentracdes, sendo este aumentado
pela germinacéo dos graos.

Inicialmente, estudaram-se as caracteristicas nutricionais do arroz, sendo
entdo analisadas consoante as suas caracteristicas biométricas, o Kett, o
amido total, o indice glicémico, o teor de amilose aparente, o amido resistente
e o teor proteico do arroz branqueado. Posteriormente, procedeu-se a escolha
das amostras consoante o seu indice glicémico. Com isto, foram avaliadas as
alteracdes da germinacdo no gréo de arroz, de modo a estabelecer o tempo de
germinacao em que as concentracdes de GABA sejam as mais elevadas, mas
que outros componentes nutricionais no grao também estejam aumentados.
Para o indice glicémico, destacou-se uma amostra com um valor de indice
glicémico muito baixo, Japénical0, inferior ao do p&o. Nas amostras indicas,
houve uma correlacdo positiva entre o indice glicémico e o teor de amilose
aparente, contrariamente ao que € documentado, € uma correlagéo fraca com
0 amido resistente. As amostras Japoénicas possuem correlacdes muito fracas,
abaixo de 0,30, entre as caracteristicas nutricionais do arroz. Ao serem
retiradas as amostras da variedade tipo Risotto das amostras Japdnicas,
obteve-se uma correlagdo negativa entre o indice glicémico e o amido
resistente.

A germinagdo é um processo que permite aumentar e melhorar a qualidade
biofuncional de qualquer cereal. A germinacdo das amostras de arroz
promoveu a diminuicdo do amido total e o aumento do teor de aglcares
redutores e do indice glicémico. As amostras JapoOnicalO, Japonical e
Japénica7 obtiveram maior quantidade de GABA as 24 h, sendo as amostras
com melhor capacidade de germinacdo em relagdo as amostras analisadas.
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Nowadays, one of the most common major health problems is associated with
sedentary lifestyle, malnutrition and obesity, which leads to nutritional problems
and to some serious diseases such as diabetes mellitus type Il. One way to
help in the treatment of this disease is the intake of food rich in y-aminobutyric
acid (GABA), which helps to regulate glucose levels in the blood by the release
of insulin. Brown rice has GABA, but in low concentrations, being necessary to
increase it by grain germination.

First of all, we studied the nutritional characteristics of the rice, being analysed
according to their biometric characteristics, the Kett, the total starch, glycemic
index, apparent amylose content, resistant starch and protein content of milled
rice. Then we proceeded to the choice of the samples according to their
glycemic index. After this, we studied the changes in the germination of rice
grain, to establish the time of germination in which GABA concentration is
higher, but in same way, other nutritional components remain increased in the
grain.

In the glycemic index, a sample with very low glycemic index was highlighted,
JaponicalO, which had a below glycemic index comparing to bread. In the
samples Indica, there was a positive correlation between the glycemic index
and the apparent amylose content, contrary to what is documented. Also there
was a weak correlation between the glycemic index and the resistant starch.
The Japonicas samples had very weak correlations in the nutritional
characteristics of rice, below to 0,30. When we withdrew the Risotto variety
samples of the Japonica samples, we got a negative correlation between the
glycemic index and resistant starch.

Germination is a process that allows the increase and improve of the
biofunctional quality in cereals. The germination of rice samples, caused the
total starch decrease and the reducing sugar content and glycemic index
increase. The JaponicalO, Japonical and Japonica7 samples, had higher
amount of GABA at 24 h, being the best samples to germinate comparing to
the others.
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1. CONTEXTUALIZACAO
E OBJETIVOS

Este trabalho, realizado no ambito da unidade curricular de projeto de estagio em
parceria com a empresa Novarroz — Produtos Alimentares, S.A., tem como objetivo a
aquisicdo de conhecimentos relacionados com a experiéncia laboratorial em contexto
empresarial. A Novarroz, fundada em 1979, é uma empresa responsavel pelo
processamento de varias variedades de arroz de origem nacional e internacional, sendo este
alimento a base do presente trabalho[1].

O arroz € um dos grdos de cereais mais comuns, sendo classificado como graos de
alimentos mais cultivados[2] e € uma das principais culturas alimentares do mundo[3]. Em
todo o mundo, o arroz fornece cerca de 27 % da energia da dieta, cerca de 20 % da
proteina ingerida[4] e 3 % da gordura dietética[5]. O arroz cultivado até ao presente
sustenta dois tercos da populacdo mundial[6], e na Asia, 60-70 % da energia consumida é
obtida a partir do arroz, sendo a fonte mais rapida de alimento em Africa[4]. Uma pequena
parte do arroz é usada como ingrediente em alimentos processados, sendo normalmente
consumido como arroz cozido[7].

O arroz é rico em hidratos de carbono, contém quantidades moderadas de proteina e
é uma boa fonte de vitaminas do complexo B. No entanto, contém pouca ou nenhuma
quantidade de vitamina C ou D. Nenhum alimento pode fornecer todos os nutrientes
necessarios para manter uma dieta bem equilibrada, contudo, as dietas das pessoas
economicamente mais desfavorecidas sdo fortemente dependentes de alimentos bésicos,
como o arroz, e aumentando o seu valor nutricional pode verificar-se um impacto favoravel
nos habitos alimentares da populacdo[4]. O principal constituinte do arroz € o amido,
correspondendo a cerca de 75 % do grdo de arroz branqueado[8]. E conhecido que este

componente tem diferentes fragdes de digestdo, sendo absorvido a diferentes velocidades



nas células do intestino dos humanos, levando a varias respostas no indice glicémico[9]. O
amido de absor¢do répida provoca um répido e elevado pico dos niveis de glucose no
sangue seguido de um rapido declinio, chegando abaixo dos niveis basais. Acredita-se que
0 amido de absorcdo lenta oferece uma grande extenséo de beneficios na saude devido ao
efeito estabilizante e de sustentacdo dos niveis de glucose no sangue[10]. Deste modo,
considera-se que, o arroz ndo é simplesmente um alimento[4], mas também uma fonte de
controlo a certos distarbios alimentares, nomeadamente a Diabetes Mellitus tipo 11[10].

Diebetes mellitus € um sindrome caracterizado por uma absoluta ou relativa
deficiéncia da insulina[11], ou seja, diabetes mellitus tipo | ou diabetes mellitus tipo I,
respetivamente[12]. A diabetes mellitus tipo Il esta relacionada com a vida sedentaria, a
subnutricdo e a obesidade, por isso, tendo atencdo a estes pequenos fatores, pode-se reduzir
a sua incidéncia e complicacBGes[12]. Para os pacientes desta doenga, € necessario ter em
atencdo a alimentagdo, uma vez que o consumo de alimentos com baixo indice glicémico
proporciona respostas fisioldgicas normais, diminuindo a saciedade, e permitindo uma
melhor gestdo da doenca[10]. Alimentos com indice glicémico baixo sdo ricos em amidos
de absorcdo lenta, reduzindo o risco de diabetes[10]. O indice glicémico é caracterizado
pela resposta total da glicemia 2h apds o consumo de 50 g de hidratos de carbono,
relativamente ao pao branco ou glucose[13]. Em estudos recentes verificou-se que o &cido
y-aminobutirico (GABA) ajuda na modulacdo da libertagdo de insulina e glucagon[14].
Deste modo, regula os niveis de glucose no sangue como foi verificado por Gomez et al.
(1999) em ratos diabéticos[15], sendo indicado no tratamento de pacientes de diabetes
mellitus tipo 11[16]. O acido y-aminobutirico (GABA) encontra-se no arroz integral e este é
aumentado durante o processo de germinacdo do grao[17]. Apesar do GABA se encontrar
no arroz integral a sua concentracdo ndo possui efeitos benéficos nem ndo benéficos, nao
apresentando a atividade nutricional esperada[18].

Este trabalho tem como principal objetivo o estudo das caracteristicas do arroz
branqueado, sendo analisadas vérias variedades de arroz consoante as suas caracteristicas
biométricas, o Kett, o amido total, o indice glicémico, o teor de amilose aparente, o amido
resistente e o teor proteico do arroz branqueado. Apds estas determinacdes, proceder-se-a a
escolha de algumas variedades para o desenvolvimento de um produto de arroz de elevado
valor de mercado, ou seja, desenvolvimento de arroz germinado, com elevados indices de

GABA. Para tal, o arroz sera germinado durante varias horas e analisado consoante o teor



de amido total, o indice glicémico, o teor de GABA, 0s agucares redutores e 0S compostos
fendlicos sollveis e insollveis. Apo6s a anélise destes resultados procede-se a selecdo do
melhor tempo de germinac&o, onde se ir4 analisar o tempo de cozedura, o teor de amilose
aparente e o amido resistente, de modo a comparar com os dados do arroz antes de
germinar. O desenvolvimento deste produto pretende que a empresa consiga colocar no

mercado um produto de elevado valor acrescentado e, assim, destacar-se da concorréncia.






2. REVISAO
BIBLIOGRAFICA

2.1. DIABETES MELLITUS
Diabetes mellitus é um sindrome caracterizado primeiramente por uma absoluta ou

relativa deficiéncia da insulina e causado por varios mecanismos, resultando na
hiperglicemia[11]. A diabetes mellitus subdivide-se, assim, em dois grupos distintos: em
diabetes mellitus tipo I, caracterizado por ser dependente de insulina, e diabetes mellitus
tipo I, podendo ter uma relativa dependéncia de insulina[12]. Cerca de 5 % do total de
mortes que acontecem no mundo, em cada ano, sao devidas a doenca diabetes mellitus tipo
2, sendo quase 80 % destas ocorridas em paises de baixo ou médio desenvolvimento. As
complicacdes decorrentes desta doenca sdo debilitantes e resultam num elevado gasto na
salide, por isso a prevencao seria primordial[11].

A diabetes mellitus tipo Il subdivide-se em dois subtipos: os diabéticos ndo obesos e
os diabéticos obesos. A baixa tolerancia a glucose é uma categoria entre os valores normais
de glicemia e de diabetes, com base nos niveis de glucose em jejum no sangue e 0s niveis
2h apoés a ingestdo de glucose[11]. Esta doenca parece estar ligada com a vida sedentéria,
subnutricdo e obesidade, por isso, tendo atencdo a estes pequenos fatores pode-se reduzir a
incidéncia, prevaléncia e complicacdes da diabetes mellitus tipo 11[12]. Tem-se verificado
que a incidéncia da diabetes tipo Il aumenta exponencialmente com o aumento da
obesidade[19]. Alimentos com indice glicémico mais baixo permitem uma melhor gestédo
da diabetes mellitus tipo Il, uma vez que possuem amido de absor¢do lenta e por isso,
controla a saciedade, proporcionando respostas fisiolégicas normais. O arroz é um desses
alimentos que possui amido de absorcdo lenta, tendo a vantagem do aumento lento dos
niveis de glucose no sangue, fornecendo energia durante mais horas. Alimentos com amido

de absorcao rapida além de provocarem um rapido e elevado pico dos niveis de glucose no



sangue, provocam também um rapido declinio dos niveis de glucose, ficando abaixo dos
niveis basais. Logo, alimentos com amido de absor¢do lenta sdo indicados para pacientes
de diabetes mellitus tipo I11[10]. Estudos recentes, em tecidos humanos, mostram que 0
acido y-aminobutirico (GABA), quando libertado dentro das ilhotas do figado, ativa canais
e recetores do acido y-aminobutirico (GABA), que modulam a libertacdo de insulina e

glucagon, as hormonas responsaveis pela regulacdo da glucose no sangue[14].

2.2. ACIDO GAMA-AMINOBUTIRICO (GABA)
O acido y-aminobutirico (GABA) é um acido aminado n3o proteico[20]. E produzido

em plantas, microrganismos e alguns mamiferos[21] [22] pela descaboxilacdo do acido L-
glutdmico, sendo catalisada pela enzima &cido glutdmico descarboxilase (Figura 1)[23]
[24]. Esta reacdo leva a uma diminui¢do correspondente da concentracdo de L-acido
glutdmico[25].
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Figura 1 - Ciclo do acido y-aminobutirico (GABA), a sua formacéo e a sua degradacao.[26]

A concentragdo do acido y-aminobutirico aumenta devido a ativagdo da enzima acido
glutdmico descarboxilase, que é, por sua vez, ativada pelos niveis citosélicos de H* ou
Ca?*[26]. Estes niveis podem ser aumentados em resposta a estimulagdo mecénica, dano
mecanico, choque térmico, hipoxia, acidificacdo citosélica, stresse e fito-hormonas[26]
[24]. O GABA pode ser metabolizado através de uma transaminagéo reversivel, levando a

formacdo do semi-aldeido sucinico, catalisado pela GABA transaminase, apresentado a



negrito na Figura 1. Este produto é oxidado a sucinato numa reagao irreversivel, catalisada
pela semi-aldeido sucinico desidrogenase, e o produto entra no ciclo de Krebs[26].

Como foi dito anteriormente, o GABA modula a libertagcdo de insulina e glucagon,
de modo a regular a quantidade de glucose no sangue[14]. Outro estudo, feito por
Adeghate et al. (2002), mostra que 0 GABA pode aumentar significativamente a secre¢édo
de insulina do pancreas de ratos normais, corrobora o que foi concluido por Cavagnini et
al. (1982), que refere que 0 GABA aumenta significativamente os niveis de insulina no
plasma de humanos[16]. Segundo Gomez et al. (1999), verifica-se uma diminuigdo da
glucose no sangue de ratos diabéticos e o aumento da concentracdo de insulina no
plasma[15]. Como a suplementacdo de GABA, os niveis de insulina no sangue aumentam,
sendo indicada nos pacientes de diabetes mellitus tipo 11[16].

O GABA, para além dos efeitos benéficos para quem sofre de diabetes mellitus tipo
I1, também tem outros beneficios para a salde, tendo varias funces fisiologicas[27] [22].
Estudos concluiram que o GABA leva a diminuicdo da pressdo arterial em ratos, usando
arroz germinado, com elevadas concentraces de GABA[28], ou seja, induz os efeitos
hipotensivos[29]. Além disso, ajuda também na recuperacdo dos principais sintomas
relacionados com o problema de alcool em humanos[30] e controla o stresse, tendo efeitos
tranquilizantes em animais[28]. Segundo Oh et al. (2004), através do uso de arroz
germinado, 0 GABA inibe a proliferacdo de células cancerigenas, estimulando as células
imunitérias[31]. Este estudo conseguiu inibir a proliferacdo de células cancerigenas usando
células humanas com leucemia e cancro cervical[31]. Apesar do GABA ser um acido
aminado amplamente distribuido na natureza[32], encontrando-se no embrido de arroz, no
cha verde e na soja, a sua concentracdo nestes produtos naturais é demasiado baixa para a
sua atividade biofuncional esperada, ndo havendo efeitos benéficos nem ndo benéficos a
partir do consumo de GABA nestes produtos[18]. A ingestdo continua de alimentos
contendo GABA €é bom para a aceleracdo do metabolismo do cérebro, prevenindo dores de
cabeca, obstipacdo e mantendo os niveis de agucares no sangue[33].

Portanto, a procura de alimentos ricos em GABA torna-se um dos focos mais
importantes na area de pesquisa de alimentos funcionais. As alteracbes no conteudo de
GABA séo reforcadas no estado da germinacdo de gréos, permitindo assim melhorar a
qualidade do arroz[17]. As diferencas no conteido de GABA que se podem encontrar nas



diferentes variedades de arroz sdo principalmente causadas pela composicdo genética do
grdo de arroz[34].

2.3. GERMINACAO
A germinacdo é um processo pelo qual a qualidade do cereal pode ser melhorada na

digestibilidade e funcdo fisioldgica[35] [36]. Os grdos germinados integrais, também
chamados de graos brotados[26], sdo produzidos embebendo-os em agua para promover a
germinacdo[24], sendo este processo chamado de pré-germinag&o[37]. E o primeiro passo
para a penetracdo de agua, que transforma o tecido inativo em tecido vivo[38],
promovendo a deformacédo do embrido[33].

Durante o processo de germinacdo, as enzimas enddgenas dos graos de arroz sdo
ativadas[39]. Estas enzimas decompdem grandes compostos moleculares, como proteinas,
amido e polissacarideos ndo amilaceos, em compostos moleculares menores[39], levando
ao aumento de oligossacarideos e aminoacidos[40]. Também h& aumento da sintese de
componentes celulares[38], que irdo suportar a futura planta[41]. Este processo provoca
alteragBes nas propriedades nutricionais e funcionais, bem como nas carateristicas
texturais[39] [42], promovendo o aumento da qualidade organolética[40], levando, assim a
uma maior biodisponibilidade dos nutrientes presentes nos grdos de arroz[43]. Apesar do
acido fitico ter um efeito quelante e provocar a ndo absorcao de certos minerais, quando
neutralizado, liberta as proteinas, vitaminas e enzimas, permitindo que estes nutrientes
importantes sejam absorvidos durante a digestdo[43], como as proteinas e 0 amido[44].

A mudanca mais significativa durante a germinacao ocorre no amido, que é quebrado
em acucares mais simples pelas amilases[45], sendo a a-amilase e B-amilase, enzimas com
um papel preponderante na digestdo do amido[36]. Estas enzimas ndo atuam no arroz seco,
mas quando comeca a germinagdo tornam-se ativas, uma vez que convertem o amido em
acucares num processo de sacarificacdo[36], tendo a a-glucosidase também um papel
importante no processo de degradacdo do amido[46]. Os aminoacidos que sao
armazenados nos grdos como proteinas de armazenamento sao decompostos, pela absor¢édo
de agua durante a germinacdo pelas proteases, e, em seguida, transformados em amidas
transportaveis e fornecidas para as partes em crescimento das plantulas do arroz[21]. Além
disso, durante a imersdo e germinacgdo, a enzima acido glutamico descarboxilase é ativada,
levando a produgdo de GABA[21].



Esperar-se-ia um aumento do indice glicémico neste tipo de produtos germinados,
uma vez que ha um aumento dos oligossacarideos e acglcares redutores, mas tal ndo se
verifica porque, por sua vez o teor de fibra dietética também aumenta[39]. A fibra diatética
é conhecida por baixar o indice glicémico atravées da regulacdo da absorcdo de glucose nos
intestinos[47].

O processo de germinagdo ou pré-germinacdo melhora o conteddo em GABA e
outros compostos biofuncionais, como a fibra dietética e compostos fenolicos[37]. Os
niveis de GABA no arroz integral germinado sdo influenciados por muitos fatores,
incluindo o tempo de duracdo da incubacdo das sementes[34, 40]. O seu aumento é devido
as alteracGes bioguimicas que ocorrem durante o processo de germinacdo[39]. Estudos do
efeito da imersdo em agua na distribuicdo dos aminoacidos no nucleo do arroz, indicam
que o contetdo em GABA no embrido aumenta significativamente durante a imersdo em
agua, uma vez que € ai que ele é produzido[48, 49].

Kayahara et al. (2001) [50] mostrou que os teores de nutrientes existentes no gréo de
arroz aumentaram durante a germinagdo, mas também novos compostos quimicos sdo
libertados, como inositois, acido ferdlico, &cido fitico, tocotriendis, zinco e y-orizanol. Em
particular, a quantidade de GABA foi quantificada como sendo dez vezes mais elevada no
gréo de arroz germinado do que no gréo de arroz branqueado e duas vezes mais elevado do
que no arroz integral[50]. Trachoo et al. (2006)[51] verificou que os grdos de arroz
germinados apresentam um aumento de muitos nutrientes, como vitamina B, acUcares
redutores e teores de proteina total.

Os grdos germinados contém vitaminas, minerais, fibras e outros componentes
importantes, como o &cido fitico e o acido ferarico[24]. Os compostos fendlicos, para além
de se encontrarem no arroz branqueado, no arroz integral e no arroz integral germinado,
encontram-se aumentados no arroz integral germinado[43]. Isto explica o melhor valor
nutritivo do arroz integral germinado em comparacdo com os outros[43]. Com o aumento
da concentracdo dos compostos bio-funcionais no arroz germinado, estes podem interagir
sinergicamente para produzir um melhor efeito funcional do que eles individualmente[52].
O arroz integral germinado pode oferecer varios aumentos metabolicos na diabetes tipo Il e
mesmo prevenir complica¢fes[53].

Segundo Ohtsubo et al. (2005)[40], o valor dos produtos de arroz pré-germinado

integral encontra-se mais elevado no mercado alimentar do Japdo, porque contém grandes



quantidades de GABA e outros componentes nutricionais que 0s produtos de arroz normal
branqueado ndo possuem. As propriedades texturais do arroz germinado ap6s o cozimento
sdo melhoradas, pois a germinacdo altera devido a decomposi¢do dos polimeros de alto

peso molecular, isto é, amido, proteinas e outros polissacarideos[54].

2.3.1. Estrutura anatdmica do grao de arroz
O arroz provém de um género Oryra, da qual sdo cultivadas apenas duas espécies:

Oryza sativa e Oryza glaberrima. Atualmente quase todas as variedades de arroz
cultivadas tém origem na espécie Oryza sativa[55]. Esta pode ser dividida em trés
subespécies: Indica, Japonica e Javanica, sendo as subespécies Indica e Japonica as mais
comuns. A subespécie Indica é mais comum nas regides tropicais, uma vez que s&0 muito
tolerantes a seca, no entanto ndo toleram temperatura mais frias. Esta subespécie é
caracterizada por grdos de médio a longo comprimento, estreitos de largura e lisos. A
subespécie Japonica é mais tolerante a temperaturas mais frias, sendo menos tolerante a
seca, pragas e doencas. Esta subespécie € caracterizada por grdos curtos e largos[5]. A
morfologia do gréo de arroz é comum as vérias variedades de arroz existentes no mercado,

sendo apresentada na Figura 2[56].
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Figura 2 - Morfologia do gréo de arroz (semente)[56].
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As ceélulas do aleurona e do embrido sdo ricas em corpos proteicos, contendo
globoides ou corpos de fitato, e corpos lipidicos. A camada de aleurona é composta por 1 a
5 camadas de células, sendo mais espessa na zona dorsal do que na zona ventral, parte em
que se localiza o embrido, e é mais espessa no gréo curto do que no grédo longo. A camada
de células mais interna da aleurona € rica em proteinas e lipidos, tendo amiloplastos e
gréanulos de amido mais pequenos do que os que se encontram no endosperma. O
endosperma é composto por paredes finas que sdo embaladas com amiloplastos contendo
0s granulos de amido, e também contém corpos proteicos. O amido encontra-se em maior
quantidade no endosperma do que no resto do gréo de arroz[56].

O grédo de arroz ou a cariopse consiste no tegumento, embrido e endosperma como
tecidos botanicos proeminentes. O tegumento é composto pela casca e tecidos do farelo,
que sdo separados distintamente devido a sua integridade fisica, natureza morfoldgica e
composic¢do quimica. O nucleo, a partir do qual a casca é separada, é conhecido como arroz
integral, o qual contém cerca de 5 % de farelo. O arroz integral contém camadas exteriores
de pericarpo, tegumento e nucleo, o germe ou embrido e o endosperma. O farelo, que é
composto pelo tegumento, pericarpo e aleurona, é uma boa fonte de proteina, fibras
dietéticas, minerais, vitaminas e fitoquimicos, como &cidos fendlicos, orizanol e
GABA[57].

2.3.2. Composicao quimica e nutricional
2.3.2.1. Amido

O amido constitui aproximadamente 75 % do grdo de arroz branqueado[8]. E
composto por dois grandes polimeros de glucose, a amilose, que é uma cadeia longa com
ligagdes a(1->4), e a amilopectina, que possui além das ligagdes o(1>4), também ligagdes
a(1->6), as ramificagdes[58].

O teor de amilose aparente € o ponto mais importante na qualidade de comer e
cozinhar o arroz[59] e varia entre 0s 0 e 33 %[58], sendo o arroz caraterizado consoante 0
contetdo de amilose (Tabela 1)[60]. Este contetdo tem impacto na textura do arroz cozido
e nas propriedades funcionais do amido do arroz[58]. Estas propriedades funcionais
envolvem tanto a amilose como a amilopectina e a sua interagdo[58]. A proporcao do teor
de amilose e de amilopectina tem um efeito sobre as carateristicas funcionais e de
inchamento do amido, solubilidade em &gua, capacidade de ligagdo a agua, propriedades

mecanicas e de barreira dos filmes de amido e as propriedades microscopicas de géis de
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amido, tais como distorcdo granular e inchaco[8]. A amilose atua como um inibidor do
inchaco, especialmente na presenca de lipidos[6].

Tabela 1 - Classificacdo do arroz consoante o contetdo de amilose aparente (%)[60].

Arroz ceroso

Conteudo de amilose aparente | Classificacado ~
e ndo ceroso

0-2 % Glutinoso Ceroso
2-12% Muito baixa
12-20 % Baixa NEO Ceroso
20-25 % Média
25-33 % Alta

O amido € classificado como amido rapidamente digestivel, amido lentamente
digestivel e amido resistente. O conteido de amido rapidamente digestivel é relacionado
positivamente com o indice glicémico dos alimentos ricos em amido. Muitos fatores, como
a organizacdo da superficie, a arquitetura e tamanho granular, a composi¢do do amido, o
tipo de cristal polimorfo e a presenca de granulos compostos, afetam a taxa e a extensao da
digestéo dos granulos de amido[61].

O amido digestivel lentamente é considerado benéfico para a gestdo da dieta de
desordens metabdlicas, incluindo diabetes e hiperlipidemia. A captacdo seletiva de
alimentos que induzem respostas de baixo indice glicémico, melhora o controle total de
glucose no sangue em pacientes que sofrem de diabetes mellitus e também atenua os niveis
séricos de colesterol total em individuos hiperlipidémicos[13].

O amido resistente é definido como a soma do amido e dos produtos da degradacéo
do amido ndo absorvidos no intestino delgado de individuos saudaveis. A relacdo amilose-
amilopectina, a forma fisica, o grau de gelatinizacdo, os tratamentos térmicos, refrigeracao
e 0 armazenamento afetam o conteudo em amido resistente nos alimentos. O amido
resistente torna-se importante, uma vez que a ingestdo de alimentos com elevadas
quantidades pode provocar fermentacdo coldnica, crescimento bacteriano, volume fecal e
glicemia pés-prandrial, o que se torna indesejavel para o consumidor[62].

As diferencgas nas propriedades do amido de cereais em grdos e farinhas contribuem
para as aplicagdes em diferentes alimentos e utilizagdes industriais, e a gelatinizagdo
(térmica) e propriedades de retrogradacdo estdo entre as propriedades fisico-quimicas mais
importantes do amido[59]. A temperatura & qual o amido inicia e finaliza a gelatinizacao é

importante porque estd relacionada com o tempo de cozedura[59]. A temperatura de
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gelatinizacdo é um importante indicador de cozimento e processamento da qualidade do
arroz, ou seja, arroz cozido com alta temperatura de gelatinizag&o possui uma textura mais
dura do que o arroz cozido com menor temperatura de gelatinizagdo[59]. Em alguns casos,
a temperatura de gelatinizacdo correlaciona-se negativamente com o indice glicémico e
positivamente com o amido resistente, um componente de fibra dietética solavel[59]. A
retrogradacéo descreve o processo no qual uma pasta de amido aquecida arrefece abaixo da
temperatura de fusdo dos cristais de amido e a estrutura da amilose e da amilopectina
reassocia-se[59]. Além disso os grdos de amido inchados unem-se numa estrutura
ordenada, o que resulta no aumento da viscosidade do gel de estruturas que contém
amido[59].

O amido de arroz, na sua forma gelatinizada, tem um sabor suave e cremoso, 0 que 0
torna um bom creme de amido[60]. Uma vantagem do amido de arroz em relagcdo aos
outros amidos é a sua grande aplicacdo numa grande variedade de alimentos, devido a sua
hipoalergenicidade da proteina associada, como o glutén que é encontrado nos restantes
cereais[60]. Durante o armazenamento do arroz, verificam-se alteracbes minimas na
composicdo quimica do arroz, ocorrendo algumas alteracbes no amido, como alguma
hidrolise ou degradacdo, levando, assim, ao aumento do teor de agUcares redutores e a
diminuicdo do teor de aclUcares ndo redutores e de amido. Ndo havendo indicacbes que
ocorram alteragdes significativas na estrutura molecular do amido, devido a sua quantidade
elevada e a pouca sensibilidade dos métodos[6].

Durante a germinagdo, ocorre aumento no teor de acUcares totais e acUcares
redutores[21]. Este aumento é devido a degradacdo do amido presumivelmente envolvendo
uma agdo inicial da a-amilase nos grénulos de amido[21], que por sua vez provoca a
diminuicdo do teor de amido no grdo[46]. Outras hidrdlases podem ajudar na completa
hidrélise a aglcares simples e acucares redutores, como a a¢éo da invertase, que hidrolisa a

sacarose em glucose e frutose[21].

2.3.2.2.Proteinas
As proteinas sdo componentes importantes de todas as células vivas que executam
funcBes biologicas especificas[63]. As proteinas sd@o encontradas em diferentes partes do
gréo de arroz, incluindo no endosperma e no farelo, mas no endosperma encontram-se as

proteinas de reserva, situadas em corpos proteicos entre os granulos de amido[64]. O teor
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de proteina do arroz branqueado é aproximadamente 7% e a digestibilidade verdadeira da
proteina do arroz cozido em humanos é 88+4 %[56].

Nos cereais, tais como 0 arroz, existem dois tipos de proteinas: as proteinas
biologicamente ativas, que sdo as enzimas, e as biologicamente inativas, as proteinas de
armazenamento[65]. As proteinas de armazenamento sdo as albuminas, globulinas,
prolaminas e glutelinas[65]. O arroz branqueado contém cerca de 3,8-8,8 % de albumina,
com 18-20 kDa de massa molecular aparente[66], que é solivel em agua de acordo com o
fracionamento de Osborne[67], 9,6-10,8 % de globulinas[66], solivel em sal[67], 2,6-3,3
% de prolamina[66], soluvel em solucbes etandlicas de 70 %[67], e 66-78 % de
glutelina[66], insoluvel[67]. As globulinas do arroz sdo constituidas por a-, B-, y- e o-
globulina com massa molecular aparente de 25,5, 15, 200 kDa e mais elevada,
respetivamente[66]. As prolaminas sdo compostas por 3 subunidades de péptidos com 10,
13 e 16 kDa de massa molecular aparente[66]. A subunidade de 13 kDa € solubilizado em
solugdes alcodlicas, enquanto as outras com elevado nivel de aminodcidos contendo
enxofre, requerem um agente redutor para a solubilizacdo em solugdes alcoolicas[66]. A
principal proteina de armazenamento do arroz é a glutelina. A glutelina é extremamente
insolivel em &gua, devido a sua hidrofobicidade, aos hidrogénios e as ligacbes de
dissulfureto. A glutelina é em grande parte soluvel em éacido (pH inferior a 3,0) ou em
solucBes alcalinas (pH superior a 10,0), sendo constituida por duas grandes subunidades
polipeptidicas classificadas como a ou 4acida e B ou basica, com massa molecular aparente
de 30-39 e 19-25 kDa, respetivamente[66].

As proteinas de armazenamento das sementes acumulam-se em dois tipos de
granulos, chamados de corpos proteicos. Tem sido demonstrado que o corpo proteico tipo |
(PB-1) armazena prolaminas, como uma proteina solivel em alcool, ao passo que o corpo
proteico tipo Il (PB-11) contém principalmente glutelina como uma proteina alcalina (e/ou
acida) solavel. Os corpos proteicos tipo | (PB-1) ndo podem ser digeridos pelo sistema
digestivo, mas os do tipo Il sdo digestiveis. Geralmente, 0s corpos proteicos de arroz
consistem em 20-30 % de PB-I e 70-80 % de PB-11[68].

Embora o arroz seja uma boa fonte de proteina, ndo € uma fonte completa, pois
apenas contém, em pequenas quantidades, todos os aminoacidos essenciais necessarios
para uma boa saude[25]. As proteinas de arroz sdo consideradas valiosas, porque sao

incolores, ricas em aminoacidos essenciais, possuem um sabor suave e sao hipoalergénicas
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e hipocolesterolémicas[64]. O teor de aminoAcidos livres aumenta durante o
armazenamento do arroz, contudo o teor de proteina ndo se altera. Durante o
armazenamento do arroz, os teores de péptidos de baixo peso molecular diminuem e os de
alto peso molecular aumentam, devido a prote6lise. Estas alteracfes nos péptidos podem
influenciar as forcas de associacdo e, assim, desemprenhar um papel importante no
aumento do peso molecular aparente do conjunto[6].

Durante a germinacdo o conteldo de proteinas totais aumenta e o teor de
aminoacidos livres diminui. O teor de proteina aumenta porque ha ativacdo de algumas
enzimas e producdo de compostos nitrogenadas ndo proteicas, como 0s acidos nucleicos,
que pode causar 0 aumento dos niveis de proteinas de forma errada. O aumento do total de
aminoéacidos livres ocorre devido a degradacdo de proteinas por protéases e a sintese de

novas enzimas, que ajudam a libertar os aminoécidos[21].

2.3.2.3.Lipidos
Os lipidos encontrados nos cereais sdo separados em lipidos neutros, glicolipidos e

fosfolipidos[69]. O seu contetdo no grdo ndo é uniformizado, sendo os lipidos do
endosperma constituidos por uma porcao mais elevada de lipidos polares[70]. Os lipidos
estdo concentrados na fracdo do farelo, que podera contribuir até 20 % de massa seca, na
forma de corpos lipidicos ou esferossomas de 0,1-1,0 pum de tamanho, na camada de
aleurona e farelo[71]. Ressurreccion et al. (1979)[72] relataram que no arroz integral, o
contetdo de lipidos total era 2,9 %, dos quais 51 % encontravam-se no embrido, 32 % no
farelo e 17% no endosperma. Dentro do endosperma, os lipidos estdo distribuidos de forma
desigual, encontrando-se em maior quantidade na camada externa e diminuindo
progressivamente em direcdo ao centro do ndcleo[73].

Os lipidos encontram-se em pequenas quantidades no arroz, representando cerca
0,8% no arroz branqueado[72]. Com base na distribuicdo celular dos lipidos e a sua
associacdo, os lipidos de arroz sdo geralmente classificados como lipidos de amido, os
quais estdo associados aos granulos de amido e lipidos ndo ligados ao amido, que estdo
distribuidos por todo o grao[74]. Os lipidos de amido correspondem normalmente a 0,5-
1,0% do arroz branqueado e estdo presentes em maiores quantidades do que os lipidos
livres, mas ndo € universal para todas as variedades de arroz, variando entre oS cerosos e

ndo cerosos[74]. Os principais lipidos que ndo estdo ligados ao amido sdo o &cido
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linoleico, &cido oleico e &cido palmitico. Os lipidos de amido séo principalmente
monoglicerideos, como &cidos gordos e fosfolipidos, complexados com a amilose[74]. A
fungdo dos monoglicerideos é atribuida & formagdo dos complexos de incluséo helicoidal
entre a amilose e a cadeia de hidrocarbonetos dos lipidos[75]. A existéncia de complexos
entre o0 amido e os lipidos tém varias consequéncias, como o impacto da complexagédo na
formacdo de amido resistente[76]. Outra consequéncia é o impacto dos complexos
amilose-lipidos no comportamento da pasta, provocando a diminuigdo da solubilidade em
agua e 0 aumento da viscosidade[77].

Os lipidos sdo geralmente estaveis nos esferossomas intactos da célula[6]. Contudo,
qguando a membrana lipidica é destruida pelas fosfolipases, dano fisico ou temperaturas
elevadas, a hidrdlise dos lipidos € iniciada pela acdo das lipases[6], provocando a
deterioracdo do sabor, paladar e da qualidade de alimentacéo[78].

Durante a germinacéo, espera-se que o teor de lipidos ndo sofra grandes alteracoes.
Isto acontece porque alguns lipidos podem ser hidrolisados durante a germinagdo para a
producdo de energia necessaria para as modifica¢fes bioguimicas e fisico-quimicas que

ocorrem na semente[21].

2.3.2.4.Polissacarideos ndo amilaceos

Os polissacarideos ndo amilaceos derivados dos cereais sdo uma boa fonte
quantitativa das fibras alimentares sollveis e insollveis[79] e sdo 0s materiais da parede
celular[80]. Os grdos de cereais sdo constituidos por microfibrilas de celulose,
hemicelulose e materiais da matriz, tais como substancias pécticas[80]. Estes materiais
oferecem estabilidade contra a cozedura e ndo sdo facilmente digeridos pelas secreces do
sistema digestivo humano[57]. As paredes celulares dos gréos de arroz contém pequenas
quantidades de polissacarideos pécticos e xiloglucanos, sendo os principais polimeros da
parede celular as glucuronoarabinoxilanas e uma mistura de ligagdes (1 =3), (1->4)-p-D-
glucanas (B-glucanas), que estdo entrelacadas com as microfiblilas de celulose[81]. As
arabinoxilanas ¢ as p-D-glucanas, as mais importantes dos polissacarideos ndo amilaceos,
sdo parcialmente sollveis em agua. Estas sdo também conhecidas por aliviar os sintomas
de doencas, tais como a diabetes, aterosclerose e cancro do colon[79].

A fibra dietética tem importantes aplicacOes terapéuticas para certas condi¢fes, como

a diabetes, hiperlipidemia e tem implicagfes preventivas para a hipertensdo, doenca
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coronéria do coracdo e desordens intestinais[82]. A quantidade de fibra dietética diminui
da superficie para o interior do grdo de arroz[83]. O endosperma do arroz ou arroz
branqueado tem menor teor em fibra dietética do que o resto do arroz (0,7-2,3 %),
encontrando-se em maior quantidade no arroz integral[56], sendo cerca de 5-8 %[84]. A
fibra dietética do arroz pode complexar com o amido e assim ter um efeito
hipocolesterolémico[56].

A germinacédo provoca o aumento do teor de fibra. Este aumento é devido a formacéo
de parede celular priméria, que sera essencial para o crescimento da futura planta[33].

2.3.2.5.Compostos antioxidantes e vitaminas

O arroz é uma fonte rica de muitos compostos bioativos, incluindo os antioxidantes
fendlicos, que tém o potencial de reduzir os riscos para certas doencas, tais como a inibi¢do
da agregacdo de plaquetas, reducdo do risco de doenca cardiaca coronéria e cancro. Além
disso previne os danos oxidativos dos lipidos e lipoproteinas de baixa densidade[85]. Os
grdos de arroz contém compostos fendlicos especiais, como o acido feralico, p-cumarico e
diferulato. O farelo de arroz é uma fonte rica de orizanoles, tocoferois, tocotrienois e
compostos fendlicos. Estes materiais tém mostrado um grande potencial para atividade
antioxidante[85].

Os compostos fendlicos sdo de especial interesse devido ao seu envolvimento na
parede celular das plantas, tendo atividade fisioldgica e potencial uso em dietas[6]. Estes
exercem um efeito significativo nas propriedades da parede celular que é mecanicamente
fortalecido pelas ligacdes cruzadas. O contetdo em &cidos fenolicos aumenta durante o
armazenamento do arroz[6], sendo os mais abundantes o acido ferulico, o acido p-
cumarico e o acido vanilico. A concentracdo dos compostos fendlicos € maior no arroz
integral do que no arroz branqueado, aumentando do endosperma até a camada de
aleurona. O principal componente encontrado no farelo é o &cido ferdlico, uma vez que
este se encontra ligado ao arabinoxilano na parede celular das camadas de aleurona[85].
Segundo Butsat et al. (2010)[85], a percentagem de acidos fendlicos no arroz integral é de
0,6 — 1,3 %, sendo inferior no arroz branqueado.

As vitaminas mais importantes no arroz séo as vitaminas do complexo B, como a
tiamina, a niacina, a piridoxina[21] e riboflavina[5]. Estas vitaminas sdo importantes para o

ser humano porque ajudam na manutengdo da satde emocional e mental[5]. Estas, apds a
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germinagdo, diminuem, uma vez que sdo vitaminas solluveis em &gua, entdo quando 0s
gréos de arroz sdo embebidos para a germinacdo, pode haver lavagem e, possivelmente,
perda[21].

Durante a germinacdo, para além de haver alteragdes nos niveis nutricionais, as
atividades bioquimicas que ocorrem durante a germinacdo, podem gerar compostos
bioativos e alguns deles com capacidade antioxidante, como o &cido ascérbico, tocoferais,
tocotriendis e compostos fendlicos. Os niveis de compostos fendlicos como o &cido
ferulico e o acido sinapinico aumentam significativamente apos a germinagdo[21]. Estes
acidos sdo compostos fendlicos solUveis presentes no arroz integral[43]. A tiamina, niacina
e piridoxina também sdo compostos fendlicos sollveis presentes no arroz integral, no
entanto, estes diminuem com a germinacdo, provocando uma diminui¢do do teor de
compostos fenolicos soluveis totais no arroz germinado em relagdo ao arroz integral[43]. A
concentragdo de a-tocoferois e y-orizanol, compostos fendélicos insollveis, é afetada pela
germinacdo, aumentando, sendo que no total do grdo o teor de compostos fendlicos
insolUveis é constante durante a germinacao[43]. O GABA, gque também aumenta durante a
germinacdo, também é considerado importante para o seu efeito antioxidante[86]. O efeito
da germinacdo no contetdo de &cido fitico € a reducdo do seu teor. Esta reducdo pode ser
atribuida ao aumento da atividade da fitase, que gera inositdis de baixo peso
molecular[21].

2.3.3. Indice Glicémico
O indice glicémico € definido como a resposta total da glicemia a 2h imediatamente

apos o consumo de 50¢g de hidratos de carbono, sendo expresso como um valor relativo ao
do pédo branco ou glucose[13]. O amido obtido a partir do processo de germinacdo pode
facilmente ser hidrolisado pela enzima amilase, ap6s 0 consumo, o0 que pode resultar numa
rapida subida dos niveis de glucose no sangue. A capacidade do amido ser convertido em
glucose pode ser representada pelo indice glicémico. Em alimentos com elevado indice
glicémico, o amido sera convertido em glucose no sangue muito rapidamente, sendo isto,
um aspeto indesejavel nos consumidores com diabetes tipo 11[39].

Antinutrientes, como o acido fitico, polifendis, lectinas, acidos organicos e sais,
alteram a estrutura do amido em alimentos em que foi utilizado processamento térmico,

como por exemplo, a retrogradacdo do amido, que pode alterar a resposta pos-prandial[13].
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O arroz € um alimento conhecido pelo seu indice glicémico elevado quando comparado
com outros alimentos de amido[87], variando entre 60 e 200[88]. Este alimento tem uma
grande gama dos valores de indice glicémico devido as diferencas botanicas e climaticas
de pais para pais. As diferencas no teor de amilose aparente explicam as variagdes nos
valores de indice glicémico, uma vez que a amilose € digerida muito mais lentamente que a
amilopectina[88]. Tanto o indice glicémico como o amido resistente sdo importantes para
estabelecer uma relacdo na digestibilidade do amido, uma vez que o amido resistente €
digerido muito lentamente, provocando uma menor digestibilidade do amido[87]. Os
lipidos podem também ajudar a retardar a digestio do amido devido a formacdo de
complexos com as moléculas de amido, particularmente com a amilose[89]. Isto acontece
porque os complexos formados entre a amilose e os monoglicéridos saturados de cadeia
longa sdo mais resistentes a digestdo do que os complexos com 0s monoglicéridos
insaturados ou de cadeias mais curtas, sendo que arroz com elevados complexos amilose-
lipidos possuem um baixo indice glicémico[89]. A presenca de fibra dietética em alimentos
ricos em amido é relatado por reduzir a glicemia pds-prandial. A presenca de uma rede de
fibra Otica pode servir para diminuir a suscetibilidade ao ataque amilolitico, atenuando,
assim, a taxa da digestdo do amido intestinal, logo o arroz integral possui um menor indice

glicémico que o arroz branqueado[13].

2.3.4. Arrozintegral vs arroz branqueado
O arroz integral € um arroz em casca que foi descascado[46], com a remocdo do

embrido e do farelo durante o processo de branqueamento dando origem ao arroz branco,
que é o mais consumido[2]. Os grdos de arroz integral contém mais componentes
nutricionais, como as fibras dietéticas, acido fitico, vitaminas E, GABA, lignanas, inulinas,
amido resistente, esterdis e fitatos que os graos de arroz branqueado[40] [45], uma vez que
esses componentes nutricionais estdo presentes no embrido, farelo (pericarpo) e na
casca[34] [37]. Estes componentes sdo removidos pelo polidor ou branqueador[40] [37].
Apesar do elevado contetdo de componentes biofuncionais, o arroz integral ndo é
escolhido pelo consumidor, devido a sua aparéncia escura e textura dura[40] [41], sendo

estas caracteristicas atribuidas a dura camada de farelo fibroso[2].
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O arroz integral contém amilose na gama de 12-17 %, que € um pouco mais baixa
quando comparada com o arroz braqueado[89]. A quantidade de proteina é 6,6-7,3 % no
arroz integral, sendo mais baixa no arroz branqueado (6,2-6,9 %)[90].

Uma caracteristica que distingue o arroz integral do arroz branqueado é o tempo de
cozedura, que é diferente entre ambos, sendo mais elevado no arroz integral do que no
arroz branqueado[91]. O tempo requerido para 0 cozimento é determinado pela
temperatura de gelatinizacdo do amido. A temperatura de gelatinizagdo, uma propriedade
fisica do amido, é o intervalo de temperatura em que, pelo menos, 90 % dos granulos de
amido incham irreversivelmente em agua quente com perda de cristalinidade. Variedades
com elevada temperatura de gelatinizacdo tém geralmente baixo contetido de amilose[92].
O arroz integral tem um maior tempo de cozedura devido a presenca de fibra que dificulta
a entrada de agua no grdo de arroz e, por isso, demora mais tempo a gelatinizar o
amido[91].

2.4. APRESENTACAO DA EMPRESA: NOVARROZ -
PRODUTOS ALIMENTARES, S.A.

A Novarroz — Produtos Alimentares, S.A. é uma empresa familiar fundada em 1979,
localizada em Oliveira de Azeméis, representada pelo logotipo da Figura 3. Faz o
descasque, branqueamento e venda de arroz e seus subprodutos, operando 24h por dia com

um total de 63 colaboradores[1].

novarroz

S

Figura 3 - Logotipo da empresa Novarroz — Produtos Alimentares, S.A[1].

Esta empresa tem como missdo a transformacdo, comercializacdo e colocagédo no
mercado de produtos de qualidade, nomeadamente arroz, seguros do ponto de vista de
Seguranca Alimentar, e diversificados, no intuito da total satisfacdo das necessidades dos
clientes e dos consumidores. Para isto, a Novarroz — Produtos Alimentares, S.A., esta

focada nos clientes e no mercado, tem garantia da qualidade e seguranca alimentar,
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promove uma melhoria continua com critérios de qualidade, tem respeito pelo ambiente e

respeita o codigo ético e legal[1].

2.4.1. Processo industrial
O arroz chega a fabrica seco, em que a humidade deve rondar os 11 %, encontrando-

se no maximo a 14 %, valor considerado seguro nos cereais. Os camides chegam
carregados de arroz, sendo-lhes retiradas amostras que variam consoante o peso do camiéo
(Figura 4A). Ou seja, uma maquina em que aspira amostras de arroz retira-as de varios
pontos do camido e quanto mais pesado o camido for mais amostras retira de modo a obter
uma amostra representativa. Esta amostra retirada do camiao é levada para o laboratorio e
analisada do ponto de vista de controlo, seguranca e qualidade alimentar, em parametros
como a humidade, presenca de parasitas (por exemplo o gorgulho), o rendimento do grdo
de arroz e a presenca de outros cereais, como o milho. Se o0 arroz se encontrar dentro dos
parametros estabelecidos pela empresa, este é descarregado dos meios de transporte e
armazenado em silos que foram previamente limpos e desinfetados (Figura 4B). Os silos
sdo devidamente ventilados, com monitorizacdo da temperatura, humidade e, quando
necessario, com medidas de protecdo do gréo contra o ataque de pragas. Sdo feitas também
andlises a presenca de organismos geneticamente modificados, pesticidas, entre outros,

sendo estas analises efetuadas num laboratdrio certificado externo a empresa.
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Figura 4 - A) Rececdo do camido com arroz em casa, sendo neste local onde se processe a retirada de
amostra para analisar no laboratorio; B) Silos onde serdo descarregados o0 arroz em casca, se este se encontrar
de acordo com os pardmetros estabelecidos pela empresa.
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A producéo industrial inclui a transformacéo de gréos em casca conforme o consumo
humano, de acordo com o tipo de arroz comercial e com base na legislacdo aplicavel. O
arroz é submetido a processos de descasque e branqueamento, bem como a processos de
limpeza e selecdo dos grdos. A primeira etapa do processamento industrial € a limpeza do
arroz, em que tem como principal objetivo a separacdo de todos os objetos estranhos
presentes, tais como palhas, paus, pedras, entre outras coisas. Para retirar as palhas e paus,
a matéria-prima passa por uma tarara de limpeza e segue para uma depredadora, para
retirar as pedras.

Apods isto, submete-se a matéria-prima a um processo de descasque, tendo, no final
desta etapa, 0 arroz integral. O descasque é conseguido passando o arroz por dois rolos que
se movimentam em sentido contrério e a velocidades diferentes. Daqui obtém-se um
subproduto, a casca, que € vendida para produtores de animais.

Depois do descasque, os grdos de arroz sdo submetidos ao processo de
branqueamento. Este processo proporciona cor ao grdo, como € conhecido pelo
consumidor, através da retirada do farelo. Os varios tipos de grdos existentes tém
diferentes tipos de branqueamento. De seguida, 0s grdos de arroz sdo submetidos a um
polimento (Figura 5) que tem dois objetivos, retirar particulas metalicas através de imanes
e conferir brilho aos grdos. No final destas ultimas etapas, o branqueamento e polimento,
sdo obtidos grdos inteiros, partidos, as trincas, e o farelo, que é utilizado para a producéo

de racOes de animais.

Figura 5 - Maquina polidora dos gréos de arroz.

A partir deste processo, ocorre a separacdo dos gréos de arroz inteiros das trincas,
sendo estas separadas consoante a sua dimensdo em trinca midda e trinca grada (Figura

6A). A trinca pode ser posteriormente incorporada em diferentes tipos de arroz, consoante
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as dosagens estipuladas pelo Decreto-Lei n.° 63/2000 de 19 de Abril[93]. A trinca que néo
é incorporada é reutilizada para o consumo de animais. Nesta fase sdo também
selecionados os gréos que néo estdo em condigdes de serem incorporados no produto final,
como os grdos totalmente danificados, os grdos vermelhos, entre outros. Durante todo o
processo, 0s imanes permitem retirar qualquer objeto metalico presente no arroz, para
garantir a qualidade do produto final e mantém-se os elevados padrdes de seguranca e
qualidade alimentar. Depois de todos os processos finalizados, os grédos de arroz séo
armazenados em silos brancos até que se proceda ao seu embalamento (Figura 6B).

Figura 6 - A) Maquina responsavel pela separacéo da trinca do gréo inteiro; B) Silos de armazenamento do
grdo pronto a ser embalado.

Durante o embalamento do arroz, existem procedimentos que terdo que ser
controlados para que nao haja enganos, como o lote, a validade e o peso do produto final.
No final do embalamento, as embalagens sdo passadas pelo detetor de metais (Figura 7A),
para garantir que ndo contém objetos metalicos. Por altimo, as embalagens sdo
armazenadas em condicdes de temperatura e humidade controladas de modo a evitar o
desenvolvimento de certas pragas comuns no arroz, até serem transportadas para 0s

clientes (Figura 7B).
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Figura 7 - A) Maquina de detetor de metais, por onde as embalagens passam no final do embalamento; B)
Armazenamento do arroz embalado.

2.4.2. Designagdes comerciais do arroz
Existem varios tipos de arroz agrupados em vérias caracteristicas (Figura 8)[94]:

e Agulha — Arroz de grdos compridos e estreitos, depois de cozido e arrefecido a
sua textura fica mais firme. Coze com facilidade e o arroz continua solto e tem
dificuldade em absorver a 4gua de cozedura.

e Carolino — O gréo cru é longo e mais arredondado do que o arroz agulha,
depois de cozido fica com uma textura menos firme. Absorve facilmente a dgua de
cozedura, retendo todos os sabores que lhe s&o adicionados. E o arroz mais consumido
em Portugal.

e Médio — E semelhante ao arroz carolino, este tipo de arroz é distinguido do
arroz redondo pelas dimens6es do gréo.

¢ Redondo — Quando cozinhado este tipo de arroz é pegajoso.

¢ Risotto — Arroz de grdo médio que absorve bem a agua, formando uma massa
cremosa depois de cozido, é muito utilizado na culinaria Italiana.

e Basmati — Esta variedade tem origem na india e no Pasquitdo. E um arroz
aromatico de grao longo, geralmente usado em pratos indianos, sendo considerado um
arroz de elevada qualidade.

e Jasmin — Tem origem na Tailandia. E um arroz aromatico, semelhante ao
Basmati, mas com uma textura mais gomosa, sendo muito utilizado na culinaria
Chinesa.
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e Glutinoso — E um tipo de arroz de grdo curto, com origem na Asia e torna-se
pegajoso apos a cozedura.

e Arroz integral — Qualquer tipo de variedade de arroz descascado e limpo que
ndo sofreu nenhum processo de branqueamento. Este arroz é rico em fibras, vitaminas
e sais minerais, devido ao seu elevado teor de fibras tem um longo tempo de cozedura,
cerca de 30 minutos.

e Arroz vaporizado — E um arroz parcialmente fervido, ou seja, arroz em casca
ou integral que foi submerso em &gua acima dos 60 °C, seguido de gelatinizagdo
parcial do amido e secagem do arroz. O arroz sofre um pré-cozimento e 0s nutrientes
do pericarpo sao parcialmente passados para a cariopse do gréo.

e Arroz selvagem — N&o se trata na realidade de arroz, mas de sementes de uma
erva aquatica selvagem da América do Norte. Os grdos sdo longos, esguios e negros,
ricos em vitaminas do complexo B. Este tipo de arroz € muita vez utilizado em

saladas, e misturado com arroz Basmati.

d

Figura 8 — Varios tipos de arroz: A) Carolino; B) Agulha; C) Médio; D) Redondo; E) Risotto; F) Aromatico;
G) Glutinoso; H) Arroz integral; 1) Arroz vaporizado; J) Arroz selvagem.
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3. MATERIAIS E
METODOS

3.1. AMOSTRAS DE ARROZ
As amostras de arroz usadas neste trabalho encontram-se apresentadas na Tabela 2,

as amostras da subespécie indica, e na Tabela 3, as amostras da subespécie Japonica,
encontrando-se codificadas. Os cddigos destas amostras sdo diferentes dos apresentados no
relatorio de estagio de Cardoso (2013)[95], com o titulo “Caracterizacdo de diferentes
variedades de arroz — Efeito de diferentes métodos de cozedura”, de modo a néo induzir as

conclusdes em engano.

Tabela 2 - Apresentacdo da lista de amostras analisadas da subespécie indica, com o respetivo tipo, codigo e
ano de colheita.

Tipo Cadigo Subespécie | Ano
Agulha Aromatico indica1 Indica 2013
Agulha Aromatico indica2 Indica 2013
Agulha Aromatico indica3 Indica 2013
Agulha Aromatico indica4 Indica 2012

Agulha América Sul indicas Indica 2013
Agulha América Sul indica6 Indica 2013
Agulha indica7 Indica 2013
Agulha indica8 Indica 2013
Agulha Integral indica8 GOh Indica 2013
Agulha indica9 Indica 2013
Agulha indica10 Indica 2013
Agulha indica11 Indica 2013
Agulha indica12 Indica 2013
Agulha indica13 Indica 2012
Agulha Vaporizado indica14 Indica 2013
Agulha Vaporizado Integral | Indica14 Integral Indica 2013
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Tabela 3 - Apresentagdo das amostras analisadas da subespécie Jap6nica, com o respetivo cadigo, tipo e ano

de colheita.
Tipo Codigo Subespécie Ano
Carolino Japonical Japodnica 2013
Carolino Integral | Japdnical GOh | Japodnica 2013
Carolino Japonica2 Japodnica 2013
Carolino Integral | Japdnica2 GOh Japodnica 2013
Médio Japonica3 Japodnica 2013
Médio Japonicad Japodnica 2013
Médio Japonicas Japodnica 2013
Risotto Japonica6 Japodnica 2013
Risotto Japdnica7 Japénica 2013
Risotto Japonica8 Japodnica 2013
Risotto Integral Japonica8 GOh Japénica 2013
Risotto Japonica9 Japodnica 2013
Redondo Japonical0o Japodnica 2013
Redondo Integral | Japonical0 GOh | Japodnica 2013
Redondo Japonicall Japodnica 2013
3.2. DETERMINA(}AO DAS CARACTERISTICAS

BIOMETRICAS DAS AMOSTRAS DE ARROZ

A determinagdo das caracteristicas biométricas refere a determinacdo do
comprimento, largura, do racio comprimento/largura, brancura total, brancura vitrea, % de
area gessada e Kett. Estas caracteristicas, exceto o Kett, sdo determinadas recorrendo a um
aparelho AgroMay Statistic Analyzer S21, que possui um software de inspecdo visual para
os grdos de arroz (Figura 9A). Este aparelho possui um sistema digital de captura de
imagens (Figura 9B), responsével pelo envio das imagens para o software, que as analisa
individualmente. A massa de amostra para analisar, cerca de 60-70 g, foi colocada no
dispensador vertical e foi primido o botdo para capturar imagens. O sistema de vibragdo €
ligado e abre 0 mecanismo que permite passar 0s graos de arroz para a rampa. A captura de
imagens € feita usando um disparo continuo de alta velocidade a cada grdo que se move na
rampa. Apos a tiragem das imagens, estas sdo analisadas individualmente e sdo rejeitados

0S graos que se encontram sobrepostos, sendo os dados apresentados automaticamente.
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Figura 9 - Aparelho S21: A) Equipamento ligado ao computador; B) Sistema digital para a captura de
imagens.

A determinacdo do Kett é feito num aparelho Kett Eletric Laboratory, model C-300-3
(Figura 10), este aparelho mede a brancura do arroz instantaneamente. Inicialmente o
instrumento € calibrado recorrendo a uma “disquete” referencial, onde 0 valor do Kett = 0.
Apos a calibracdo, a amostra colocou-se no recipiente, fechou-se e inseriu-se no sistema. O
padrdo de cores é exibido em aproximadamente 2 segundos, dando, assim o grau de
brancura por Kett, em que os valores séo fornecidos numa gama de valores entre os 0 e

100. Assim, quanto maior for o valor de Kett maior sera a brancura do grdo de arroz

W =N

analisado.

I

\
: “—
l
'
= M

—

=

Figura 10 — Aparelho para a determinacdo do Kett.
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3.3. DETERMINACAO DO TEOR DE HUMIDADE DAS
AMOSTRAS DE ARROZ

A determinacdo da humidade foi feita usando um liofilizador VisTis — benchtop K.
Inicialmente, as amostras foram moidas, peneiradas por um peneiro de 1 mm, pesadas,
cerca de 5 g e congeladas em porta-amostras previamente pesados, para posteriormente
serem colocadas no liofilizador. Apds a liofilizacdo, estas foram pesadas e a diferenca

entre 0s pesos corresponde a humidade presente na amostra inicial.

3.4. DETERMINACAO DO TEOR DE AMIDO

3.4.1. Solugdes
Tampdo Tris-Maleato 06 M a pH 6,90 Pesou-se 4acido maélico e

tris(hidroximetil)aminoetano, de modo a que a concentracdo fique 0,6 M, e dissolveu-se
em agua destilada. Acertou-se o pH com NaOH (Hidréxido de sddio) 5 M e perfez-se a
solugdo com agua destilada.

Tampdo acetato de sodio 0,4 M a pH 4,75: Pesou-se 0 acetato de sddio anidro, de
modo a que fique com concentracdo 0,4 M, e dissolveu-se em &gua destilada. O pH da
solucdo foi acertado com uma solucdo de &cido acético 0,4 M e perfez-se a solugdo com

agua destilada.

3.4.2. Procedimento
O procedimento de amido total foi feito baseado no procedimento de Goifii, et al.

(1997)[96], mas com algumas alteracGes. As amostras de arroz foram moidas e passadas
por um peneiro de 0,500 mm. Para isso foram usadas entre 5 a 7 grdos de arroz, moidos na
totalidade, passados pelo peneiro, sendo depois pesados para tubos de rosca cerca de 25 a
35 mg de arroz moido. A isto foram adicionados 2 mL de KOH (hidréxido de potassio) 2
M e deixado a dispersar durante aproximadamente 72 h a temperatura ambiente. Apos a
dispersdo, a amostra foi neutralizada com HCI (acido cloridrico) 2 M até que o pH se
encontre proximo de 6,9, sendo de seguida adicionado 3 mL de tampé&o Tris-Maleato 0,6
M a pH 6,9 e 1 mL de a-amilase (40 mg/mL em tamp&o Tris-Maleato 0,6 M a pH 6,9 —
Sigma-Aldrich — A3176), e deixou-se a reagir durante 48 h a temperatura ambiente.

Da solucdo anterior foram retiradas aliquotas de 100 pL para eppendorfs. A estas

aliquotas adicionaram-se 1 mL de tampéo acetato de sédio 0,4 M a pH 4,75 e 21 U de
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amiloglucosidase (Sigma-Aldrich — 10115), ficando a reagir durante 24 h num banho a 60
°C. As amostras foram centrifugadas a 10000 rpm durante 1 min. A glucose foi
quantificada usando o Kit GOD-POD (Ref.: AK00161, NZTech), num leitor de
microplacas Termo Scientific — Multiskan Go, a 510 nm. A quantidade de glucose foi

analisada em triplicado e convertida em amido pelo fator de converséo 0,9.

3.5. DIGESTAO DO AMIDO PARA A DETERMINACAO DO
INDICE GLICEMICO

3.5.1. Solugdes
Tampédo HCI-KCI 25 mM a pH 1,5: Foram feitas separadamente as solu¢bes de HCI

e KCI 25 mM. O acerto do pH foi feito adicionando a solu¢do de HCI 25 mM a solucéo de
KCI 25 mM até que o pH esteja proximo de 1,5.

Tampéo Tris-Maleato 0,6 M a pH 6,9: Tampé&o preparado como em 3.4.1.

Tampdo acetato de sédio 0,4 M a pH 4,75: Tampao preparado como em 3.4.1.

3.5.2. Procedimento
O procedimento da digestdo do amido para a determinacdo do indice glicémico foi

baseado no procedimento de Goiii, et al. (1997)[96], mas com algumas alteracdes. Em
erlenmeyers de 30 mL, pesaram-se aproximadamente 50 mg, correspondendo a 2 ou 3
grdos. A estes grdos de arroz adicionaram-se 4 mL de &gua destilada e a mistura foi
colocada num banho em ebuli¢do durante 30 min. Apds este tempo, a agua foi escorrida e
os graos foram colocados num copo de plastico, ao qual foram adicionados 10 mL de
tampdo HCI-KCI 25 mM a pH 1,5. Estes foram moidos durante 2 min. no Ultra Turrax
(T25, lka werke), na velocidade 5 (21500 rpm).

Esta amostra foi novamente colocada em erlenmeyers de 30 mL e adicionaram-se
200 uL de pepsina (1g/10mL de tampédo HCI-KCI 25 mM a pH 1,5 — Riedel-de Haén -
20895) e deixou-se a reagir com agitacdo durante 1 h, num banho a 40 °C. Ap0s a digestao
com a pepsina, a solucdo foi neutralizada com NaOH 3 M até que o pH se encontre
proximo de 6,9, sendo, de seguida, adicionado tampdo Tris-Maleato 0,6 M a pH 6,9 até
perfazer o volume final de 15 mL e 5 mL de a-amilase (2,6 U em tampéo Tris-Maleato 0,6
M a pH 6,9 — Sigma A3176). Colocou-se sob agitacdo durante 3h & temperatura ambiente,

aproximadamente 20 °C.
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De 30 em 30 min., até perfazer as 3 h, foram retiradas aliquotas de 100 uL e
colocadas em eppendorfs. Estes foram colocados num banho em ebulicdo para desnaturar a
enzima durante 5 min. e apos isto, adicionou-se 1 mL de Tamp&o Acetato de Sodio 0,4 M a
pH 4,75. Apb6s a ultima aliquota retirada e o tampdo Acetato de Sodio adicionado,
adicionaram-se, também, 4,2 U de amiloglucosidase (Sigma 10115) a todos os eppendorfs
e deixou-se reagir durante 45 min, num banho a 60 °C. As amostras foram centrifugadas a
10 000 rpm durante 1 min. e a glucose foi quantificada usando o Kit GOD-POD (Ref.:
AKO00161, NZTech), num leitor de microplacas Termo Scientific — Multiskan Go, a 510
nm. A quantidade de glucose foi analisada em triplicado e convertida em amido pelo fator
de conversdo 0,9.

Para calcular os valores de indice glicémico das variedades foram efetuadas curvas
de hidrolise para cada uma das amostras. A area debaixo da curva (AUC) foi calculada por
integracdo numeérica recorrendo a regra de Simpson composta. O valor do indice de
hidrdlise (IH) obteve-se dividindo a AUC de cada amostra pela AUC da amostra padrdo, o
pdo branco fresco, multiplicando por 100 de modo obter o valor em percentagem. O indice
glicémico (1G) esperado foi entdo estimado usando 0 modelo de Gofii:

IG =39.71 + (0.549 * IH).

3.6. DETERMINACAO DO AMIDO RESISTENTE

3.6.1. Solugdes
Tampéo HCI-KCI 25 mM a pH 1,5: Tampéo preparado como em 3.5.1.

Tampdao Tris-Maleato 0,6 M a pH 6,9: Tampéao preparado como em 3.4.1.

Tampdo acetato de s6dio 0,4 M a pH 4,75: Tampdao preparado como em 3.4.1.

3.6.2. Procedimento
A determinacdo do amido resistente foi baseada no procedimento de Goiii et al.

(1996)[62] e de um kit da Megazime para a quantificacdo do amido resistente[97], mas
com algumas alteragdes. As amostras de arroz foram moidas na totalidade, com cerca de 7-
10 gréos de arroz, passadas por um peneiro de 1 mm. Foram pesadas aproximadamente
100 mg de arroz moido em tubos de rosca. Foram adicionados aos tubos 2 mL de tampéo
HCI-KCI 25 mM a pH 1,5 e 200 puL de uma solugdo de pepsina (1 g/10 mL de tampéo
HCI-KCI 25 mM a pH 1,5 — Riedel-de Haén - 20895). Deixou-se reagir durante 60 min.
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num banho a 40 °C, em agitacdo constante. Retiraram-se os tubos do banho, deixaram-se
arrefecer. Em agitacdo, adicionaram-se, aos tubos, NaOH 3 M para acertar o pH a 6,9,
Tampéo Tris-Maleato 0,6 M a pH 6,9 até ao volume final de 3 mL e 1 mL de a-amilase
(40 mg/mL em tampéo Tris-Maleato 0,6 M a pH 6,9 — Sigma-Aldrich — A3176), e deixado
a reagir durante 72 h a temperatura ambiente. Adicionaram-se 600 pL de HCI 6 M, para
que o pH fique proximo de 4,75, e 2,8 mL de tampéo acetato de sodio 0,4 M a pH 4,75 e
168 U de amiloglucosidase (Sigma-Aldrich — 10115), ficando a reagir durante 24 h num
banho a 60 °C. Os tubos foram centrifugados a 3000 rmp durante 10 min., sendo o
sobrenadante descartado e o residuo lavado com etanol 50 %. Este processo foi repetido 3
vezes de modo a garantir que o residuo esteja isente aglcares que foram digeridos e que
poderia levar a uma quantificagcdo por excesso de amido resistente.

De seguida, o residuo foi deixado a reagir com 1,2 mL de KOH 2 M, de modo a
solubilizar todo o amido que néo foi digerido pelas enzimas, durante 30 min. a temperatura
ambiente. Esta solucdo foi neutralizada com 0,907 puL de HCl 2 M e foram retiradas
aliquotas para eppendorfs de 300 pL, as quais foram adicionados 700 uL de tampé&o acetato
de sodio 0,4 M a pH 4,75 e 21 U de amiloglucosidase (Sigma-Aldrich — 10115), deixando-
se a reagir durante 24 h num banho a 60 °C. As amostras foram centrifugadas a 10 000 rpm
durante 1 min. e a glucose foi quantificada usando o Kit GOD-POD (Ref.: AK00161,
NZTech), num leitor de microplacas Termo Scientific — Multiskan Go, a 510 nm. A
quantidade de glucose foi analisada em triplicado e convertida em amido pelo fator de

conversao 0,9.

3.7. DETERMINACAO DO TEOR DE AMILOSE APARENTE

3.7.1. Solugdes
Solucdo de lodo: Pesaram-se 2g + 5 mg de iodeto de potassio, dissolveu-se em agua

destilada de forma a obter uma solucdo saturada. Adicionaram-se 200 mg + 1 mg de iodo
deixou-se a dissolver no escuro e colocou-se num baldo de 100 mL, perfazendo-se a

solugdo com agua destilada.
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3.7.2. Procedimento
A determinacdo do teor de amilose aparente foi baseada no método ISO CD

6647[98], mas com algumas alteracdes. As amostras de arroz foram moidas na totalidade e
peneiradas num peneiro de 180 nm, das quais foram pesadas 100 g + 0,5 g para tubos de
ensaio. Adicionaram-se 1 mL de etanol 96 % e 9 mL de NaOH 1 M. As amostras foram
colocadas num agitador orbital (Agitorb 200 ICP) a 180 rpm a 20 °C durante 2-3 dias.

A seguir, o0s tubos de ensaio foram tapados com parafilm, agitados com o vortex e
foram colocados num banho em ebulicdo durante 10 min. Retirou-se o parafilm e deixou-
se arrefecer as amostras. Estas foram transferidas para baldes de 100 mL e a solucdo foi
acertada com &gua destilada.

Em tubos de ensaio, foram adicionados 0,5 mL da solucdo anterior, 5 mL de &gua
destilada, 0,1 mL de &cido acético 1 M, 0,2 mL de solucdo de iodo e 4,2 mL de agua
destilada. Os tubos foram agitados no vortéx e a absorvancia foi lida num
espectrofotometro Jenway — 6405UV/Vis, a 620 nm.

Branco: Idéntico as amostras, mas foram adicionados 0,5 mL de NaOH 0,09 M na
vez da amostra.

PadrOes: Feitos com amostras de arroz com concentragdes de amilose conhecidas
(0,00; 12,10; 14,10; 14,25; 22,80 %). Estas levaram 0 mesmo tratamento que as amostras e

foram todos analisados em triplicado.

3.8. DETERMINA(;AO DO TEOR PROTEICO
As amostras de arroz foram moidas e secas usando um liofilizador VirTis — Benchtop

K, durante 72 h. ApoOs a secagem das amostras, o teor de proteina foi quantificado por
analise elementar, TruSpec 630-200-200 CNHS Analyser. A andlise elementar usa um
analisador que opera na base da combustdo dindmica da amostra. Inicialmente, a amostra €
pesada numa capsula de estanho, em que a quantidade de amostra ndo ultrapassa as 3 mg.
De seguida, a amostra é introduzida no reator de combustdo juntamente com uma
guantidade de oxigénio, essencial para a combustdo. Apds a combustdo, 0s gases
produzidos (N2, CO2, H20, SO) séo transportados por uma corrente de hélio atraves de
uma superficie de cobre no interior do reator, sendo depois separados e, finalmente,
detetados por condutividade térmica. Assim, é determinada a percentagem de carbono,

nitrogenio, hidrogéenio e enxofre existentes na amostra[99]. Este método permite
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quantificar o teor de proteina pelo teor de nitrogénio presente na amostra, através do fator
de conversdo de 5,95[100], as amostras foram analisadas em duplicado.

3.9. GERMINACAO
A germinacdo foi realizada com base o procedimento de Ohtsubo (2005)[40], mas

com algumas alteragOes. Os gréos de arroz integral foram selecionados, sendo eliminados
as trincas e os graos de arroz danificados e deformados. Estes foram pesados, mais ou
menos 10 g para cada tempo (24 h, 48 h e 72 h) e colocados nas caixas de petri respetivas.
Apds a pesagem, procedeu-se a lavagem do arroz com uma solucdo de 0,1 % de
hipoclorito de sddio durante 30 min. para remover qualquer tipo de microrganismos que
pudessem estar presentes no arroz. Passaram-se 0s grdos de arroz por agua destilada
fervida em abundancia de modo a remover todo o hipoclorito de sddio. Sendo, estes
cobertos com agua destilada fervida e deixados, assim, durante um méaximo de 72 h a
temperatura ambiente. A cada 24 h, ou seja, as 24 h, as 48 h e as 72 h, foram retiradas
amostras de arroz e colocadas a secar numa estufa com circulacao de ar a 45 °C até que as
amostras percam a maior parte da dgua absorvida, de modo a parar a germinacao, ou seja,

até que a massa seja semelhante a massa inicialmente pesada, os cerca de 10 g.

3.10. DETERMINACAO DO TEOR DE GABA

3.10.1. Solugdes
Isobutanol-HCI: Foram adicionados 270 pL de cloreto de acetilo por mL de

isobutanol seco. O isobutanol foi seco com hidreto de célcio, destilado e armazenado com
crivos moleculares de 4 A.

BHT (Butilado de hidroxitulueno): Solucdo de BHT 0,2 mg/mL em acetato de etilo
(Ref.: 442377 — 1000 mg — Sigma-Aldrich).

3.10.2. Procedimento
A determinagdo do teor de GABA foi baseada no procedimento de Coimbra et al.

(2011)[101], mas com algumas alteragGes. Este procedimento foi usado para quantificar os
teores de GABA e de &cido glutamico/glutamina. Moeram-se grdos de arroz integral e

germinado que, a seguir, foram liofilizados. Foram pesados 30-40 mg de amostra de arroz
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liofilizado em tubos proprios para usar no evaporador centrifugo (Speedvac), adicionou-se
1 mL de HCI 6 M para hidrolisar as ligacdes peptidicas dos aminoécidos. A seguir, 0s
tubos foram colocados em atmosfera de azoto e deixou-se a reagir durante 24h a 110 °C
num bloco de aquecimento (banho seco).

Apos as 24h, arrefeceram-se os tubos a temperatura ambiente e adicionaram-se 150 pL
de padrdo interno, solucdo de norleucina 5,0 umol/mL em HCI 0,1 M. Evaporou-se no
evaporador centrifugo (Speedvac), com temperatura.

Os residuos obtidos foram dissolvidos com 1 mL de HCI 0,1 M e filtrados com filtros
de 0,45 pL. Voltou-se a secar a amostra no evaporador centrifugo (Speedvac). Para o
processo da derivatizacdo, juntaram-se 200 pL da solucdo de isobutanol-HCI. Aqueceu-se
esta solucdo num bloco de aquecimento a 120 °C durante 40 min, ao fim de 10 min agitou-
se no vortex. Arrefeceu-se a temperatura ambiente e evaporou-se novamente o excesso de
solvente no evaporador centrifugo (Speedvac). Adicionaram-se 200 uL BHT (Butilado de
hidroxitulueno) em acetato de etilo. Evaporou-se outra vez o excesso de solvente no
evaporador centrifugo (Speedvac).

Juntaram-se 100 pL de anidrido heptafluorobutirico (ref.: 394912 — 5 mL — Sigma-
Aldrich) e aqueceu-se esta mistura a 150 °C durante 10min. Voltou a deixar-se arrefecer a
temperatura ambiente e a evaporar 0 excesso de reagente no evaporador centrifugo
(Speedvac). Por ultimo, foram adicionados 50 pL de acetato de etilo, para dissolver o0s
compostos anteriormente formados, tendo que ser analisado de imediato por cromatografia
de gas, uma vez que o composto que se forma é muito instavel. Para a andlise pela
cromatografia de gas injetaram-se 2 puL de amostra numa coluna DB-1 com 30 m de
comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e 0,1 mm de espessura do filme. Usou-se como
fase mével o hidrogénio.

Uma caracteristica do gas de arraste é que este deve ser inerte, ou seja, tem que ser
um gas que ndo reaja nem com a amostra nem com a fase estacionaria, ndo interferindo
assim com os resultados. No GC-FID (Cromatografo de Gas — equipado com Detetor de
ionizacdo de chama), as amostras sdo injetadas em pequenas quantidades para néo
encharcar a coluna e por intermédio de uma seringa. A amostra é arrastada pela fase movel
(gés de arraste) ao longo da coluna. E aplicado um programa em que a temperatura vai-se
alterando gradualmente, separando, assim, os diferentes compostos da mistura em analise,

0s aminoacidos. Estes compostos saem da coluna dissolvidos no gas de arraste e passam
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pelo detetor FID onde irdo sofrer pirdlise a temperatura da chama de ar, pela acdo do
hidrogénio, produzindo ides e eletrdes que conduzem eletricidade através da chama. No
detetor, o hidrogénio é misturado com gases que saem da coluna e sdo queimados numa
atmosfera de oxigénio. Os ibes produzidos conduzem uma corrente, desde a chama que
serve de elétrodo ate outro que a envolve, sendo em seguida amplificada e registada. A
altura do sinal é proporcional & quantidade de eluido que entra na chama. O detetor €
insensivel, ou fracamente sensivel, aos gases inertes[99].

A resposta do detetor é linear para a maioria dos compostos organicos e é dependente
ndo s6 da quantidade de compostos organicos na chama, mas também do numero de
atomos de carbono por molécula do composto, desde que as substancias apresentem o
mesmo tipo de atomos. Este detetor tem como vantagens a grande sensibilidade,
linearidade e pode ser utilizada uma pequena quantidade de amostra[99].

Para os padrbes, fizeram-se 4 a 5 diferentes solugdes padrdo com diferentes
concentracdes de GABA (numa gama de concentragbes entre 0,05-0,25 mg/mL) e
adicionaram-se 150 pL de padrdo interno (solucéo de norleucina 5,0 umol/mL em HCI 0,1
M) e depois derivatiza-se como descrito anteriormente.

O programa usado neste trabalho para a separacdo de aminoacidos foi o seguinte:

e Temperatura inicial a 70°C durante 1min.
e Aumento de 2°C/min até aos 170°C.

e 2%rampa sobe 16°C/min até aos 250°C.

e Permanece durante 5 min a 250°C.

A identificacdo do GABA e do Acido glutmico/Glutamina foi feita pela comparacéo
dos tempos de retencdo dos respetivos padrBes, sendo a quantificacdo destes efetuada

usando retas de calibragéo.

3.11. QUANTIFICACAO DOS ACUCARES REDUTORES

3.11.1. Solugdes
Solugcdo DNS (acido 3,5-dinitrossalicilico): Para um volume final de 100 mL, fez-se

uma solucdo de 20 mL de NaOH 2 M, com 1,6 g de Hidréxido de Sédio dissolvidos em 20
mL de &gua destilada, na qual se dissolveu 1 g de reagente DNS. Em 50 mL de agua
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destilada morna foram dissolvidos 30 g de Tartarato de sddio e potéassio. As duas solugdes

anteriores foram juntas num bal&o de 100 mL e a solucdo foi perfeita com agua destilada.

3.11.2. Procedimento
A extragdo dos acucares redutores foi baseada no procedimento de Ohtsubo

(2005)[40], e a quantificacdo foi baseada no procedimento de Miller (1959)[102], mas com
algumas alteracGes. Foram moidos gréos de arroz e passados por um peneiro de 1 mm,
pesando-se 2,5 g de arroz moido para tubos de rosca. Adicionaram-se 4 mL de etanol 80%,
sendo deixado a extrair durante 1h. Apds a extracdo, centrifugou-se a amostra a 3000 rpm
durante 10 min. e recolheu-se o sobrenadante. Do sobrenadante, foram retirados 500 uL
para tubos de ensaio e juntaram-se 500 uL de Reagente DNS. Estes foram colocados num
banho em ebulicdo durante 5min., sendo de seguida colocados num banho frio e
acrescentados 4 mL de &gua destilada, perfazendo um total de 5 mL. Os tubos foram
agitados no vortéx e sendo as amostras lidas num espectrofotdmetro Jenway —
6405UV/Vis, a uma absorvancia de 540 nm e quantificadas usando padrdes de glucose em

etanol 80 %, com concentracdes que variaram entre 0,2 e 1,0 mg/mL.

3.12. QUANTIFICAC;AO DOS COMPOSTOS FENOLICOS
SOLUVEIS
A quantificacdo dos compostos fendlicos soluveis, a parte da extracdo foi baseada no

procedimento de Lin (2011)[103] e a parte da quantificagdo foi baseada no procedimento
de Moongngarm et al. (2011)[21], mas com algumas alteragdes. Foram moidos gréos de
arroz e passados por um peneiro de 1 mm, pesando-se 2,5 g de arroz moido para tubos de
rosca e adicionando-se 4 mL de etanol 80 %, deixando-se a extrair durante 1h. Apos a
extracdo, a amostra foi centrifugada a 3000 rpm durante 10 min. e recolhido o
sobrenadante. Do sobrenadante, foram retirados 125 pl para um tubo de rosca e
adicionado 500 uL de agua destilada ¢ 125 uLL de Reagente de Folin-Ciocalteu (VWR —
31360.264). Agitou-se no vortex e deixando-se reagir durante 5 min. Acrescentaram-se 2,5
mL de Carbonato de Sddio 10 % e 1 mL de agua destilada, voltou a agitar-se e a deixou-se
a reagir, no escuro, durante 90 min. As amostras foram lidas num espectrofotometro
Jenway — 6405UV/Vis, a uma absorvancia de 760 nm e quantificadas usando padrdes de
acido galico em etanol 80%, com concentrac6es que variaram entre 50,00 e 300,00 mg/L.

38



3.13. QUAN,TIFICAC;AO DOS COMPOSTOS FENOLICOS
INSOLUVEIS

A quantificacdo dos compostos fendlicos soluveis, a parte da extracdo foi baseada no
procedimento de Lin (2011)[103] e a parte da quantificacdo foi baseada no procedimento
de Moongngarm et al. (2011)[21], mas com algumas alteragdes. Foram moidos gréos de
arroz e passados por um peneiro de 1 mm, pesando-se 0,5 g de arroz moido para tubos de
rosca e adicionados 4 mL de etanol 80 %, foi deixado a extrair durante 1h. Apos a
extragcdo, a amostra foi centrifugada a 3000 rpm durante 10 min. e descartado o
sobrenadante. Ao residuo juntaram-se 800 puL de KOH 1 M e deixado a dispersar durante a
noite. Foi centrifugado novamente a 3000 rpm durante 10 min. e recolhido o sobrenadante.
Estas amostras foram diluidas 10 vezes, ou seja, retiraram-se 100 puL do sobrenadante e
foram adicionados 900 pL de dgua destilada. Daqui foram retirados 125 pL para um tubo e
adicionados 500 pL de agua destilada e 125 uL de Reagente de Folin-Ciocalteu (VWR —
31360.264). Agitou-se no vortéx e deixou-se reagir durante 5 min. Acrescentaram-se 2,5
mL de Carbonato de Sddio 10 % e 1 mL de &gua destilada, voltou a agitar-se e a deixou-se
a reagir, no escuro, durante 90 min. As amostras foram lidas num espectrofotometro
Jenway — 6405UV/Vis, a uma absorvancia de 760 nm e foram quantificadas usando
padrbes de acido galico em KOH 0,1 M, com concentra¢Bes que variaram entre 150,00 e
750,00 mg/L.

3.14. DETERMINA(;AO DO TEMPO DE COZEDURA
A determinacdo do tempo de cozedura do arroz foi baseada no método da tese de

Sério (2012)[104], mas com algumas alteracdes. Foram usados cerca de 10 difusores para a
cozedura do arroz, nos quais foram colocadas cerca de 2 g de arroz. Foi colocado um tacho
com agua num disco de aquecimento com a temperatura no maximo. Quando a agua entrou
em ebulicdo foram colocados os difusores e 0 tempo comegou a ser contado de imediato.

O arroz foi deixado a cozer durante 10 min. ou o tempo adequado a cada variedade
analisada. Apds esse tempo, foram retirados difusores de minuto a minuto, sempre
deixando o tacho tapado. Os difusores retirados foram colocados numa tina com agua fria

cerca de 10-20 s, de modo a parar a cozedura e secos 0 maximo possivel com papel
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absorvente. Os gréos de arroz foram retirados dos difusores e espalhados por pratos
previamente identificados com o minuto de tiragem.

Depois de serem retirados todos os difusores, verificou-se a cozedura do arroz, no
qual para cada minuto retiram-se 20 gdos de arroz e colocaram-se, dispersos, numa placa
de petri. Estes foram esmagados com outra caixa de petri e contaram-se 0s graos que ainda

apresentavam nucleo (Figura 11).

Figura 11 - Fotos dos grdos de arroz: A) Gréos de arroz com nicleo; B) Gréos de arroz com o nlcleo
gelatinizado.

Para cada amostra foram realizados 3 ensaios de cozedura, onde foi calculada a
mediana dos graos gelatinizados, sendo convertida em percentagem para cada minuto de
cozedura, nas quais foram feitas 2 equaliza¢des, obtendo-se medianas equalizadas. Através
da interpolacdo polinomial, utilizando-se a adaptacdo de uma fungdo de 22 ordem das
medianas equalizadas em funcdo do tempo de cozedura onde foram calculados os valores
do tempo de cozedura necessario para que 90 % de grdos de arroz ficassem totalmente

gelatinizados[104].

3.15. ANALISE ESTATISTICA
Todas as andlises foram feitas em triplicado e os resultados encontram-se expressos

em média + desvio padrdo, encontrando-se no Anexo A, B, C e D. Estes resultados foram
analisados estatisticamente usando um software Microsoft Office Excel 2013 de modo a
verificar se existiam diferencgas significativas entre as amostras analisadas. Usou-se um

intervalo de confianga de 90 %, uma vez que o procedimento usado para quantificar o
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amido total € feito com a dispersdo do amido em KOH. Este procedimento, segundo Batey
(1982)[105], tem mais variabilidade de resultados, do que um em que use enzimas
termoestaveis, obtendo-se desvios padrdes maiores. Segundo as conclusfes deste estudo,
resolveu-se utilizar um intervalo de confianca de 90 %. Para as analises estatisticas, foram
feitas a ANOVA de modo a se saber se os resultados seriam estatisticamente diferentes e o
teste t para se descobrir essas diferencas.

Foram, também, calculadas as correlagdes, para 90 % de confianca, entre os
parametros analisados anteriormente, de modo a se perceber quais se relacionam e qual o
grédo de correlacdo. Inicialmente, fez-se uma tabela de correlagbes com todos os dados de
todas as amostras analisados (Anexo E). Os resultados obtidos das correlacBes foram

analisados ao longo da discussao.
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4. RESULTADOS E
DISCUSSAO

4.1. ASPECTOS NUTRICIONAIS DO ARROZ BRANQUEADO

4.1.1. Resultados das Caracteristicas Biométricas das amostras de arroz
Os aspetos fisicos das amostras de arroz sdo importantes de modo a perceber as

diferencas de grdos de arroz que existem e como isso pode influenciar as componentes
nutricionais presentes. Os aspetos fisicos das amostras analisadas pertencem aos
parametros de qualidade do arroz[106], ou seja, estes parametros sdo caracterizados
consoante a composicdo nutricional, caracteristicas sensoriais, a saude publica e 0s
atributos relacionados com a adequacdo do arroz para determinados processos industriais.
Por isso, a qualidade do arroz pode ser caracterizada do ponto de vista do tamanho, da
forma e da aparéncia do grdo de arroz[92]. A aparéncia é determinada, principalmente,
pela forma do gréo, sendo especificado pelo comprimento dos gréos, pela largura, pela
relacdo entre o comprimento e a largura e pela translucidez do endosperma[107]. Na
Figura 12 encontram-se os dados relativos ao comprimento, largura e o racio

comprimento/largura (C/L) dos grdos de arroz analisados.
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Figura 12 - Resultados do comprimento e da largura em mm, valores representados no eixo da esquerda, e
do racio comprimento/largura (C/L), valores apresentados no eixo da direita.

Ao se analisarem os resultados, conclui-se que as amostras Indica s3o semelhantes a
nivel de comprimento e largura do gréo, variando pouco no racio comprimento/largura. As
amostras Japonica possuem uma maior largura que as amostras Indica, mas o
comprimento diminui, exceto a amostra Japb6nica8. A variagdo do racio
comprimento/largura, dentro das amostras Japonica ndo é significativa, mas comparando
com as amostras Japonica e indica, verifica-se que as amostras indica possuem um racio
comprimento largura superior ao das amostras Japonica. Este parametro é considerado
como primeiro critério de qualidade do arroz, pois cada tipo de grdo tem as suas
carateristicas, ou seja, é dependente de cada variedade de arroz[108].

Segundo o Decreto-Lei n.° 62/2000 de 19 de Abril[93], o comprimento dos grédos tém
varias caracterizacOes, sendo caracterizados por arroz de gréo redondo, 0 arroz com graos
de comprimento inferior ou igual a 5,2 mm e a relacdo C/L inferior a 2. A amostra
Japonical0, que corresponde a variedade tipo redondo, € a uUnica amostra analisada que
possui um comprimento inferior a 5,2 mm, contudo a relacdo C/P é ligeiramente superior a
2, sendo 2,08. O arroz é caracterizado como grdos médios, aquele que possua um
comprimento que varia entre 5,2 e 6,0 mm e a sua relagdo C/L é inferior a 3. Todas as
amostras Japonicas analisadas possuem estas caracteristicas, exceto a amostra Japonical,
que possui um comprimento de 6,07, ultrapassando o limite superior estabelecido, e a
amostra Japonica8, em que o comprimento ultrapassa o limite superior, 6,75 mm, contudo
a relacdo C/L, destas amostras, encontra-se dentro desta gama. Por altimo, temos os graos
longos, que tém duas categorias. Na primeira, 0s grdos tém um comprimento superior a 6,0

mm e a relagdo C/L encontra-se entre 2 e 3. Todas as amostras Indicas e as amostras
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Japénical e Japonica8 possuem comprimentos superiores a 6,0 mm, contudo
simplesmente as amostras Japonical e Japonica8 é que tém uma relagdo C/L entre 2 e 3.
As restantes amostras, Indicas, entram na segunda categoria dos grdos longos, em que 0
comprimento é superior a 6,0 mm e a relacdo C/L € superior ou igual a 3.

Analisando as correlacGes entre os dados obtidos, percebe-se que a relacdo C/L
correlaciona-se negativamente com a largura e positivamente com o comprimento, com
uma correlacdo de -0,93 e 0,88, respetivamente. Havendo, também, uma correlacdo
moderada entre a largura e o comprimento, de -0,66, ou seja, quanto maior for a largura
menor é o comprimento dos graos de arroz analisados.

Outra carateristica de qualidade do arroz e que pertence a aparéncia do arroz
branqueado, é também dependente da brancura, da brancura vitrea e da % de area gessada
dos graos de arroz (Figura 13)[92]. A brancura total e a brancura vitrea relacionam-se com
a capacidade de producdo de arroz moido. A brancura total é influenciada pela humidade,
pragas e tempo de armazenamento. A brancura total € medida através da luz refletida na
amostra de arroz, a partir de uma fonte de luz, enquanto a brancura vitrea é a quantidade de
luz que passa através da amostra, a partir da mesma fonte de luz usada para a medicao da
brancura total. A brancura vitrea € caracterizada pelo arranjo mais cristalino e mais
compacto do amido[108]. A area gessada no arroz € causada por muitos fatores e ocorre
quando o arroz é colhido a um nivel muito elevado de humidade, sendo caracterizada pelo
arranjo mais amorfo do amido e, encontrando-se por isso mais disponivel para a atuagdo
das enzimas. As condi¢Bes climatéricas adversas e certas praticas culturais também

influenciam a quantidade de area gessada presente no grao[107].
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Figura 13 - Resultados da brancura total e da brancura vitrea, no eixo da esquerda, e a % de area gessada, no
eixo da direita, das amostras de arroz analisadas.

Pela analise dos resultados (Figura 13), percebe-se que as amostras que possuem
maior brancura total sdo as Japonicas, variando entre 126 e 148. Em relacdo a percentagem
de brancura vitrea, ndo se verifica grandes variagBes entre as amostras analisadas, exceto
na amostra Japdnical0, que se verifica que tem uma brancura vitrea de quase do dobro das
outras amostras. Verifica-se que as amostras analisadas possuem grande variacdo nesta
componente, sendo as amostras Japonica as que tém maior variacdo e uma percentagem
mais elevada. Os valores da area gessada sdao mais elevados para a subespécie Japdnica do
que para a subespécie indica, estes resultados s&o corroborados pela literatura[107].

A brancura total relaciona-se fortemente com a largura dos grdos, em 0,70. As
amostras da subespécie Japdnica sdo as que possuem maior brancura total e
comparativamente maior largura também. A brancura total também se relaciona moderada
e negativamente com o comprimento e a relacdo C/L, em -0,50 e -0,63, respetivamente.
Este resultado é corroborado com o que foi explicado anteriormente, uma vez que, neste
caso, as amostras Indica s&o as que tém menor brancura total, no entanto, possuem maiores
valores de comprimentos e relacdo C/L. A brancura vitrea também se relaciona moderada e
negativamente com o comprimento, ou seja, quanto maior for a brancura vitrea de um grao
menor é 0 seu comprimento.

A % de area gessada tem uma correlagdo muito forte com a brancura total, em 0,97.
Esta correlacdo indica que quanto maior € a % de area gessada de um grdo, maior é a sua
brancura total. Por outro lado, também se relaciona moderada e negativamente com a
relagdo C/L (-0,59) e positivamente com a largura (0,65). Pelos resultados obtidos,

percebe-se que as amostras da subespécie Japdnica sdo as que tém maior % de area
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gessada, variando entre 10 e 40, maior largura dos gréos, variando entre 2,3 e 2,8, e menor
relagdo C/L, variando entre 2,0 e 2,6.

O grau de brancura, principalmente a brancura total e a area gessada, sdo parametros
que estdo envolvidos na aceitabilidade do produto por parte do consumidor[109]. Por isso,
arroz que apresente grdos gessados costumam ser rejeitados, mesmo estes estando
presentes em pequena quantidade. Os graos que apresentam uma maior &rea gessada estao
relacionados com desordens estruturais do amido, podendo, assim, refletir-se na qualidade
de cozedura do arroz e estes tipos de grdos sdo considerados mais frageis que 0s com

menor area gessada[110]. A ultima analise relativa a aparéncia do grdo de arroz é a
determinacdo do Kett (Figura 14).
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Figura 14 - Resultados do Kett para as amostras de arroz analisadas.

Pela analise dos resultados presentes na Figura 14, percebe-se que as amostras que
possuem um menor Kett sdo indica6, indica7 e indica5, tendo valores por volta dos 37. A
amostra Japonica6 destaca-se como sendo a amostra que possui um Kett maior, cerca de
51, variando as restantes amostras entre 0s 40 e os 47 de Kett. O Kett possui uma
correlacdo forte e positiva com a brancura total e com a % de area gessada, em 0,86 e 0,77,
respetivamente. Além disso, o Kett relaciona-se moderada e negativamente com o

comprimento e com a relagdo C/L, e positivamente com a largura, em -0,53, -0,54 e 0,51,
respetivamente.
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4.1.2. Resultados do teor de humidade de amostras de arroz
4.1.2.1.0timizacdo do procedimento

As amostras de arroz moidas foram deixadas num liofilizador durante 72 h,

apresentando-se secas ao fim desse tempo. As mesmas amostras foram secas usando uma

estufa a 130 = 2 °C [111]. O processo de secagem na estufa é mais demorado do que a

liofilizacdo, uma vez que, as amostras sdo retiradas muitas vezes para serem pesadas e

demoram muito tempo a arrefecer num exsicador, ficando também limitado a quantidade

de amostra que seriam secas. Como o teor de humidade obtido foi relativamente 0 mesmo

entre os dois procedimentos (Tabela 4), aproveitou-se a secagem das amostras por

liofilizacdo para a determinacdo da proteina para também determinar a humidade das

amostras analisadas. Estas amostras ndo foram feitas em duplicado devido

aproveitamento para a quantificacdo de proteina, que s se secou uma vez.

Tabela 4 - Resultados da otimizacgéo da determinacéo da humidade.

Amostra Estufa | Liofilizador
Indica2 11,38 11,37
Indica9 12,57 12,59

Japonica3 12,30 12,27
Japonical0 12,00 11,95

4.1.2.2.Resultados do teor de humidade das amostras de arroz

ao

O teor de humidade é essencial para se proceder a determinacdo dos componentes

nutricionais do arroz em matéria seca. Os resultados do teor de humidade das amostras de

arroz encontram-se na Figura 15.
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Figura 15 - Resultados do teor de humidade presente nas amostras analisadas.

Os resultados do teor de humidade presente nas amostras analisadas estdo situadas
entre os 10 e 13 %, encontrando-se abaixo do valor maximo estabelecido para o arroz no
decreto de lei n® 63-2000 de 19 de Abril. A humidade correlaciona-se fraca e
negativamente com o comprimento e a relagédo C/L, e positivamente com a largura, tendo
correlages de -0,39, -0,45 e 0,41, respetivamente.

4.1.3. Resultados do teor de amido total
4.1.3.1.0Otimizacdo do método para a determinacdo do teor de amido

total

Inicialmente o teor de amido total foi quantificado usando o procedimento descrito
na tese de Teixeira (2012)[112], como mostra a Figura 16.
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Figura 16 - Procedimento inicialmente usado para a determinacéo do teor de amido total.

Com este procedimento obtiveram-se valores de amido total de aproximadamente de
60 % (Tabela 5), o que ficava ligeiramente abaixo dos valores relatados na literatura[8] e
os valores dos desvios padrbes estavam altos, provocando grandes erros. Sendo assim,
decidiu-se diminuir o teor de amostra colocada, passando de 100 mg para 25 a 35 mg de
amostra, aumentou-se o tempo de hidrolise da a-amilase, que passou de 16 h para 24 h,
aumentou-se, também, para o dobro (90 min.), o tempo de atuacdo da amiloglucosidase e a
quantidade de amiloglucosidase adicionada, passando das 8,4 U para as 21 U. Aumentou-
se para 21 U de amiloglucosidase, uma vez que ao se fazer os calculos de modo a se saber
quantas unidades de enzima eram necessarias para degradar todo o amido, obteve-se
aproximadamente esse valor. Com estas alteracdes percebeu-se que a diminuicdo da
quantidade de amostra permitiu um menor desvio padrdo, uma vez que diminuia os erros
de pipetagem, pois quanto maior o teor de amostra mais viscosa a solucdo se torna e mais
erros tem de pipetagem, no entanto os teores de amido continuaram com 0S MesmMos
valores, cerca de 60 % (Tabela 5). Assim, percebeu-se que a alteracdo dos tempos de
atuacdo das enzimas ndo foi suficiente para a hidrélise total do amido e, por isso, 0 amido

era quantificado por defeito, resolveu-se rejeitar este procedimento.
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Tabela 5 - Resultados do teor de amido, obtido usando o procedimento inicial, em que se recorria a
gelatinizagdo do amido, estes resultados ndo sdo apresentados em matéria seca.

5 : :
Amostra Alteracao % Amido Desv:o
total padrdo
Indica5 100 me d . | 57,93 3,06
, +a-
indica8 me ce amostra * a-amiiase 57,43 3,47
s durante a noite + amiloglucosidase
Japonical durante 45 min. 57,70 1,46
Japodnica2 60,42 1,60
Indica5 75 35 e d ; 58,96 2,11
Indica8 ~3> Mg de amostra + a-amilase 59,40 2,45
o durante 24 h + amiloglucosidase
Japonical durante 90 min. 60,48 0,83
Japonica2 61,35 0,26
Para a quantificacgdo do amido total, a metodologia usada foi baseada no

As amostras foram
moidas e peneiradas
por um peneiro de 0,5

cerca de 25-35 mg para

mm, sendo pesado
HCI
tubos de rosca

Adicionaram-se 0,2
mL de etanol 96 % e
2 mL de Tampao HCI-

25mMapH1,5

Foram retiradas aliquotas de 100
uL para eppendorfs e adicionado
1 mL de tamp3&o acetato-sodio
04MapH4,75e
amiloglucosidase em excesso. Foi
deixado a reagir durante 45 min.
a60°C

A glucose foi
quantificada usando
um kit de glucose
oxidase-peroxidase.

procedimento de Goiii (1996)[62], como mostra a Figura 17.

Os tubos foram
colocados num
banho a 100 °C
durante 20 min.

Foi adicionado KOH 2 M e foi
deixado a dispersar durante

30 min a temperatura
ambiente. De seguida, foi
neutralizado com uma

solugdo de HCI 2 M

Deixaram-se arrefecer e
depois foi adicionado 0,2
mL de pepsina e deixou-
se a reagir durante 60
min. a 40 °C.

Os tubos foram neutralizados
com NaOH 3 M e adicionou-se
2,98 mL de Tampao Tris-Maleato
0,6 MapH6,9el1mLdea-
amilase e deixou-se a reagir
durante 24 ha 20 °C

Figura 17 - Segundo procedimento testado para a quantificacdo do amido total[62].

A adicdo da pepsina faz com que a a-amilase fiqgue com uma maior disponibilidade

para degradar o amido, pois, com a proteina, o amido fica encapsulado, tornando-se
inacessivel as enzimas[62]. O mesmo acontece com 0 KOH, que € usado para dispersar e
solubilizar o amido, destruindo a sua estrutura. Com este procedimento obtiveram-se
valores de amido total entre 50 e 60 % para as mesmas amostras analisadas (Tabela 5),

sendo ainda mais baixas que no procedimento anterior, decidiu-se fazer algumas alteragdes
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a este procedimento. Voltando a analisar as mesmas amostras, aumentou-se o0 tempo de
hidrélise de a-amilase para as 72 h e da amiloglucosidase para os 90 min.

Ao serem analisados os resultados verificou-se que estes variavam dentro da mesma
gama, entre os 50 e 60 % (Tabela 6), por isso a alteracdo dos tempos de atuagdo das
enzimas usadas ndo provocou alteracGes. Resolveu-se entdo ndo se proceder a adicdo do
etanol 96 %, porque foi visto que poderia dificultar o acesso das enzimas ao amido
resistente[62], pois poderia influenciar a atuacdo das enzimas usadas[113], e alterou-se
também o tempo de atuacdo do KOH, passando de 30 min. para 24 h. Com estas
alteracdes, os resultados subiram ligeiramente, por volta dos 60 % (Tabela 6), mas
encontrando-se ainda abaixo das referéncias da literatura. Com estes resultados conclui-se
que a adicao do etanol influenciava a atuacdo das enzimas, nao voltando a ser adicionado
nas proximas alteragdes.

Decidiu-se alterar a temperatura da dispersdo do KOH, deixando-se a dispersar
durante 24 h a 4 °C, pois no procedimento da Megazime para 0 amido total[114] e para o
amido resistente[97] o KOH é usado frio. Esta alteracao voltou a dar resultados por volta
dos 60 % (Tabela 6), concluindo-se que a temperatura de atuagdo do KOH néo influenciou

0s resultados, assim, decidiu-se rejeitar este procedimento.

Tabela 6 - Resultados do teor de amido total obtidos usando o procedimento baseado no procedimento para a
quantificagdo de amido resistente, os resultados ndo sdo apresentados em matéria seca.

Amostra Alteragao % Amido Desvjo

total padrao
Indica5 | 25 - 35 mg de amostra + Etanol + 54,09 0,31
indica8 | Gelatiniza¢do (100°C) + a-amilase 57,93 0,04
Japénical (24 h) + KOH (30 min.) + 55,81 0,31
Japénica2 amiloglucosidase (45 min.) 61,16 0,35
Indica5 | 25 - 35 mg de amostra + Etanol + 55,57 0,36
indica8 | Gelatinizagdo (100°C) + a-amilase 58,60 0,44
Japénical (72 h) + KOH (30 min.) + 54,74 0,28
Japénica2 amiloglucosidase (90 min.) 62,38 0,15
Indicas N3o se adicionou o Etanol e >7,32 0,69
Im{ic'a8 colocou-se o KOH durante 24 h a 62,41 0,39
Japonical temperatura ambiente 59,93 0,06
Japonica2 60,41 0,10
Indica5 60,67 1,31
indica8 | Colocou-se o KOH durante 24 h a 57,58 1,70
Japénical 4°C 60,32 0,50
Japonica2 61,52 0,16

52



O procedimento seguinte a ser testado foi baseado no procedimento de Gofii
(1997)[96], como mostra a Figura 18.

As amostras foram moidas e
peneiradas por um peneiro
de 0,5 mm, sendo pesado

cerca de 25-35 mg para
tubos de rosca

Adicionou-se 2 mL de KOH 2
M e deixou-se a dispersar a Apos a dispersao, foi
temperatura ambiente neutralizado usando HCI 2 M
durante 24 h

Foram retiradas aliquotas de
100 pL para eppendorfs e

A glucose foi quantificada adicionado 1 mL de tampao
usando um kit de glucose acetato-sodio 0,4 M a pH 4,75
oxidase-peroxidase. e amiloglucosidase em

excesso. Foi deixado a reagir
durante 45 min. a 60 °C

Figura 18 — Terceiro procedimento usado para a quantificacdo do amido total[96].

Com este procedimento os resultados de amido total também foram cerca de 60 %
(Tabela 7). Pensou-se que s6é uma enzima pudesse ter mais dificuldade para conseguir
hidrolisar todo o amido. Decidindo-se, assim, adicionar a a-amilase. Apds o passo da
neutralizacdo com o HCI, foi adicionado Tampdo Tris-Maleato 0,6 M a pH 6,9 e a-
amilase, sendo deixado a reagir durante 24 h a 20 °C. Os resultados voltaram a ser de cerca
de 60 % (Tabela 7), ainda abaixo dos valores esperados, contudo encontram-se proximos
dos obtidos anteriormente.

Deste modo, apds a adicdo da enzima a-amilase adicionou-se etanol absoluto, pois
ajuda na extracdo dos acucares, e foi colocado num banho em ebuli¢cdo durante 20 min.
para gelatinizar o amido em falta. Os resultados do amido total com esta alteragdo deram
ainda mais baixos dos que os anteriores, dando cerca de 50 % (Tabela 6). A adicdo do
etanol poderia estar a influenciar a atuacdo da enzima amiloglucosidase, resolvendo-se
fazer o mesmo procedimento, mas sem a adi¢do do etanol absoluto. Verificou-se que o
etanol influenciou, porque os resultados voltaram aos 60 % (Tabela 6) como tinha sido

explicado anteriormente. Contudo, estes resultados ainda se encontram abaixo do esperado,
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pois ao gelatinizar o amido pode ocorrer retrogradacdo, levando & formagdo de amido

resistente.

Tabela 7 - Resultados do teor de amido usando o procedimento em que a amostra € inicialmente colocada a
dispersar com KOH, os resultados ndo sdo apresentados em matéria seca.

o : Desvi
Amostra Alteragao % Amido esv:o
total padrao
Indica5 5535 me d tra 4 KOH 59,69 0,66
p - +
indica8 me €€ amostra 61,23 0,57
. (24 h) + amiloglucosidase (45
Japonical min.) 60,80 0,61
Japonica2 58,34 0,25
Indica5 25 - 35 me d tra+ KOH 55,84 0,20
i - 35 mg de amostra +
Im{:c.a8 (24 h) + a-amilase (24 h) + 68,74 0,52
Japonical amiloglucosidase (45 min.) 60,67 1,31
Japonica2 64,88 0,47
Indica5 | 25 .35 mg de amostra + KOH 51,25 0,29
Indica8 (24 h) + a-amilase (24 h) + 51,17 2,27
Japénica1 | Etanol + gelatinizacdo (100 °C) 53,76 0,34
Japénica2 | * amiloglucosidase (45 min.) 5147 032
indica5 N dici Etanol 61,03 0,42
indicas do se adicionou o Etanol, mas 63,84 0,37
. colocou-se na mesma a
Japonical gelatinizar a 100 °C 59,57 0,68
Japonica2 59,61 0,64

Ao serem analisados todos os resultados, decidiu-se experimentar prolongar mais
tempo, tanto a hidrolise com as enzimas como a dispersao feita com 0 KOH. O KOH foi
deixado a dispersar durante 72 h, a a-amilase foi deixada a reagir durante 48 h e a
amiloglucosidade durante 24 h. Com estas alteracGes, o teor de amido total deu valores
entre 0s 60 e 71 % (Figura 19), o que em matéria seca deu entre os 70 e 81 %, dentro dos

valores estabelecidos pela literatura.

4.1.3.2.Resultados do teor de amido total de amostras de arroz

O amido é o principal constituinte dos grios de arroz. E um hidrato de carbono que
consiste num largo nimero de unidades de glucose ligadas por ligacdes glicosidicas[8].
Neste procedimento procede-se, primeiramente, a dispersdo do amido com hidroxido de
potassio 2 M, que permite desorganizar as estruturas cristalinas do amido, permitindo a
atuacdo das enzimas. Esta dispersao feita com o hidroxido de potassio s6 é eficaz quando
deixado muitas horas, de modo a permitir que este chegue a toda a quantidade de arroz
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moido colocado nos tubos de rosca, por isso foi deixado a dispersar pelo menos 72 h. A
quebra das ligacBes glicosidicas foi feita pelo uso de enzimas, a a-amilase, que quebra
ligagbes a(1->4), e a amiloglucosidase, que para além de quebrar as ligagdes a(1->4),
também quebra as ligagbes a(1->6)[115], libertando monossacarideos de glucose, que
foram quantificados usando o Kit GOD-POD (Ref.: AK00161, NZTech). A a-amilase €
uma enzima endogena, quebrando o amido em polissacarideos de cadeia curta e dextrinas,
ficando, estes, mais disponiveis para a atuacdo da amiloglucosidase, que € uma enzima

exogena[115]. Os resultados de amido total das amostras analisadas encontram-se na
Figura 18, sdo apresentados em % de matéria seca.
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Figura 19 - Resultados da % do teor de amido total das amostras analisadas, apresentado em matéria seca.

Analisando os resultados, apresentados na Figura 19, percebe-se que as amostras de
arroz que possuem menor teor de amido total sdo o indica5, Japonicall, Japénica 9 e
indical2, apresentando valores entre 70 e 73 % em matéria seca. Os que contém maior teor
de amido total sdo o Japonica3, indica4, indica2 e Japonica5, apresentando valores que
variam entre 79 e 82 % em matéria seca. As amostras analisadas apresentam diferencas
estatisticas com um p>0,10. Estes valores de % de amido total encontram-se dentro dos
valores da literatura, pois variam entre 70 e 82 % e a literatura diz que o teor de amido total
é cerca 75 %[8]. O teor de amido total correlaciona-se fraca e negativamente com o
comprimento e a relagcdo C/L, e positivamente com o Kett, em -0,36, -0,35 e 0,36,

respetivamente. Deste modo, o teor de amido total aumenta com a diminui¢do do
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comprimento e da relagdo C/L, verificando-se que as amostras Japénicas, no seu todo,
possuem maior teor de amido e menor comprimento e relagdo C/L, e aumenta com o

aumento do Kett. As amostras que possuem maior Kett sdo as da subespécie Japonica.

4.1.4. Resultados do Indice Glicémico de amostra de arroz
4.1.4.1.0timizacdo do procedimento

O procedimento inicial, Figura 20, baseado no procedimento de Gofii et al.
(1997)[96], utilizava a temperatura de 37 °C para a atuacdo da enzima a-amilase, a mesma
a-amilase utilizada neste relatorio de estagio. Ao serem lidas as especificacfes desta
enzima, a temperatura 6tima de atuacédo € de 20 °C e o pH 6timo é 6,9, por isso foi alterada

a temperatura da enzima.

Ap0s a cozedura dos graos,
é escorrida a dgua e
adicionado 10 mL de

Foram pesados para erlenmeyres

de 30 mL cerca de 50 mg de graos

de arroz. Foi adicionado 4 mL de

agua destilada e colocado num

banho em ebuligdo durante 30
min.

ApOs retirar os tempos
todos, foi adicionado 1 mL
de tamp3@o acetato de sddio
e 4,2 U de amiloglucosidase.
Deixando-se a reagir
durante 45 min. a 60 °C

A glucose foi
quantificada usando

um kit de glucose
oxidase-peroxidase.

tampao HCI-KCI 25 mM a
pH 1,5. As amostras sdo
moidas no UltraTurrax a
uma velocidade 5 durante
2 min.

A cada 30 min. foram retiradas
aliquotas de 100 pL e colocados
numa banho em ebulicao
durante 5 min.

Foi adicionado 0,2
mL de pepsina e

deixado a reagir
durante 1ha 40 °C

Deixaram-se arrefecer e
foi adicionado 15 mL de
tampao Tris-Maleato 0,6
MapH6,9e5mLde a-
amilase 2,6 U, deixado a
reagir durante 3h.

Figura 20 - Procedimento inicialmente usado para a determinagéo do indice Glicémico[96].

Outra alteracdo em relacdo ao procedimento inicial, é a adicdo de NaOH 3 M, uma
vez que ao ser medido o pH das solugdes, o tampéo Tris-Maleato 0,6 M a pH 6,9 ndo era
capaz de tamponizar a amostra de modo a que o pH ficasse proximo de 6,9. A adi¢do do
NaOH 3 M é meramente para que a solucdo fique com um pH préximo de 6,9 e assim a

enzima ja esta proximo do seu pH 6timo.
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4.1.4.2.Valores de Indice Glicémico de amostras de arroz

A capacidade do amido ser convertido em glucose pode ser representada pelo indice
Glicémico[39]. Para se calcular o indice glicémico é necessario, primeiramente, fazer uma
curva de hidrolise do amido para cada amostra, na Figura 21, que corresponde a
percentagem de amido hidrolisado em cada tipo de arroz. Esta curva de hidrolise do amido
permite estabelecer uma relacdo com o que acontece in vitro[96]. Obtiveram-se as curvas
de hidrélise das 26 amostras fornecidas pela empresa. As amostras que obtiveram curvas
de hidrélise mais baixas (Figura 21A), atingiu um maximo de cerca de 80 %, para as
amostras de hidrdlise mais elevadas, chegaram a atingir cerca de 100 % de hidrélise de
amido (Figura 21B). Estes resultados sdo concordantes, uma vez que 0 arroz possui uma
boa digestibilidade[9].

Japénicad Japonica5s
o 100 o 100
T 80 T 8o
s 60 s 60
o
2 40 2 40
_.8 20 § 20
E
E 0 = 0
® 0 30 60 90 120 150 180 ® 0 30 60 90 120 150 180
A) Tempo (minutos) B) Tempo (minutos)

Figura 21 - Curva de hidrélise de uma amostra com baixo indice glicémico (A) e outra com elevado indice
glicémico (B), Japdnicad e Japonicab, respetivamente, ou seja é a percentagem de amido hidrolisado durante
as 3h de hidrolise analisadas.

As curvas de hidrolise sdo comparadas com as curvas de hidrdlise do pdo branco
fresco, que obteve um méximo de hidrélise de cerca de 68 %, como mostra a Figura 22. As
referéncias encontradas mostram uma % de hidrélise de amido para o pdo branco fresco de
cerca de 50 %. O resultado obtido encontra-se ligeiramente acima do valor obtido na
literatura, podendo estar relacionado com o tipo e quantidade de farinha usada e das
condicBes de cozedura durante o fabrico do pdo branco[96]. Outra razdo para a hidrdlise do
pdo branco ter dado ligeiramente acima do referenciado na literatura, é o facto da enzima
a-amilase ter sido colocada a hidrolisar a 37 °C, enquanto a sua temperatura Otima
encontra-se aos 20 °C.

Depois das curvas calculadas para cada amostra procede-se ao célculo do indice

glicémico para as amostras de arroz tendo em conta 0 modelo de Gofii, explicado
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anteriormente. Os resultados de indice Glicémico das amostras analisadas encontram-se na
Figura 23.

Pao Branco Fresco
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% Amido hidrolisado

0 30 60 90 120 150 180
Tempo (minutos)

Figura 22 - Curva de hidrolise de pao branco fresco, com um maximo de hidrélise de 68 % de amido
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Figura 23 - Resultado do indice Glicémico das amostras analisadas.

Analisandos os resultados, apresentados na Figura 23, pode concluir-se que a
amostra que possui menor indice glicémico é a amostra Japdnical0O, destacando-se das
restantes amostras analisadas com um teor de indice glicémico de 88. Este valor de indice
glicémico esta abaixo do valor obtido para o pdo (94,61). As restantes amostras com baixo
indice glicémico sdo as Indical4 Integral, indica2, indicall e indical, tendo valores de
indice glicémico que variam entre 100 a 106. As amostras que possuem um valor de indice

Glicémico mais elevado sdo Indica5, Japénica9, Japdnica5 e Japonica2, tendo valores que
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variam entre 114 e 118. As amostras analisadas apresentam diferencas estatisticas com um
p>0,10. Estes resultados apresentam-se dentro dos valores da literatura (60-200). Varios
fatores afetam o indice glicémico, como a informacgdo genética dos grdos e as condigdes
climatéricas a que foram sujeitos[88].

Foram analisadas duas amostras comerciais que sdo estabelecidas como amostras
com baixo indice glicémico, sendo Indica4 e indical3, com valores de indice glicémico de
106 e 109, respetivamente. Assim, todos os resultados obtidos que se encontram abaixo
destes valores sdo consideradas amostras com baixo indice glicémico, e as amostra que se
encontram acima destes valores sdo consideradas amostras com alto indice glicémico.
Comparando os valores de indice glicémico destas amostras e das amostras analisadas,
percebe-se que as amostras estabelecidas como amostra de baixo indice glicémico estdo de
acordo com os padrdes comerciais, sendo as indicadas para pacientes que sofrem de
diabetes mellitus tipo Il. No arroz com indice glicémico elevado, como o amido é
convertido em glucose no sangue muito rapidamente, correspondendo a amido de absorgéo
rapida, € indesejavel para paciente que sofram de diabetes mellitus tipo 11[39]. As amostras
de arroz que mostram um Indice Glicémico mais elevado, indica5, Jap6nica9, Japdnica5 e
Japonica2, ndo devem ser consumidas por este tipo de pacientes, uma vez que o amido é
de absorcdo rapida e os niveis de glucose subem muito e rapidamente, seguindo-se de uma
descida rapida, mesmo abaixo dos niveis basais. Assim, as amostras com baixo indice
glicémico sdo mais adequadas, pois possuem amido de absorcdo lenta, que tem um efeito
estabilizante e de sustentacao dos niveis de glucose no sangue[10].

O indice glicémico possui uma correlacdo muito forte e negativa com a brancura
vitrea, em -0,82, indicando que quanto maior for o indice glicémico menor sera a brancura
vitrea do arroz analisado. Quanto mais organizado se encontra o amido, maior teor de
brancura vitrea, este torna-se mais resistente a acdo das enzimas, levando a um menor
indice glicémico. Para além de se correlacionar com a brancura vitrea também se
correlaciona moderada e positivamente com a largura do grdo de arroz, em 0,42. Esta
correlacdo indica que quanto maior for o indice glicémico maior ser4 a largura. Por
exemplo, a amostra Japonica8 possui uma largura medianamente alta, quando comparada
com as restantes amostras e possui um indice glicémico também medianamente alto,

comprovando estes resultados.
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4.1.5. Resultados do amido resistente de amostras de arroz
4.1.5.1.0Otimizacdo do procedimento

A diferenca da quantificacdo do amido total para o amido resistente é a remog¢édo do
amido digerivel. O teor de amido resistente descrito na literatura varia entre 0s 5 e 10 %
em matéria seca[62]. Inicialmente, o procedimento para a determinacdo do amido
resistente era baseado unicamente no procedimento de Gofii et al. (1996)[62], como est4

apresentado na Figura 24.

As'amostras fgram Foi adicionado: 2 mL Foi adicionadp NaOH 3 M de modo
moidas e peneiradas de tampio HCI-KCl 25 a que o pH fique préximo de 6,9 e
por um peneiro de 1 mMapH 1,5 0,2 2,98 mL de tamp3do Tris-Maleato

mm, sendo pesado 4 ' 0,6 M apH 6,9 e 1 mL de a-amilase
cerca de 100 mg para 40 mg/mL, deixado a reagir

mL de pepsina,
deixando-se a reagir

tubos de rosca. durante 1h a 40 °C. durante 24h a temperatura
ambiente.
Foram retiradas aliquotas de x O residuo foi colocado
300 L, 700 pL de tampdo a dispersar com KOH 2 7 - " o

acetato de sédio 0,4 M a pH M durante 30 min. e Depois da a-amilase reagir, as
4,75 e amiloglucosidase em depois adicionado HCI amostras foram centrlfugagas

excesso, deixando-se a reagir de modo a neutralizar a 3000 rpm durante 10 min.

durante 45 min. a 60 °C. 0 pH para préximo de na qu'al o sobrenad~ante foi
4.75. aproveitado para baldes de 20

mL e o residuo lavado com 2,5
mL de agua destilada. Este
passo foi repetido pelo menos

L 3 vezes. Y,

Foram retiradas aliquotas

de 300 pL e adicionado 700 O sobrenadante foi
colocado em

A glucose foi

quantificada KL de tampdo acetato de 4
usando um kit de s6dio 0,4 MapH4,75e balSes de 20 mL e
glucose oxidase- amiloglucosidase em perfeita 3150|U§30
peroxidase. excesso, deixando-se a com _agua
reagir durante 45 min. a 60 destilada

C

Figura 24 - Procedimento inicial usado para a quantificacdo do amido resistente e do amido digerivel,
baseado no procedimento de Gofii et al. (1996)[62].

Os valores de amido resistente, obtidos através do procedimento apresentado na
Figura 24, deram entre 17 e 25 % e os valores de amido digerivel entre 25 e 35 % (Tabela
8). Percebeu-se que o amido resistente ficou contaminado com amido digerivel, logo a a-
amilase ndo estava a degradar o amido suficiente, aumentando-se o tempo de atuacédo da a-
amilase para as 72 h. O teor de amido digerivel também néo estava na sua totalidade uma
vez que a soma do amido digerivel com o amido resistente deu entre 44 e 54 % (Tabela 8),
valores que deveriam rondar os 60 — 75 %, correspondente ao teor de amido total. No
entanto, para a quantificacdo do amido digerivel ha bastantes perdas, uma vez que ao se
retirar 0 sobrenadante com pipetas de Pasteur, fica sempre restos nas pipetas, mesmo que

sejam bem lavadas, e o residuo néo fica colado ao fundo do tubo, sendo dificil a remocao
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total do sobrenadante. Por isso, ndo se esperava quantificar o amido digerivel na sua
totalidade.

Uma das alteragdes feitas a este procedimento foi 0 aumento do tempo de atuacéo da
a-amilase e o teor de amostra inicial, passando-se para os 25 a 35 mg de amostra inicial.
Com estas alteragdes obtiveram-se teores de amido total de 5 % e de amido digerivel de 55
% (Tabela 8), sendo que a soma destes dois valores correspondendo a cerca de 60 %,
préximo dos valores de amido total, mas ainda ligeiramente abaixo, 0 que indica que o
amido digerivel ainda ndo estaria a ser quantificado na sua totalidade. Com estes resultados
supde-se que o KOH ndo estaria a dispersar todo o amido ainda presente, por isso
aumentou-se o tempo de atuacdo do KOH para as 24 h. Os resultados com esta alteragao
deram 0s mesmos que anteriormente, embora o teor de amido resistente tendo dado mais
elevado, indicando que ficou contaminado com amido digerivel (Tabela 8). Estes
resultados mostram que o KOH néo precisa de mais de 30 min. para dispersar o amido

restante presente no residuo.

Tabela 8 - Resultados da otimizacdo do procedimento para a quantificacdo do amido resistente e digerivel,
baseado no procedimento de Goiii.

% Amido | Desvio | % Amido | Desvio

Cadigo Alteracao Resistente | padrao | Digerivel | padrao
Indica5 | 100 mg de amostra + a-amilase (24 h) 21,43 1,43 34,83 0,98
indica8 + centrifugacdo + lavagens com agua 16,97 1,92 30,83 1,18
Japénical| destilada + residuo e sobrenadante 21,33 0,61 23,15 0,81
Japénica2 com amiloglucosidase (45 min.) 25,38 2,52 27,40 0,79
indica5 _ 4,82 0,05 56,27 0,42
indicas Alterou-se a quantidade de amost[a 5,46 0,02 55 48 0,25
. para 25 - 35 mg e o tempo de reagao
Japonical da a-amilase para 72 h 3,81 0,03 45,05 0,02
Japonica2 4,14 0,04 42,51 0,16
indica5 21,61 0,21 42,79 0,41
indica8 | Alterou-se o tempo de dispersdo com 19,16 0,14 38,29 0,44
Japénicai 0 KOH para 24 h 18,16 0,11 38,87 0,27
Japonica2 19,90 0,11 26,70 0,52

Ao ser lida a ficha técnica para a quantificacdo do amido resistente da
Megazyme[97], percebeu-se que certos passos poderiam ser acrescentados a este
procedimento. A seguir a atuacdo da a-amilase foi adicionado um passo em que se
neutraliza a solu¢cdo com HCI, adiciona-se tampéo acetato de sodio e amiloglucosidade e

deixou-se a reagir durante aproximadamente 24 h a 60 °C. A reacdo com a
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amiloglucosidase faz com que se formem glucoses, que possuem um peso molecular mais
baixo que os oligossacarideos e as dextrinas, que sdo obtidas quando o amido é degradado
simplesmente pela a-amilase. A adicdo deste passo, facilita o processo da centrifugacao e,
assim, separacdo do amido digerivel do amido resistente, uma vez que poderiam haver
dextrinas longas que ficariam no residuo, contaminando o teor de amido resistente. Apos a
reacdo com a amiloglucosidase, as amostras sdo centrifugadas, e o residuo é lavado com
etanol 50 %, repetindo-se o processo 3 vezes. A lavagem com o etanol permite que o
sobrenadante se separe do residuo sem quase provocar perturbacdes no mesmo, sendo
possivel a sua remocdo vertendo o tubo. Esta alteracdo ao procedimento permitiu
quantificar o teor de amido resistente, encontrando-se dentro dos valores esperados (Tabela
9), no entanto, obteve-se um desvio padrdo muito elevado. Para diminuir o desvio padrdo
decidiu-se aumentar o teor de amostra inicial. O teor de amido digerivel encontrava-se

abaixo do esperado (Tabela 9).

Tabela 9 - Resultados do teor de amido resistente e amido digerivel obtidos a partir do procedimento do kit
da Megazyme para a quantificacdo de amido resistente.

% Amido | Desvio | % Amido | Desvio
Resistente | padrao | Digerivel | padrao

Indica5 | 25-35 mg de amostra + a-amilase (24 h) + 2,69 0,40 49,53 1,47
indica8 | amiloglucosidase (24 h) + centrifugagdo + 7,49 2,23 41,78 0,77

Japénical lavagens com etanol + residuo e 2,69 0,17 | 49,53 0,44
Japénica2 | sobrenadante com amiloglucosidase (24 h) 4,58 1,13 49,64 1,67

Cadigo Alteragao

Decidiu-se ndo quantificar o amido digerivel das amostras porque este estava a ser
quantificado por defeito, uma vez que a soma do amido digerivel com o amido resistente
ndo dava o mesmo valor que no amido total. Contudo, o uso desta pequena quantidade de
amostra provocava um aumento no desvio padrdo e consequentemente um aumento no erro
de guantificacdo, por isso, decidiu-se voltar a aumentar o teor de amostra para 100 mg.
Esta alteragdo permitiu quantificar o amido resistente com menores erros e o0s resultados

encontravam-se dentro dos valores da literatura (Figura 25).

4.1.5.2.Valores de amido resistente de amostras de arroz

O amido resistente é caracterizado pelos produtos da degradacdo do amido que néo
sdo absorvidos no intestino delgado de individuos saudaveis. A quantificagdo do amido

resistente € importante devido aos efeitos que este possa provocar na saude[62]. Os
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resultados de amido resistente encontram-se na Figura 25, apresentado em valores de
matéria seca.
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Figura 25 - Resultados do teor de amido resistente, apresentado em % de matéria seca.

As amostras em que o teor de amido resistente se encontra mais baixo sdo indica5,
Japoénicab, Japonica? e indical, tendo valores que variam entre 1,4 e 5,0 % em matéria
seca. As amostras que possuem um teor de amido resistente mais elevado sdo Indicas8,
indica9, Japonica8 e indica6, nas quais os valores encontram-se entre os 7,4 e 10,0 % em
matéria seca. As amostras analisadas apresentam diferencas estatisticas com um p>0,10.
Segundo Jaisut et al. (2008)[89], o0 arroz que possui elevados complexos amilose-lipidos e
amido resistente, apresenta baixos valores de indice glicémico. Comparando os valores de
amido resistente com os de indice glicémico, percebe-se que, por exemplo, as amostras
indica5 e Japonica 5 sdo as que apresentam valores de indice glicémico mais elevadas,
quando comparado com o baixo valor de amido resistente. O contrario ndo se verifica,
porque as amostras indica8 e indica9, que s&o aquelas que apresentam maior teor de amido
resistente, no entanto nao apresentam menor indice glicémico. As amostras com indice
glicémico mais baixo possuem teores medianos de amido resistente, indo contra ao que €
encontrado na literatura. Os resultados da literatura indicam que amostras com elevado
indice glicémico possuem pouco amido resistente, uma vez que o amido se encontra mais
indisponivel para hidrolise[87].

As correlagdes do amido resistente foram analisadas em matéria seca e no amido
total, obtendo-se semelhantes valores para ambas. Contudo, o amido resistente unicamente

possui correlagbes muito fracas ou inexistentes com o0s pardmetros analisados
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anteriormente, sendo a correlagdo mais alta com o comprimento de cerca 0,27 e 0,24, em
matéria seca e no amido total, respetivamente. Este valor de correlacdo ndo permite
estabelecer qualquer tipo de concluséo. Seria de esperar que se obtivesse uma correlagéo
negativa entre o amido resistente e o indice glicémico, uma vez que quando este aumenta,
0 indice glicémico diminui, como no estudo feito por Hu et al. (2004)[87]. Apesar de
apresentar um valor de correlagdo negativo (-0,11), este ndo possui importancia de modo

conclusivo. Provavelmente necessitaria de uma maior amostragem para se poder observar
esta correlacéo.

4.1.6. Resultados do teor de amilose aparente de amostras de arroz
O teor de amilose aparente é importante, uma vez que tem um impacto na textura do

arroz cozido e nas propriedades funcionais do amido de arroz[58]. Estudos indicam que ha
uma relacdo entre o teor de amilose e o indice glicémico, sendo as amostras com elevado
teor de amilose as que apresentam um indice glicémico mais baixo. Isto acontece devido
aos complexos formados entre a amilose e os monoglicéridos saturados de cadeia longa
que sdo resistentes a digestdo[89]. Os resultados do teor de amilose aparente das amostras

de arroz analisadas apresentam-se na Figura 26, expressos em % de matéria seca.
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Figura 26 - Resultados da % de amilose aparente de cada amostra, em matéria seca.

Pela analise dos resultados, conclui-se que as amostras que contém menor teor de
amilose aparente sdo Japodnica7, indica7, Japonica8 e indica2, tendo valores que variam
entre 10 e 13 % em matéria seca. As amostras com teor de amilose aparente mais elevada

s&o todas amostras indica, ou seja, indica6, indica5, indical0 e indica8, com valores que
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variam entre 25 e 26 % em matéria seca. As amostras analisadas apresentam diferencas
estatisticas com um p>0,10. Estas amostras de arroz podem ser classificas consoante o teor
de amilose aparente, como glutinoso, muito baixo, baixo, médio e alto seguindo a ordem
da Tabela 10.

Tabela 10 - Atribuicdo da classificagdo consoante o teor de amilose aparente as amostras analisadas.

Gama de teor de amilose | Classificagdo | Amostra analisada

0-3% Glutinoso -

3-12% Muito Baixo Japonica7

Indica7
Japonica8
Indica2
Japonica3
Japonica2
Japdnical0
Japdnica6
Japonica4
Japonicas
Japonical
indica9
Indica1
indica8
Indica10
indicas
indica6

12-20% Baixo

20-25% Médio

25-33% Alto

Como se pode ver na Tabela 10, as amostras que pertencem a espécie Japonica sao
as que apresentam menores teores de amilose aparente, enquanto as amostras indica s3o as
que possuem um maior teor de amilose aparente. Estes resultados estdo de acordo com 0s
obtidos por Koutroubas et al. (2004)[107]. Segundo Singh (2000)[92], o contelddo de
amilose corresponde negativamente com a textura do arroz, tais como a coesividade e a
tenrura, a cor e o brilho do arroz cozido. Assim, gréos de arroz com baixa amilose, quando
cozinhados, sdo humidos e pegajosos. O arroz da espécie Japdnica é conhecido como um
arroz himido e pegajoso quando cozinhado[116], o que corrobora o que foi dito por Singh
(2000).

As preferéncias dos consumidores em relagdo a cozinhar, comer e a qualidade de

processamento sdo volateis durante o tempo e diferem muito de pais para pais. Este estudo,
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devido & diversidade de resultados obtidos para o teor de amilose, permite oferecer
oportunidades a empresa de direcionar as matérias-primas consoante as necessidades do
consumidor.

As correlacdes da amilose aparente foram analisadas em matéria seca e no amido
total, obtendo-se semelhantes valores para ambas. Assim, a amilose aparente
correlacionou-se moderada e positivamente com a relagcdo C/L, em 0,63, e negativamente
com a largura, em -0,66. A amilose aparente também se correlaciona fraca e positivamente
com o0 comprimento e negativamente com a brancura total, em 0,47 e -0,45,
respetivamente. Estes resultados indicam que quanto maior for o teor de amilose aparente
maior sera o comprimento e a relacdo C/L e menor serd a largura e a brancura total do gréo
de arroz. Contudo, obtém-se correlacdo entre o teor de amilose aparente e o amido total,

em -0,37, uma correlacdo baixa, indicando que quanto maior o teor de amilose menor seré
o teor de amido total.

4.1.7. Resultados do teor de proteina nas amostras de arroz
As proteinas sdo componentes importantes de todas as células vivas, uma vez que

executam funcBes bioldgicas[63]. A qualidade nutricional do arroz é determinada
principalmente pelo teor de proteina, uma vez que é de particular importancia para a satde
de pessoas que recorrem ao arroz como fonte maioritaria de alimento[107]. Os resultados

do teor de proteina nas amostras de arroz analisadas encontram-se na Figura 27.

15,00
a
" a a a
g 10,00 b I b T ab by b—ah
r
% S0 c T - c c T I c I bjc
- I == = -
o
R 5,00
0,00
~ oo~ o o~ o N [~
T 3 B E R B EaT¥ B YRR RS
S 8 8 8 8 2 8 3 8 8 8 8 8 8 8 8 37
T T T T 8 &£ 8 8 8 8 2 8 8 8 &
_S 5 -S. -5. 5 5 -5. "g \g- \g. \g- \g- \g- \g- \g- ‘g- ~§
= §F & 8 5B 8 B & o
T T T _E

Figura 27 - Resultados do teor de proteina nas amostras de arroz analisadas, em % de matéria seca.
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Pela analise dos resultados, as amostras de arroz que contém menor teor de proteina
s&o Japonica6, Indica7, Japonica3 e indica6, com valores que variam entre 6,9 e 7,4 % em
matéria seca. As amostras de arroz que contém maior teor de proteina sdo indical, indica5,
Japonicas e indica9, variando entre 9,8 e 11 % em matéria seca. As amostras analisadas
apresentam diferencas estatisticas com um p>0,10. Segundo Ohtsubo et al. (1993)[117], o
arroz com elevado teor de proteina, quando cozinhado, tende a ser mais duro e ndo
pegajoso, tornando-se um gréo cozido solto. Segundo Koutroubas et al. (2004)[107], o teor
de proteina é mais elevado nas amostras Indicas, que nas amostras Japonicas, contudo isso
ndo se verifica neste estudo. O teor de proteina é afetado pela localizacdo, adubacéo
nitrogenada, gestdo de agua e controle de plantas daninhas durante o crescimento da
planta. A melhoria do teor de proteina pode ser feito através da criacdo de culturas de alta
proteina ou através de manipulacdo do ambiente e praticas culturais[107].

Analisando as correlacGes obtidas entre o teor proteico e 0s restantes parametros
analisados anteriormente, percebe-se que estas sdo unicamente baixas, sendo correlagdes
negativas com a largura, e positivas com o comprimento, a relacdo C/L e o teor de amilose,
em -0,38, 0,41, 0,48 e 0,34, respetivamente. Estes resultados demonstram que o teor de
proteina aumenta com a diminuicdo da largura dos grdos e com o0 aumento do
comprimento, da relagdo C/L e do teor de amilose aparente. Nas amostras analisadas, séo
as da subespécie Indica que possuem maior comprimento, maior relagdo C/L, maior teor
de amilose aparente e também sdo as que apresentam, com algumas excecdes, maior teor
de proteina. No entanto, ndo se encontra estudos em que se observe uma correlacao entre o

teor proteico e o teor de amilose aparente.

4.1.8. Correlagdes entre os parametros analisados anteriormente
Devido a pouca existéncia de correlacGes fortes, decidiu-se dividir as amostras em

indicas e Japonicas e analisar, assim, as correlacdes. Calculando as correlagdes para todos
os pardmetros analisados mas usando, unicamente as amostras indica (Tabela 11),

obtiveram-se correlagcdes mais altas.
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Tabela 11 - Resultados das correlagdes obtidas para as amostras indica analisadas.

A relacdo C/L correlaciona-se forte e positivamente com a proteina, em 0,71. Este

resultado indica que a relacdo C/L aumenta com o aumento do comprimento dos graos de
arroz e com o teor de proteina, e com a diminuicdo da largura dos grdos de arroz. No
entanto, correlaciona-se moderada e negativamente com a brancura vitrea, em -0,53, e
fraca e negativamente com a humidade e com a amido resistente, em -0,30 e -0,47. Estes
dados indicam que quando a relagdo C/L aumenta, o teor de brancura vitrea do grdo de
arroz diminui, a correlagdo com a humidade e o amido resistente é fraca, ndo dando uma
conclusdo muito importante.

A brancura total das amostras indica tem uma correlagdo muito forte com o Kett,
0,90, e como Kett corresponde a brancura do grdo, esta correlagdo comprova que oS

resultados se encontram concordantes. Este parametro também se correlaciona fortemente
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com a brancura vitrea e a % de &rea gessada, em 0,86 e 0,89, respetivamente, uma vez que
com o aumento da brancura total também aumenta a brancura vitrea e a % de area gessada
nas amostras. Para as amostras indica, a brancura total correlaciona-se modera e
positivamente com o amido total e com o amido resistente, e negativamente com o indice
glicémico, em 0,59, 0,61 e -0,61, respetivamente. Assim, as amostras Indicas que
apresentam uma brancura total elevado, apresentam, também um amido total alto e um alto
teor de amido resistente, no entanto apresentam baixo indice glicémico.

A brancura vitrea correlaciona-se forte e negativamente com o comprimento, e
positivamente com o Kett, em -0,83 e 0,88, respetivamente. Possui, também, correlacdes
moderadas e negativas com a relacdo C/L (-0,53) e com o indice glicémico (-0,49), e
positivas com a % de area gessada (0,54), o amido total (0,54) e com o amido resistente
(0,64). Estas correlagdes indicam que quando a brancura vitrea aumenta, a relagdo C/L e 0
indice glicémico diminuem, e a % de area gessada, amido total e amido resistente
aumentam.

A % de area gessada correlaciona-se forte e positivamente com o Kett, em 0,71, e
correlaciona-se moderada e negativamente com a largura e com o indice glicémico, e
positivamente com a proteina, -0,59, -0,53 e 0,52, respetivamente. Contudo, também se
correlaciona fracamente com o amido resistente, em 0,40. Estes resultados s&o
concordantes com as correlagfes da brancura vitrea.

O Kett correlaciona-se moderada e negativamente com o comprimento e indice
glicémico, e positivamente com o amido total, em -0,63, -0,61 e 0,60, respetivamente.
Estes resultados indicam que o Kett aumenta com a diminui¢cdo do comprimento dos graos
e o indice glicémico, e com 0 aumento do amido resistente.

O teor de humidade das amostras unicamente possui correlagcdes baixas, com o
comprimento dos gréos, com a relacdo C/L e com a brancura vitrea, em -0,40, -0,30 e 0,43,
respetivamente. No entanto, estas correlacbes obtidas sdo de valores baixos ndo permite
estabelecer conclusGes. Era de esperar que o teor de humidade ndo estivesse
correlacionado, uma vez que este parametro é controlado de modo a se encontrar dentro
dos valores estabelecidos pela legislagéo.

O teor proteico correlaciona-se fortemente com a largura dos grdos de arroz, em -
0,90, ou seja, nas amostras Indica, o seu teor proteico aumenta com a diminuicdo da

largura dos grdos de arroz. A proteina também se correlaciona fraca e positivamente com o
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teor de amilose aparente, e negativamente com o amido resistente, em 0,36 e -0,41,
respetivamente.

O amido total correlaciona-se moderada e positivamente com o amido resistente, e
negativamente com o indice glicémico, em 0,56 e -0,57, respetivamente, ou seja, 0 amido
total aumenta com o aumento do teor de amido resistente e aumenta com a diminuicdo do
indice glicémico. N&o se encontram estudos em que se verifica a existéncia de uma
correlagéo entre estes dois parametros analisados nas amostras, no entanto, nestas amostras
Isso verifica-se.

O indice glicémico correlaciona-se fraca e positivamente com a largura dos graos, e
negativamente com o amido resistente, em 0,37 e -0,27, respetivamente, ou seja, o indice
glicémico aumenta com o aumento da largura dos grdos e aumenta com a diminui¢do do
amido resistente. Correlaciona-se, também, moderada e positivamente com o teor de
amilose aparente em 0,50. Estes resultados vdo contra o que é descrito na literatura, uma
vez que a amilose forma complexos com os lipidos, 0 que provoca o aumento do amido
resistente, levando assim a uma diminuicdo do indice glicémico[88]. No entanto, para estas
amostras, verifica-se fracamente que o aumento do amido resistente provoca a diminuigdo
do indice glicémico, mas o aumento do teor de amilose aparente aumenta também o indice
glicémico. Isto pode acontecer se, a amilose presente nos grdos de arroz ndo formou
complexos com os lipidos presentes e assim ndo provocou a diminuicdo do indice
glicémico ou se o teor de lipidos presentes nestas amostras € muito baixo e os complexos
formados entre a amilose e os lipidos ndo sdo suficientes para formar amido resistente e,
por isso, para diminuir o indice glicémico. Um estudo feito por Miller (1992)[118],
concluiu que a relacdo entre o teor de amilose e o indice glicémico por ser exponencial na
vez de linear. Obteve valores de indice glicémico elevado para amostras com cerca de 20
% de teor de amilose aparente, uma vez que a resposta glicémica atinge um maximo
fisiologicamente possivel.

Por altimo, o amido resistente correlaciona-se fraca e positivamente com a largura, e
negativamente com o comprimento, em 0,34 e -0,49, respetivamente. Estes resultados
apesar da correlagdo fraca, indicam que o amido resistente aumenta com o aumento da
largura dos gréos de arroz e aumenta com a diminuicdo do comprimento dos gréos de

arroz.
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Tabela 12 - Resultados das correlagdes obtidas para as amostras Japénica analisadas.

Analisando as correlagdes entre os parametros obtidos para as amostras Japonicas,

apresentadas na Tabela 12, percebe-se que sao mais fracas que as obtidas para as amostras
indicas. Nas amostras Japonicas, a relagio C/L correlaciona-se moderada e positivamente
com o comprimento dos grdos e com o amido resistente, e negativamente com a % de area
gessada, em 0,67, 0,58 e -0,58, respetivamente. Isto indica que quanto maior for a relagédo
C/L maior € o comprimento dos grdos e do teor de amido resistente e menor € a % de area
gessada dos graos.

A brancura total correlaciona-se muito fortemente e positivamente com a % de area
gessada, em 0,98, 0 mesmo se verificava para as amostras indicas. Possui também uma
correlagéo alta com a largura dos grédos e com o Kett, em 0,73 e 0,83, respetivamente, uma
correlagdo moderada e negativa com o amido total (-0,52), e uma fraca com o amido
resistente (-0,33).
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A brancura vitrea correlaciona-se muito forte e negativamente com o indice
glicémico, em -0,90, indicando que 0s grdos que possuem uma brancura vitrea elevada tém
baixo indice glicémico, como a brancura vitrea é caracterizada pelo arranjo mais cristalino
e mais compacto do amido, encontrando-se 0 amido menos disponivel para as enzimas
atuarem e, por isso, dara menor indice glicémico. Por exemplo, a amostra JapénicalO é a
que apresenta um valor de brancura vitrea mais elevado (212,2), no entanto é a amostra
que possui o indice glicemico mais baixo (88,1). A brancura vitrea, também, se
correlaciona mediana e negativamente com o comprimento dos grdos de arroz, em -0,52,
indicando que amostras com brancura vitrea elevada, tém graos curtos.

A % de area gessada possui uma correlacdo forte e positiva com o Kett, em 0,82.
Como a brancura total também se correlaciona com a % de area gessada, também tem que
se correlacionar com o Kett. A % de &rea gessada correlaciona-se moderada e
positivamente com a largura dos gréos, e negativamente com o amido total, em 0,67 e -
0,53, respetivamente, ou seja, em amostras com uma % de area gessada elevada possuem
uma grande largura dos gréos e tém menor teor em amido total.

O Kett correlaciona-se moderada e positivamente com a largura dos grdos, e
negativamente com o teor proteico e com o teor de amido total, em 0,52, -0,51 e -0,54,
respetivamente. Estes resultados indicam que, as amostras Japdnicas, com Kett elevado
possuem uma largura elevada, um baixo teor proteico e um baixo teor de amido total.

Contrariamente ao que foi visto nas amostras indica, a humidade das amostras
Japonicas correlaciona-se moderadamente com o teor proteico, em 0,57, onde as amostras
contendo um maior teor de humidade possuiam maior teor proteico. A humidade também
se correlaciona fraca e positivamente com o teor de amido resistente, em 0,33, indicando
que amostras com alto teor de humidade possuem alto teor de amido resistente. No entanto,
o valor desta correlagdo € baixo, 0 que indica que a correlacdo que existe entre estes dois
parametros é fraca.

O teor proteico correlaciona-se moderadamente com o comprimento, com a largura e
com o teor de amido resistente, em 0,34, 0,35 e 0,42, respetivamente, indicando que as
amostras com maior teor proteico possuem maior comprimento e largura dos gréos de
arroz e maior teor de amido resistente. Nas amostras Japonicas, 0 teor proteico
correlaciona-se positivamente com o teor de amido resistente, no entanto nas amostras

indicas, o teor proteico correlaciona-se negativamente com o teor de amido resistente.
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O amido total das amostras Japonicas correlaciona-se fraca e negativamente com a
largura dos gréos, e positivamente com o teor de amilose aparente, em -0,48 e 0,37,
respetivamente, contudo, ambas sdo correlagdes fracas.

Com o que é referenciado na literatura[87], o indice glicémico aumenta nas amostras
em que € menor o teor de amilose aparente, no entanto, nestas amostras analisadas efeito
ndo se verifica. O indice glicémico correlaciona-se moderada e positivamente com o
comprimento e com a largura dos grdos, em 0,54 e 0,51, respetivamente, indicando que, as
amostras Japdnicas com indice glicémico alto, possuem também grandes comprimentos e
larguras de grédos de arroz.

O teor de amido resistente correlaciona-se moderada e positivamente com o
comprimento dos graos de arroz, em 0,69, ou seja, as amostras Japonicas com alto teor de
amido resistente, possuem grande comprimento dos gréos de arroz. No entanto, apesar de
fracamente, o teor de amido resistente correlaciona-se fraca e negativamente com a
amilose, em -0,32. O teor de amilose aparente correlaciona-se fraca e negativamente com a
largura dos graos de arroz, em -0,41, indicando que o arroz com elevado teor de amilose
aparente possui uma largura dos gréos pequena.

Retirando as amostras da variedade tipo Risotto das amostras Japonicas, que em
relacdo as restantes amostras Japonicas sdo as que possuem maior area gessada e poderiam
estar a “mascarar” alguns valores, assim verificam-se que as correlages entre 0s
parametros alteraram-se ligeiramente. Nesta tabela de correlagdes (Tabela 13), a humidade
correlaciona-se forte e negativamente com a brancura total, a % de area gessada e o Kett,
em -0,78, -0,73 e -0,76, respetivamente. A proteina correlaciona-se moderada e
negativamente com a brancura total e com o amido total, em -0,52 e -0,51, respetivamente,
indicando que as amostras que possuem elevado teor de proteina possuem baixa brancura
total e baixo teor de amido total. Contudo, o teor de proteina correlaciona-se forte e
positivamente com o teor de amilose no grdo, em 0,79. Esta correlacdo tinha-se observado,
embora sendo fraca, quando se analisaram todos os parametros juntos, o que indica que as
amostras da variedade tipo Risotto, estavam a “mascarar” esta correlagdo forte. Ndo se
encontra na bibliografica uma explicacdo para este facto, no entanto, as proteinas de
reserva encontram-se situadas em corpos proteicos entre os granulos de amido[64],
podendo ser estabelecida alguma ligacdo com o teor de amilose aparente presente no

amido e, por isso, uma relacéo entre o teor de proteina e o teor de amilose aparente.
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Tabela 13 - Resultados das correlagdes obtidas para as amostras Japénica sem a variedade tipo Risotto.

P

Comprimento (mm)
% Area Gessada

Amido total (% de
/Amido resistente (%
de matéria seca)
/Amilose aparente
(% de matéria seca)

Largura (mm)
Relagdo C/L
Brancura total
Brancura vitrea
Humidade
Proteina (% de
matéria seca)
matéria seca)
Indice Glicémico

Kett

-

Comprimento
(mm)

=
o
S

Largura (mm) | -0,15 | 1,00

Relagdo C/L| 0,86 | -0,63 | 1,00

Brancura total | -0,27 | 0,56 | -0,51 | 1,00

Brancura vitrea | -0,71 | -0,26 | -0,43 | 0,48 | 1,00

% Area Gessada | -0,38 | 0,59 | -0,61 | 0,99 | 0,52 | 1,00

Kett | -0,28 | 0,60 | -0,55 | 0,96 | 0,43 | 0,95 1,00

Humidade | -0,33 | -0,56 | 0,04 | -0,78 | 0,06 | -0,73 | -0,76 | 1,00

Proteina | -0,25 | -0,02 | -0,16 | -0,52 | -0,23 | -0,40 | -0,50 | 0,44 | 1,00

Amido total (%

L . 051|013 | 0,34 | -0,14 | -0,52 | -0,22 | -0,21 | -0,03 | -0,51 | 1,00
de matéria seca)

indice Glicémico | 0,62 | 0,59 | 0,19 | -0,11 | -0,92 | -0,15 | -0,08 | -0,36 | 0,05 | 0,56 | 1,00

Amido
resistente (% de | 0,33 | -0,79 | 0,64 | -0,19 | 0,28 | -0,26 | -0,14 | 0,07 | -0,25 | -0,28 | -0,48 | 1,00
matéria seca)

Amilose
aparente (% de | 0,00 | 0,04 | 0,01 |-0,30 | -0,28 | -0,21 | -0,44 | 0,12 | 0,79 | -0,23 | 0,18 |-0,36| 1,00
matéria seca)

O teor de amido total das amostras Japonicas, exceto as amostras da variedade tipo
Risotto, possui uma correlacdo moderada e negativa com a brancura vitrea e positiva com o
indice glicémico. Este resultado indica que as amostras que possuem maior teor de amido
total tém baixa brancura vitrea e alto indice glicémico.

Ao serem retiradas as amostras da variedade tipo Risotto das amostras da subespécie
Japébnica, obteve-se uma correlacdo moderada e negativa entre o indice glicémico e o
amido resistente, em -0,48, indicando que amostras que possuem alto indice glicémico tém
pouco amido resistente, como é concluido na literatura[87]. No entanto, ndo se observa
correlacdo entre o teor de amilose aparente e o indice glicémico, como era esperado.

Por altimo, o teor de amido resistente possui uma correlagdo forte e negativa com a
largura dos gréos, em -0,79, indicando que as amostras Japonica contendo um baixo teor
de amido resistente possuem grandes larguras do gréo de arroz. Este resultado corrobora o
que é observado para o indice glicémico, que possui uma correlacdo moderada e positiva

com a largura do gréo de arroz.
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4.2. ESCOLHA DE AMOSTRAS PARA A GERMINAQAO
A escolha destas amostras foi feita tendo em atencéo o indice glicémico das mesmas,

de modo a ser possivel perceber se este pardmetro poderia ter uma influéncia na
germinacdo do arroz e tendo também em atencdo a disponibilidade das amostras pela
empresa. Deste modo, tendo em conta as amostras analisadas, foram escolhidas duas com
indice glicémico mais baixo, JapénicalO (Figura 38A) e Japonical (Figura 28B), duas
com indice glicémico mais elevado, indica8 (Figura 28D) e Japonica2 (Figura 28E), e uma
amostra que se encontra com um valor de indice glicémico intermedio, Japonica7 (Figura
28C).

Figura 28 - Amostras integrais escolhidas para germinar: A) Japonical0; B) Japonical; C) Japonica7; D)
Indica8; E) Japonica2.

Inicialmente, foram germinadas trés amostras — Japonical0, Japdnical e Japonica2
—, em condic¢des de temperatura de aproximadamente 25 °C e com bastante sol direto. As
restantes amostras foram germinadas com a mesma temperatura, em dias de chuva, estando
da mesma forma préximo da janela, levando com a luz exterior, que era menor, quando
comparada com as outras amostras. Em todas as amostras germinadas verifica-se uma

maior absorcdo de agua durante as primeiras 24 h, pois teve-se que acrescentar mais agua
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aos graos a germinar ao fim de algumas horas ap6s o inicio da germinacdo. Nos restantes
tempos, 48 e 72 h, ndo houve necessidade de fazer esse acrescento de agua.

As amostras escolhidas foram germinadas até as 72h, sendo retiradas amostras a cada
24h de cada arroz usado para germinar. Na Figura 29 encontra-se 0 exemplo de uma
amostra germinada, a Indica8, sendo apresentada aos varios tempos de germinacgo, antes
de ser seca na estufa (Figura 29A, D e G) e depois da secagem (Figura29B, C, E,F,He l),
da paragem da germinacdo. Como se pode observar, pela Figura 29A, B e C, ndo se
verifica alteracdo entre o arroz antes de germinar e com 24 h de germinacio. As 48 h,
como se pode ver pela Figura 29D, E e F, que o local onde se situa 0 gérmen comecou a
sofrer algumas altera¢fes, uma vez que se verifica a presenca de pequenos brotos nos grédos
de arroz, sendo ainda muito pequenos. Contudo, as 72 h, Figura 29G, H e J, observam-se

0s brotos nitidamente na parte do gérmen do gréo de arroz.

Figura 29 - Amostra indica8 germinada. A, B e C) Amostra com 24 h de germinacio; D, E e F) Amostra
com 48 h de germinacédo; G, H e I) Amostra com 72 h de germinacéo.

A amostra Japonica?, as 72h, ndo apresentava radiculas em nenhum dos graos, como
as observadas na Figura29l. Isto pode ter a ver com o tamanho do grdo que dificulta a
penetracdo de agua e, por isso, demora mais tempo a germinar ou pode simplesmente ter a

ver com o tipo de arroz usado, que pode ter um desenvolvimento mais lento.
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Ao serem analisados os grdos germinados percebe-se que as fissuras aumentam com
0 tempo de germinagdo, ou seja, 0s grdos de arroz com 72 h de germinagdo apresentam
maior quantidade de fissuras que os grdos com 24 h de germinacio (Figura 29C, Fe 1). As
48 h (Figura 29F), verificam-se a presenca de fissuras nos graos, mas estas apresentam-se
em maior quantidade nos graos germinados 72 h (Figura 291). Estas fissuras fazem com
que os gréos se partam com mais facilidade, tendo um aspeto mais fragil[91], as 72 h os
gréos de arroz germinado partem-se com mais facilidade que os grédos germinados apenas
24 h. Para além do aspeto fragil, esses grdos tém um aspeto amolecido, o pode que pode
estar relacionado com o teor de humidade no grdo. A cor dos grdos de arroz germinado
diminui de intensidade quando comparado com a cor do arroz integral, ou seja, perde a cor
amarelecida caracteristica dos grdos integrais, ficando mais clara, mais parecida com 0s
gréos branqueados.

As amostras germinadas foram analisadas, em todos os tempos, tempo 0 h,
correspondendo ao arroz integral (GOh), 24 h (G24h), 48 h (G48h) e 72 h (G72h),
consoante 0 teor de amido total, o indice glicémico, teor de GABA e teor de Acido
Glutamico, acgUcares redutores e compostos fendlicos sollveis e insollveis. Apos estas
analises foi escolhido o tempo de germinacédo e foram efetuados um ensaio de cozedura,
determinacéo do teor de amilose aparente e o teor de amido resistente, ao tempo escolhido
e a amostra sem ser germinada, de modo a se ver as alteracbes provocadas pela

germinacao.

4.2.1. Resultados do amido total das amostras germinadas
4.2.1.1. Alteracdo ao procedimento de amido total para as amostras

germinadas
As amostras germinadas possuem acucares redutores, por isso para a determinagdo

de amido total ser feita de forma correta os acucares redutores tém que ser extraidos, de
modo a que ndo haja uma quantificacdo por excesso de amido total. Apds as amostras de
arroz serem moidas e pesadas, os agucares redutores foram extraidos pela adicdo de 2 mL
de etanol 80 %. Foi deixado a extrair durante 1h e depois as amostras foram centrifugadas
a 3000 rpm durante 10 min., o sobrenadante foi descartado e o residuo foi colocado a
reagir com o KOH. Este passo no procedimento é essencial para que o amido ndo seja

calculado por excesso.
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4.2.1.2.Teor de amido total nas amostras germinadas

Os resultados de amido total das amostras germinadas encontram-se na Figura 30. O
amido total foi quantificado para cada tempo de germinagdo, as O h, que corresponde ao

arroz integral, as 24 h, 48 h e 72 h para cada amostra.
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Figura 30 - Resultados do teor de amido total, em % de matéria seca, para cada amostra germinada.

Pela analise dos resultados, conclui-se que o teor de amido diminui com o aumento
do tempo de germinacdo. Estes resultados sdo concordantes com os da literatura[46], uma
vez que o grdo de arroz, quando colocado em agua, e a germinacao iniciada, precisa de
produzir energia. Para tal, recorre ao amido como fonte de energia, por ser a fonte mais
rpida para a producdo da mesma[21]. As amostras analisadas apresentam diferengas
estatisticas com um p>0,10. A amostra JapénicalO tem um teor de amido diferente em
todos os tempos de germinagdo, 0 que pode sugerir que vai sempre utilizando o amido
como fonte de energia ao longo de toda a germinacéo, pois até as 72h gastou cerca de 12,6
% de amido total presente.

Nas amostras Japdnical e Japdnica7, entre as 0 h e as 24 h nédo se verifica variacdo
do teor de amido total, pode ser por ter uma germina¢do mais lenta ou pode ndo usar s o
amido total como fonte de energia, podendo estar a usar 0 GABA ou outros aminoacidos.
Estas duas amostras, Japonica 1 e Japénica7 foram as que degradaram menor teor de
amido, degradando cerca de 9,3 e 6,2 %, respetivamente.

Nas amostras Indica8 e Japoénica2, o teor de amido total variou muito
significativamente durante todos os tempos de germinacdo. Esta elevada variagcdo pode ser
explicada pela elevada utilizacdo do amido como fonte de energia. A amostra indica8 foi a
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que apresentou maior degradacdo de amido, degradando cerca de 14,7 % e amostra
Japonica2 degradou cerca de 10,7 % até ao final da germinac&o, as 72 h.

4.2.2. Resultados do indice glicémico das amostras germinadas
Ao comparar-se o valor do indice glicémico ao tempo GOh, correspondendo a

amostra integral, com os resultados para a mesma amostra, mas branqueada (Figura 31),
analisados anteriormente, observa-se que na amostra Japénica 10 e Japonica2, o indice
glicémico ndo aumenta significativamente, quando se compara o valor do arroz
branqueado e do arroz integral. Esta semelhanca do indice glicémico das amostras
branqueadas para as integrais pode ser explicada pela elevada presenca de fibras nas
amostras branqueadas, ou seja, as amostras branqueadas podem ter sido pouco
branqueadas e ainda se verifica a influéncia das fibras na resposta do indice glicémico.
Uma vez que quando as amostras sdo pouco branqueadas, ndo ocorre remogao na
totalidade da parte do farelo, rica em fibra, explicando, assim, o facto do indice glicémico
dar igual nas amostras branqueada e integral.

Nas amostras Japonica7 e Indica8, o indice glicémico das amostras GOh, as
integrais, € menor do que as amostras branqueadas. A diminui¢do do indice glicémico nas
amostras integrais € explicada pela influéncia da fibra no ataque amilolitico ao amido,
diminuindo-o e, por isso, levando a um menor indice glicémico[39].

Na amostra Japonical, o indice glicémico aumenta, entre a amostra branqueada e a
integral, sendo contra os estudos feitos, uma vez que o teor de fibra provoca uma
diminuicdo no indice glicémico. N&o se consegue encontrar qualquer explicacdo para este
tipo de resultado obtido. As amostras analisadas apresentam diferencas estatisticas com um
p>0,10.
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Figura 31 - Resultados do valor do indice glicémico das amostras branqueadas e da amostra correspondente
integral, codificada como tempo GOh.

A germinacdo do arroz provoca a alteracdo no teor de amido total, como foi visto
anteriormente, e, por consequente, a disponibilidade do amido também serd afetada,
podendo aumentar com a germinacdo. Os resultados do indice glicémico das amostras

germinadas encontram-se na Figura 32.
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Figura 32 - Resultados do indice glicémico das amostras germinadas, determinado para todos os tempos de
germinacdo (0 h, 24 h, 48 he 72 h).

Nas amostras analisadas, verifica-se um aumento significativo no indice glicémico
logo apos as 24 h de germinagdo, exceto na amostra Japonical. Nesta amostra, o indice
glicémico é constante até as 24 h, aumentado muito significativamente, apds esse tempo de
germinacdo. Ao relacionar-se este resultado com os resultados do amido total para a
amostra Japoénical, percebe-se que este é constante até as 24 h, por isso, como ndo ha

degradacdo também ndo se verifica aumento no indice glicémico até as 24 h.
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Nas amostras Japonical0 e indica8, o indice glicémico aumenta até as 48 h de
germinag&o, sendo depois constante até as 72 h. Isto acontece porque o0 amido presente nos
grdos de arroz germinados pode ser facilmente hidrolisado apds o consumo, pelas enzimas
responsaveis pela degradacdo do amido, como a a-amilase e a amiloglucosidase, o que
pode resultar numa rapida subida dos niveis de glucose no sangue, resultando num
aumento do indice glicémico[39]. Estes resultados sdo esperados uma vez que ocorre
hidrolise do amido e por consequente ocorre libertacdo de acUcares redutores, que
provocam aumento do indice glicéemico nas amostras. Apos as 48 h, o indice glicémico
torna-se constante, isto pode ser devido a producdo de fibra, que ajuda a impedir a
hidrélise do amido pelas enzimas, ndo aumentando, assim, o indice glicémico. Estudos
indicam que a fibra aumenta durante a germinagcdo e por consequéncia influéncia a
disponibilidade de glucose, pois ira diminuir a suscetibilidade do amido ao ataque
amilolitico, como foi dito anteriormente[39]. Estas duas amostras apresentam um
comportamento semelhante durante a germinacdo em relacdo ao indice glicémico, sendo
também semelhante em relacdo ao amido total, uma vez que foram estas duas amostras que
apresentaram maior teor de hidrolise de amido total durante a sua germinagao.

As amostras Japonica7 e Japdnica2 tém uma subida do indice glicémico até as 24 h,
mas apds este tempo, torna-se constante. Para a amostra Japdénica2, ocorre uma subida as
24 h devido a degradacdo de amido. Na amostra Japonica7, ao se embeber os grdos de
arroz em agua durante 24 h[39], ocorrem alteracGes estruturais que podem colocar o amido
mais disponivel para o ataque das enzimas[43] e, por isso, se verificar o aumento do indice
glicémico as 24 h, mesmo sem que ocorra degradacdo de amido. As amostras analisadas
apresentam diferencas estatisticas com um p>0,10.

4.2.3. Resultados do teor de GABA nas amostras germinadas
Pelo estudo feito na literatura, s6 3 métodos descritos sao usados para a quantificacéo

de GABA, sendo um usando o método HPLC, outro colorimetricamente, pela reacdo com
0 grupo amino do GABA, e o ultimo que é feito recorrendo ao uso de enzimas. O primeiro,
recorrendo a técnica de HPLC ficaria muito dispendioso, por isso, foi rejeitada esta analise.
O segundo método, método colorimétrico, era quantificado atraves de uma reagdo com o
grupo amino do GABA, como se encontra no esquema da Figura 33. O grupo amino
presente no GABA reage com o fenol 6 % a pH aproximadamente 10 na presenca de
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hipoclorito de sédio, dando origem em compostos cianicos[119]. Com um estudo mais
aprofundado apercebeu-se que para além de reagir com o grupo amina do GABA também
poderia reagir com outros aminodcidos livres presentes[119], como estes aumentam
durante a germinacdo[21], poderiamos estar a quantificar 0 GABA por excesso. Entéo,

resolveu-se rejeitar 0 uso deste método.

Filtrou-se a solugdo anterior com

irad ; Dissolveu-se em etanol 80 %, A
peneiradas por um peneiro papel de filtro MN615

As amostras foram moidas e
de 1 mm, sendo pesado deixando-se a extrair durante
)

cerca de 100 mg para tubos 1h.
de rosca.
Retirou-se o sobrenadante para outro » Evaporou-se o etanol e
tubo e adicionou-se 0,2 mL de Centrifugou-se a redisszlveu»se em 0,500 mL
S gl 4000 rpm durante ) il
tampao borato de sédio 0,2 M a pH 3 de dgua destilada
10 e 1 mL de Fenol 6 %. Arrefeceu-se 15:min.
num banho frio durante 5 min.
Adicionou-se 0,400 mL Foi colocado num banho
de hipoclorito de sddio em ebulicdo durante 10
(15 %), agitou-se e min., arrefeceu-se
voltou a arrefecer-se novamente e leu-se a
durante 5 min. absorvancia a 630 nm.

Figura 33 - Esquema do procedimento colorimétrico usado para quantificar o GABA.

O ultimo método encontrado na pesquisa foi a quantificacdo de GABA pelo uso de
enzimas, no qual o GABA seria extraido, seria convertido em Semi-aldeido Succinico e
este seria convertido em succinado. Este procedimento quantifica o GABA pela
quantificacdo do teor de NADH formado, uma vez que uma molécula de GABA da origem
a uma molécula de NADH. Este procedimento nunca foi experimentado por falta das
enzimas e do material necessario a reacdo. Decidiu-se experimentar determinar o0 GABA
usando o procedimento para quantificar os aminoécidos em GC-FID, uma vez que se tinha
todos 0s reagentes necessarios.

O analito, o GABA, foi quantificado usando uma reta de calibragdo, feita com
solucBes padrdes de GABA com varias concentracBes, em que se obteve a reta
y=0,0796x+0,0515, com um R?=0,9774. Nesta reta o y significa Area do analito (GABA) /

Area do padréo interno (norleucina) e o x significa Massa do analito (GABA) / Massa do
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padrdo interno (norleucina). O uso do padrdo interno ajuda a diminuir o erro, referente as
perdas da amostra, durante todo o procedimento, e permite uma quantificacdo mais
rigorosa do GABA. As &reas das amostras foram obtidas através de cromatogramas (Figura

34), onde foram identificados pelos tempos de retencdo, apresentados na Tabela 14, os

compostos a analisar.

Figura 34 - Exemplo de um cromatograma obtido para a amostra Japénical0 G24 h: A) Pico do padrédo
interno (norleucina); B) Pico do GABA; C) Pico de Acido Glutamico/Glutamina.

Tabela 14 - Tempos de reten¢do dos parametros analisados.

Tempo de retengdo (min.) Pico
14,1 Padrdo interno (norleucina)
18,2 GABA
32,4 Acido Glutdmico/Glutamina

O teor de GABA foi quantificado para todos os tempos de germinagdo de todas as
amostras germinadas e sdo apresentados na Figura 35.
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Figura 35 - Resultados do teor de GABA nas amostras germinadas, analisado em todos os tempos de
germinacéo e apresentado em % de matéria seca.
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Pela anélise dos resultados, percebe-se que nas amostras JapdnicalO e Japonical, o
teor de GABA aumenta quase para o dobro as 24 h de germinacdo passando dos 0,39 —
0,52 % para 0,80 — 0,85 %, como é observado na literatura[48, 50]. Na amostra
JaponicalO e Japdnical, o teor de GABA diminui as 48 h de germinacdo, indicando que
foi consumido para a producédo de energia. Na amostra Japénical0, o teor de GABA volta
a subir as 72 h para valores de cerca de 0,87 %, voltando a ser produzido, por outro lado, a
amostra Japonical sofre uma diminuicdo de GABA até ao final da germinacdo, ficando, as
72 h, com 0,51 % de GABA. Estudos indicam que o GABA tanto pode ser produzido
como consumido consoante as necessidades da planta, uma vez que a sua degradacao
produz quantidades de energia mais elevadas quando comparada com a que é produzida
pela degradacdo do amido[26]. Segundo Sirisoontaralak et al. (2014)[91], o conteudo de
GABA diminui devido ao aumento excessivo do teor de &gua nos grdos germinados e,
posteriormente, provoca a diminuicao da taxa de germinagéo.

Na amostra Japonica7, verifica-se um aumento do teor de GABA as 24 h, passando
dos 0,39 % para os 0,63 %, ndo aumentando duas vezes em relacdo ao tempo inicial (GOh),
como € visto na literatura, e o teor de GABA ¢ significativamente diferente das amostras
JaponicalO e Japonical. Este pequeno aumento as 24 h, pode ser explicado devido a
amostra ter uma rapida germinacao e, por isso, o pico de GABA encontrar-se-ia entre as 0
h e as 24 h, ou, entdo pode ter uma germinacéo lenta, obtendo-se o pico entre as 24 h e as
48 h. Para se confirmar, teria que se analisar esta amostra com intervalos de tempo de
germinagdo menores.

Nas amostras Indica8 e Japonica2, ndo se verifica variacdo no teor de GABA, sendo
semelhante em todos os tempos de germinacao analisados, encontrando-se entre 0,53 % e
0,61 % para a amostra indica8, e 0,47 % e 0,55 % para a amostra Japonica2. Para estas
amostras, também teria que se analisar o teor de GABA em intervalos de tempo menores,
para se poder dizer se a germinacao ocorre rapida ou lentamente e, devido a isso, ndo se
estar a visualizar nenhum pico no teor de GABA. As amostras analisadas apresentam
diferencas estatisticas com um p>0,10. Como as amostras Japonica7 e Indica8 foram
germinadas em dias de chuva, diminuindo assim a sua exposicao a luz solar, esta diferenca
em relacdo as restantes amostras, pode explicar o facto de o teor de GABA ndo aumentar,
na amostra indica8, e nio aumentar o teor de GABA para o dobro, na amostra Japénica?.
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Contudo, para se poder concluir que a luz solar influencia a germinagéo ter-se-ia que
analisar a mesma amostra nas duas condigdes, num dia de sol e num dia chuvoso.

Segundo a literatura, o teor de GABA aumenta com o aumento do tempo de
germinacdo. Isto ocorre devido a sintese de GABA aumentar rapidamente em resposta as
variacdes dos sinais ambientais, principalmente ao pH do meio.[26] Num estudo feito por
Charoenthaikij et al. (2009)[36], o teor de GABA aumentava mais rapidamente quando o
arroz era colocado a germinar em ambientes &cidos, pH aproximadamente 3, uma vez que
a reducdo do pH citosolico ativa a enzima responsavel pela produgdo de GABA. Estas
amostras foram germinadas em agua destilada fervida, em que o pH varia entre 5 e 6. A
este pH também ocorre o processo de fermentacdo, o que faz com que o teor de GABA nédo
aumente tanto durante as 48 e 72 h[36]. Isto pode explicar o que acontece com as amostras
germinadas, em que nas amostras Japonical0, Japdnical e Japonica7, apesar de aumentar
as 24 h. Apds esse tempo ocorre declinio do teor de GABA, indicando que o ambiente se
encontra mais favoravel para a sua degradacdao do que para a sua formacdo. Nas amostras
indica8 e japonica2, o teor de GABA ndo se alterou, indicando que o pH possa ter
influenciado a formacdo de GABA.

A idade do gréo, a variedade, a temperatura e o tempo de germinacdo sao relatados
como os principais fatores que afetam a sintese de GABA no arroz integral durante o
processo de germinacdo. Segundo Ng (2013)[120], devem-se usar grdos de arroz com
menos de 4-6 meses apds a colheita, uma vez que apds esse tempo o conteldo de
compostos bioativos diminui e os grdos podem perder a capacidade para aumentar o teor
de GABA através da germinacdo[121]. As amostras usadas neste estudo tinham mais de 6
meses quando foram usadas para germinar, por isso, esta causa pode explicar os resultados
obtidos para as amostras indica8 e Japonica2, explicando, também, o porqué de nio
aumentar o teor de GABA com o0 aumento do tempo de germinacdo para as amostras

Japonical0, Japonical e Japonica?.

4.2.4. Resultados do teor de Acido Glutdmico nas amostras germinadas
O acido glutamico é usado como indicador da producdo de GABA, uma vez que este

diminui, quando o teor de GABA aumenta e vice-versa. Foi quantificado usando o mesmo
procedimento para a quantificacdo do GABA, como este método ndo consegue fazer a

distingdo entre o acido glutdmico e a glutamina, estes aminoécidos séo quantificados
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juntos[101], sendo apresentados os resultados na Figura 36. A sua quantificacdo foi feita
usando uma reta de calibragdo y=1,2177x, com um R?=0,9894. Nesta reta o y significa
Area do analito (Acido glutdmico) / Area do padrdo interno (norleucina) e o x significa

Massa do analito (Acido glutdmico) / Massa do padréo interno (norleucina).
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Figura 36 - Resultados do teor de Acido glutamico nas amostras germinadas, em % de matéria seca.

Pela analise dos resultados, ndo se verifica alteracdo do teor de &cido glutamico
durante os tempos de germinacdo, exceto na amostra Indica8, na qual se verifica uma
diminuicdo do seu teor, e na amostra JaponicalO, que aumenta as 24 h. Nas restantes
amostras, observa-se uma diminuicdo do seu teor embora que nao significativa. Como este
método ndo consegue fazer a separacdo entre o acido glutdmico e a glutamina, nas
amostras Japonical, Japonica7 e Japonica2, a ndo alteracdo do teor de &cido glutamico
durante todos os tempos de germinacdo pode ser explicada pela libertacdo e/ou producéo
de glutamina, adulterando assim o valor.

Na amostra indica8 verifica-se uma diminuic&o no teor de &cido glutamico, quando
comparado com os valores de GABA analisados anteriormente, no qual ndo se verificou
alteracdo no seu teor durante todos os tempos de germinacdo. Estes resultados vdo contra
ao que é dito na literatura[25] e podem ser explicados pelo consumo de acido glutamico e
de glutamina para a producdo de energia que possa ser necessaria para o grdo germinado.
O aumento do teor de acido glutamico na amostra JapénicalO pode ser explicado pela
libertacdo de glutamina, que pode estar a ser libertada em maior quantidade que nos outros
grédos germinados e, por isso, provocar um aumento as 24 h. As amostras analisadas

apresentam diferencas estatisticas com um p>0,10.
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4.2.5. Resultados do teor de agucares redutores nas amostras
germinadas

Umas das otimizac6es do procedimento foram feitas consoante o tempo de extragéo,
em que se experimentou 30 min., 1 h e 2 h para as mesmas amostras, resultados
apresentados na Tabela 15. Pela anélise dos resultados obtidos conclui-se que entre os 30
min. e a 1 h ainda se verificam diferencas no teor extraido, sendo ligeiramente superior a 1
h. Contudo, entre a 1 h e as 2 h ndo se verificaram alteracbes no teor extraido, por isso

determinou-se que o melhor tempo para a extragcdo dos actcares redutores seriaa 1 h.

Tabela 15 - Resultados da otimizagdo do tempo de extragdo dos agUcares redutores.

Amostra Tempo de extragdo | Média | Desvio Padrao
JapdnicalO GOh 2h 0,03 1,82E-03
Japdnical0 GOh 1h 0,03 2,62E-03
Japdnical0 GOh 30 min. 9,04E-04 1,28E-04
Japdnical GOh 2h 0,02 2,11E-03
Japodnical GOh 1h 0,02 1,01E-03
Japdnical GOh 30 min. 1,50E-03 1,69E-04

Durante a germinacgdo, ocorre 0 aumento no teor de agUcares redutores, devido a
degradacdo do teor de amido presente no grao de arroz[21]. Os acgucares redutores foram
quantificados usando uma curva de calibracdo, feita com padrdes de varias concentraces
de glucose. Cada vez que foram quantificadas as amostras, foi feita a reta de calibragéo,
para que tanto as amostras como 0s padrBes estivessem sujeitos as mesmas condicdes e,
por isso, levando a uma diminuicdo do erro na quantificacdo. Assim, obteve-se varias retas,
sendo uma delas y=0,8048x-0,0095, sem que 0 y corresponde a absorvancia a 540 nm e 0 X
corresponde & concentragdo em mg/mL, com um R? = 0,9994. Os resultados do teor de

acucares redutores presentes nos grdos de arroz germinados encontram-se na Figura 37.
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Figura 37 - Resultados do teor de acUcares redutores presentes nos grdos germinados, apresentado em % de
materia seca.

Analisando os resultados obtidos, percebe-se que ocorre um aumento do teor de
acucares redutores, como é descrito na literatura[21], exceto para as amostras Japonica7 e
indica8. Nestas duas amostras germinadas, o teor de aclcares redutores ¢ mais ou menos
constante durante todos os tempos de germinacdo, havendo pequenas variacdes ao longo
do tempo de germinacdo. Durante a germinagdo destas duas amostras, o tempo a que elas
estiveram expostas tinha pouca luz solar, devido a estar a chover, e a pequena variagédo no
teor de acUcares redutores pode ser explicada pelo rapido consumo dos mesmos para a
producdo de energia.

Nas restantes amostras, JaponicalO, Japonical e Japdnica2, observa-se um pico no
teor de acgUcares redutores as 72 h, passando dos 0,03 % para os 0,07 — 0,08 %. Estes
valores de agUcares encontram-se abaixo dos valores descritos na literatura, embora que
com um padrdo semelhante do que acontece durante o tempo de germinagdo[21]. As

amostras analisadas apresentam diferencas estatisticas com um p>0,10.

4.2.6. Resultados dos compostos fendlicos solUveis nas amostras
germinadas
Uma das otimizagdes do procedimento foi feito consoante o tempo de extracdo, em

que se experimentou 30 min.,, 1 h e 2 h para as mesmas amostras, apresentando 0s
resultados na Tabela 16. Pela analise dos resultados obtidos conclui-se que entre os 30 min.
e a 1 h ndo se verificaram diferencas no teor de compostos fenolicos sollveis extraidos e o

mesmo se verificou as 2 h. Por isso determinou-se que o melhor tempo para a extracdo dos
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compostos fendlicos seria a 1 h, uma vez que a parte da extracdo dos compostos fendlicos

solUveis é a mesma que a extracdo dos agucares redutores.

Tabela 16 - Resultados da otimizacdo da extracdo dos compostos fendlicos sollveis.
Amostra Tempo de extra¢do | Média | Desvio Padrao
Japdnical0 GOh 2h 34,68 1,01
Japonical0 GOh 1h 34,74 1,93
Japdnical0O GOh 30 min. 34,89 0,35
Japonical GOh 2h 41,58 1,52
Japdnical GOh 1h 41,14 2,52
Japodnical GOh 30 min. 41,45 1,13

Os compostos fendlicos sollveis foram quantificados recorrendo a uma curva de
calibracdo feita com padrdes de vérias concentracfes de acido galico. Cada vez que se
procedeu a quantificacdo dos compostos fenolicos foi, também feita uma nova reta de
calibracdo e um exemplo de uma das retas de calibragdo foi y=0,0032x+0,0103, em que 0
y corresponde & absorvéncia a 760 nm e 0 x & concentragdo em mg/L, com um R?=0,9994.
Os resultados do teor de compostos fendlicos sollveis das amostras germinadas sdo

apresentados na Figura 38.
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Figura 38 - Resultados do teor de compostos fendlicos solGveis presentes nas amostras germinadas,
apresentados em % (mg/100g) em matéria seca.

Pela andlise dos resultados presentes na Figura 38, percebe-se que o teor de
compostos fenolicos diminui com o tempo de germinacdo, passando de 26 — 46 mg/100g
para 5 — 23 mg/100g. Esta diminui¢cdo é devida ao consumo de compostos fendlicos

durante a germinacéo para a producgéo de energia[103] e, também, pode ser explicada pela
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perda dos mesmos[21], uma vez que o arroz € germinado em &gua destilada e estes
compostos sdo sollveis na mesma. A partir das 24 h, o teor de compostos fendlicos torna-
se constante até ao fim da germinag&o na amostra Japdnica2.

As amostras Japonica? e indica8 possuem menor teor de compostos fendlicos, sendo
ao tempo GOh cerca de 26 mg/100g comparado com cerca de 40 — 46 mg/100g das
restantes amostras analisadas. No entanto possui um comportamento semelhante ao
descrito na literatura, ou seja, uma diminuicéo do teor de compostos fendlicos sollveis ao
longo do tempo de germinagdo[103]. A germinagdo em agua provoca a diminuigéo do teor
de compostos fenolicos sollveis, estes sdo um dos pigmentos do arroz integral, responsavel
pela sua cor amarelada[91]. Devido a sua perda na agua de germinacdo resulta uma
diminuicdo da cor amarelada nos grdos germinados, como visto anteriormente.

Na amostra Japonical, observa-se uma diminuicdo as 24 h, passando de 46,90 para
31,80 mg/100g de compostos fendlicos soltveis. As 48 h ocorre um pequena descida
novamente e depois torna-se constante até ao final da germinacdo. Isto pode acontecer
devido ao uso para producdo de energia e ap0s as 48 h recorre a outra fonte para a
producdo de energia, como por exemplo o0 GABA e amido.

Na amostra JaponicalO, verifica-se uma diminuicdo do teor de compostos fendlicos
sollveis as 24 h, passando dos 39,79 para 0s 26,26 mg/100g. Apds esse tempo, o teor de
compostos fendlicos sofre uma pequena subida as 48 h, passando para 28,58 mg/100g,
voltando a descer novamente. Esta subida pode ser explicada pela producdo de compostos
fenolicos sollveis pelo grao, que seguidamente os usa para a producdo de energia ou 0s
perde na agua usada para germinar. Os valores de compostos fenolicos sollveis destas
amostras encontram-se mais abaixo dos valores descritos na literatura, contudo a
composicdo dos grdos de arroz é influenciada pelas condi¢Bes climatéricas a que estdo
sujeitos e aos fatores genéticos dos grdos[103]. As amostras analisadas apresentam

diferencas estatisticas com um p>0,10.

4.2.7. Resultados dos compostos fendlicos insolUveis nas amostras
germinadas
Os compostos fenolicos insoltveis foram quantificados através de uma reta de

calibracdo feita com padrdes de &cido galico com vérias concentragdes. Por cada vez que

se quantificou efetuou-se a reta de calibracgdo, sendo um exemplo dessas retas de calibragéo
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é y=0,0008x-0,0111, em que 0 y corresponde a absorvancia a 760 nm e 0 X a concentracao
em mg/L, com um R?=0,9945. Os resultados do teor de compostos fendlicos insollveis

encontram-se na Figura 39, sendo analisado para todas as amostras germinadas.
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Figura 39 - Resultados do teor de compostos fendlicos insollveis presente nas amostras germinadas,
apresentado em % (mg/100g) em amostra seca.

Analisando os resultados presentes na Figura 39, conclui-se que o teor de compostos
fendlicos insolUveis sofre pequenas variacfes durante os tempos de germinacdo analisados,
exceto na amostra Indica8. Nesta amostra 0 teor de compostos fendlicos insollveis é
constante em todos os tempos de germinacdo, nao sofrendo qualquer tipo de variacao.

Nas restantes amostras ocorrem pequenas variagdes no teor de compostos fenélicos
insolGveis. Nas amostras JapdnicalO e Japdnica2, verifica-se uma diminuicdo do teor de
compostos fendlicos insollveis as 48 h, na amostra Japdnical, esta diminuicdo ocorre as
24 h, contudo as 72 h volta aos valores iniciais de compostos fendlicos insollveis. Na
amostra Japonica?, verifica-se um aumento as 24 h, seguido de diminuicdo até ao final da
germinacdo. Estas diminuicGes ou aumentos podem ser explicados pela taxa de
desenvolvimento do endosperma que pode exceder ou ser mais baixa que a taxa de sintese
de farelo durante a germinacgéo dos gréos ou pelo aumento da formacéo de ligagdes entre
os compostos fendlicos insolUveis e 0s materiais presentes na parede celular[103].

As amostras Japonica? e indicaé possuem menor quantidade de compostos fenélicos
insoluveis, apresentando cerca de 300 mg/ 100g para os cerca de 480 mg/100g das outras
amostras analisadas, no entanto possuem um comportamento semelhante as restantes
amostras durante o tempo de germinacao. Esta variacdo pode ser explicada pelo tipo de

amostra analisado e pela influéncia tanto climatérica como bioldgica que as amostras tém.
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Estes valores de compostos fenolicos insollveis encontram-se abaixo do que € descrito na
literatura, no entanto este teor pode ser influenciado pelas condicGes climatéricas a quando
do desenvolvimento da planta, alterando a composic¢ao do gréo de arroz, e pelas condi¢bes
genéticas dos grdos[103]. As amostras analisadas apresentam diferencas estatisticas com

um p>0,10.

4.2.8. Escolha do tempo de germinacao das amostras germinadas
Tendo em conta que se tem como objetivo produzir arroz germinado, e sendo este

especialmente produzido para pessoas que sofrem de diabetes mellitus tipo I, a escolha da
paragem do tempo de germinacgdo tem que ter em conta varios fatores, tais como o indice
glicémico, o teor de GABA e o0s compostos fenolicos soluveis e insolUveis, conjugando
com o fator tempo, importante na industria. Apesar de se ter em conta todos estes fatores, o
mais importante € 0 GABA, uma vez que ajuda a regularizar os niveis de glucose no
sangue, indicado para pacientes que sofrem de diabetes mellitus tipo II.

Comecando pelo indice glicemico, ao serem analisados os resultados obtidos para as
amostras Japonica9, Japonical0, Japonical, indica8 e Japonica2 o melhor tempo para a
paragem da germinacg&o seria as 24 h, uma vez que o indice glicémico aumenta ao longo da
germinacao e nesse tempo € em que se encontra mais baixo. Na amostra Japénical ndo se
verifica alteracdo entre o arroz integral (GOh) e o arroz germinado 24 h, o que mostra uma
vantagem em relacdo as restantes amostras analisadas.

No teor de GABA, percebe-se que para as amostras Japonica9, Japonical e
Japénica7, o melhor tempo para parar a germinacao seria as 24 h, pois é quando o teor de
GABA ¢ mais elevado em menor tempo. Para as restantes amostras germinadas nao se
consegue estabelecer uma paragem no tempo de germinacdo baseado no teor de GABA,
uma vez que € constante durante toda a germinacéo.

Em relacdo aos compostos fendlicos sollveis, o melhor tempo para parar a
germinacdo seria as 24 h para todas as amostras germinadas, uma vez que ele diminui as
24 h e depois torna-se constante ou diminui ainda mais durante o resto da germinacéo,
exceto para a amostra JaponicalO. Assim, ha menos perdas nutricionais em termos de
compostos fendlicos sollveis e, também em termos de tempo. Para a amostra Japénicalo,
o melhor tempo, tendo em conta o teor de compostos fendélicos soluveis, seria as 48 h, uma

vez que se verifica um pequeno aumento no seu teor nesse tempo.
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Nos compostos fendlicos insollveis, para as amostras JaponicalO, Japénica?,
indica8 e Japonica2 seria rentavel parar a germinacéo as 24 h, pois é constante ou diminui
durante o resto do tempo da germinacdo. Na amostra Japonical, o melhor tempo seria as
72 h, que é quando volta a subir, pois nos restantes tempos o valor encontra-se baixo.

Analisando a totalidade dos resultados, percebe-se que o melhor tempo para a
paragem da germinacdo seria as 24 h para as amostras Japonical0, Japdnical e Japonica?.
Nas restantes amostras ndo se consegue estabelecer um tempo de paragem porque o teor de
GABA ndo se altera durante todos os tempos e o indice glicémico também ndo é o mais
favoravel para pacientes de diabetes mellitus tipo Il. Para estas amostras procedeu-se a
determinacdo do tempo de cozedura para 90 % dos grdos cozidos, a determinacédo do teor
de amilose aparente e de amido resistente, de modo a se verificar se ocorrem alteracdes

nestes nutrientes.

4.2.9. Resultados do ensaio de cozedura das amostras germinadas
A temperatura de gelatiniza¢do do arroz relaciona-se positivamente com o seu tempo

de cozedura, ou seja, para arroz com elevada temperatura de gelatinizagdo ir4 demorar
mais tempo a ficar cozido do que um arroz com baixa temperatura de gelatinizagcdo[122].
Para as amostras em que se conseguiu decidir qual seria o melhor tempo de germinacédo

foram feitos ensaios de cozedura, sendo estes resultados apresentados na Figura 40.
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Figura 40 - Resultados do tempo de cozedura, quando o arroz se encontra 90 % cozido, para as amostras
branqueadas, integrais (GOh) e as germinadas (G24h), das amostras em que se conseguiu definir o tempo de
paragem da germinac&o.
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Pela andlise dos resultados presentes na Figura 40, percebe-se que para a amostra
Japdnica9 o tempo de cozedura ndo varia muito entre o arroz integral e o arroz germinado
24 h, passando dos 62,38 min. para 63,72 min. Esta variacdo ndao € muito significativa, pois
0 consumidor ndo ira sentir diferenca na variacdo de aproximadamente 1 min. no tempo de
cozedura. Contudo, a amostra Japonical, diminui o tempo de cozedura quando é
germinada, havendo uma diminuigdo de aproximadamente 8 min., sendo uma variagdo
mais significativa para o consumidor. Este resultado é corroborado pelos resultados obtidos
por Wu et al. (2013)[123], em que concluiu que havia uma diminuicdo significativa na
temperatura de gelatinizacdo apds a germinacéo.

A amostra que tem um comportamento completamente diferente € a Japonica7, em
que o tempo de cozedura da amostra germinada aumenta de forma muito significativa,
aumentando cerca de 15 min., ndo sendo uma vantagem para o consumidor.

O arroz germinado cozinhado tinha um aspeto amolecido, que pode ser provocado
pela hidrélise de polimeros de elevado peso molecular, por enzimas que foram ativadas
durante a germinacdo. Com esta hidrdlise, resultam um aumento do teor de acucares
redutores, pela degradacdo do amido, e uma alteracdo do teor de proteina, que coincide
com o aumento do teor de aminoacidos livres. Podem ocorrer também modificacGes no
endosperma dos grdos de cereais devido a degradacdo parcial de paredes celulares por
xilanases e protéases. Além das alteragdes na composi¢do quimica, a imersdo dos graos em
agua provoca pequenas fissuras, que altera a velocidade de cozimento dos gréos de arroz
germinado. Estas alteracfes nos grdos germinados fazem com que os grdos se tornem
amolecidos, tanto crus como depois de cozidos[91].

Ao serem comparados os resultados da cozedura do arroz branqueado do arroz
integral (GOh), percebe-se se existe uma diferengca muito grande. O arroz branqueado
possui um tempo de germinacédo inferior ao arroz integral e ao arroz germinado. Estes
resultados encontram-se dentro dos encontrados na literatura, uma vez que o arroz integral
demora mais tempo a ser cozinhado, porque a penetracdo de agua neste é mais lenta que no

gréo branqueado, levando assim a um aumento do tempo de cozedura[91].
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4.2.10. Resultados do teor de amilose aparente das amostras
germinadas

Os resultados do teor de amilose aparente encontram-se na Figura 41 para as
amostras germinadas, nas quais se conseguiu estabelecer um tempo para a paragem da

germinacao.
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Figura 41 - Resultados do teor de amilose aparente nas amostras integrais, tempo GOh, e nas amostras
germinadas 24 h, apresentado em % de matéria seca.

Pela analise dos resultados verifica-se uma diminuicdo no teor de amilose aparente
durante as primeiras 24 h de germinagdo, uma diminuicdo significativa que mostra que o
arroz esta a ser degradado, como analisado na literatura[46]. Contudo, este facto ndo indica
que o amido esta a ser degradado pela amilose, permanecendo intacta a amilopectina, pois,
segundo Wu et al. (2013)[123], ocorre degradacdo do amido por ambas as partes, pela
amilose e pela amilopectina, verificando-se uma diminuicdo significativa de ambas. A
amostra que apresenta menor degradacdo da amilose aparente é a Japonical, em que teve
uma degradacdo de cerca de 5,4 %. A amostra que possui maior degradacdo de amilose
aparente é a amostra Japonica?7, de cerca de 11,2 % de degradacdo. A amostra Japdnical0
possui menor teor de degradacdo, cerca de 8,4 %. Estas variacdes no teor de degradacao da
amilose aparente podem ter influéncia dos fatores genéticos e ambientais em que o grao se

desenvolveu. As amostras analisadas apresentam diferencas estatisticas com um p>0,10.
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4.2.11. Resultados do teor de amido resistente das amostras germinadas
Os resultados do teor de amido resistente presente no gréo de arroz encontram-se na

Figura 42, as amostras analisadas apresentam diferencas estatisticas com um p>0,10. Pela
sua andlise ndo se verifica alteracdo no teor de amido resistente em todas as amostras
germinadas analisadas, como é amido resistente, amido que resiste a digestdo das enzimas,
é normal que ndo se observe varia¢do no teor de amido resistente. As enzimas presentes no
grédo de arroz comecam a degradar pela parte mais facil e mais rapida para a producéo de
energia necessaria para a planta. Apesar de existir degradacdo do amido presente nos graos
germinados, esta degradacédo ndo foi suficiente para poder aumentar, proporcionalmente, o
teor de amido resistente presente no grédo e no amido total presente. Contudo, ter-se-ia de
fazer uma analise do amido resistente com mais tempo, de modo a se perceber se este iria

aumentar ou diminuir com o tempo de germinacao.
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Figura 42 - Resultado do teor de amido resistente de cada amostra, apresentado em % de matéria seca.

4.2.12.Correlagbes entre os parametros analisados nas amostras
germinadas

Analisando as correlagbes obtidas para as amostras germinadas (Tabela 17),
observam-se correlacdes entre o indice glicémico e o teor de amido total, uma correlacao
fraca e negativa, em -0,42, indicando que para as amostras germinadas com elevado indice
glicémico possuem baixo teor de amido. Esta conclusdo é observada nos resultados
obtidos, uma vez que o amido é degradado ao longo do tempo de germinacdo e o indice
glicémico aumenta, embora em algumas amostras, como Japdnica2, que se manteve

constante ao longo do tempo de germinacdo. O indice glicémico também se correlaciona
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fraca e negativamente com o Acido glutamico, em -0,46, indicando que as amostras que
possuem indice glicémico elevado, possuem baixo Acido glutdmico, como é observado

durante a germinagéo.

Tabela 17 - Resultados das correlagdes obtidas para as amostras germinadas.

O teor de GABA correlaciona-se fraca e negativamente com o teor de amido total e
com o Acido Glutamico, em -0,31 e -0,39, respetivamente. Este resultado indica que
durante a germinag&o, o amido total e o Acido glutdmico sdo degradados e 0 GABA é
produzido, aumentando, assim, o seu teor no grdo, como se verifica. Apesar do GABA se
correlacionar fracamente com o Acido Glutdmico, esta correlagdo é aumentada para
moderada quando se retiram as duas amostras em que o teor de GABA ndo aumentou
durante a germinacdo, para -0,52, uma correlagdo moderada (Tabela 18). Como a
quantificacdo de Acido Glutdmico ocorre juntamente com a quantificacdo de Glutamina,
este resultado ndo é forte ou muito forte, pois encontra-se mascarado com o teor de

Glutamina que também esta a ser quantificado.
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Tabela 18 - Resultados das correlagdes obtidas para as amostras germinadas, exceto as amostras indica8 e
Jap6nica2.

O Acido Glutamico correlaciona-se moderada e negativamente com os aclcares
redutores e com o compostos fenolicos soltveis, em -0,62 e -0,55, respetivamente. Estes
dados indicam que o Acido Glutamico, ao longo da germinagéo, vai diminuir e o teor de
acucares redutores aumenta, contudo observa-se também que o teor de compostos
fendlicos sollveis também aumenta. No entanto, ao longo da germinacdo o teor de
compostos fendlicos soltveis diminui ou o seu teor ndo sofre alteragdes, indo contra o que
é visto nesta correlacdo. O sucedido pode ser explicado pelo facto de as amostras
germinadas onde o teor de compostos fenolicos solGveis é constante durante todo o tempo
de germinac&o poder estar a “mascarar” este resultado de correlagio. O Acido Glutamico
também se correlaciona forte e negativamente com o teor de compostos fendlicos
insolGiveis, em -0,88, indicando que com o aumento do teor de Acido Glutamico, os
compostos fendlicos insolGveis diminuem. Como, nos resultados, o teor de Acido
Glutdmico oscila ao longo da germinacéo e o teor de compostos fendlicos também, para
determinadas amostras, como para a amostra Japonical, estes dois parametros

correlacionam-se fortemente.
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O teor de agucares redutores aumenta durante a germinacdo, com a diminuicdo do
teor de amido total, observando-se, assim, uma correlagdo moderada e negativa entre estes
dois parametros de -0,56. No entanto, também se correlaciona moderada e positivamente
com o teor de compostos fenolicos insoltveis, em 0,57. O teor de compostos fenolicos
insolUveis é mais ou menos constante durante a germinacéo e o teor de actcares redutores
é constante para algumas amostras, como a amostra Japonica7 e a amostra indica8, e nas
restantes aumenta muito significativamente as 72 h, por isso, observa-se uma correlagao
moderada entre estes dois parametros analisados.

O teor de compostos fenolicos soluveis correlaciona-se fraca e positivamente com o
teor de amido total, em 0,49, uma vez que o amido total é degradado ao longo do tempo de
germinacao, e o teor de compostos fendlicos também diminui. Esta correlacdo ndo € muito
forte, possivelmente devido ao teor de amido ndo diminuir de forma constante e, assim
como o teor de compostos fendlicos solUveis. Apesar de no geral da germinacdo estes
diminuirem, ndo diminuem de forma semelhante, por isso, a correlacdo é fraca. O teor de
compostos fenolicos sollveis também se correlaciona forte e positivamente com o teor de
compostos fenolicos insollveis, em 0,76. Este resultado pode ser explicado pelo facto de,
em certas amostras se observar uma diminuicéo do teor de compostos fenolicos insoluveis,
como por exemplo, a amostra Japonical, levando a uma correlagdo entre estes dois

parametros.
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5. CONCLUSAO

Inicialmente, foi feito um estudo das caracteristicas nutricionais do arroz
branqueado, analisando as suas caracteristicas biométricas, o Kett, o seu teor de amido
total, o indice glicémico, o teor de amido resistente, o teor de amilose aparente e 0 seu teor
proteico. Nas caracteristicas biométricas e no Kett, as amostras indicas sdo as que possuem
uma relacdo C/L, um teor de brancura total, brancura vitrea, % de area gessada e 0 Kett
mais constantes entre as amostras analisadas. Nas amostras Japdnicas verificam-se
maiores variac0es entre as amostras.

O teor de amido total das amostras analisadas variou entre 70 e 81 % de matéria seca.
No indice glicémico, destaca-se uma amostra com indice glicémico muito baixo,
JaponicalO, que possui um indice glicémico inferior ao do péo, indicando que é uma
amostra potencial caracterizada pelo baixo indice glicémico. Verifica-se que o indice
glicémico se correlaciona negativamente com a brancura vitrea dos graos de arroz. N&o se
verificou correlacdo entre o indice glicémico e o teor de amilose aparente, exceto nas
amostras Indicas, no entanto é uma correlacdo positiva, contrariamente ao que é obtido na
literatura. Porém, para as amostras Indicas, existe uma correlacdo fraca entre 0 amido
resistente e o indice glicémico. As amostras Japonicas possuem correlacdes muito fracas
entre todas as caracteristicas do arroz, contudo ao serem retiradas as amostras da variedade
tipo Risotto, obteve-se uma correlacdo moderada e negativa entre o indice glicémico e o
amido resistente, e a proteina possui uma correlacdo forte e positiva com a amilose
aparente.

A germinacdo € um processo que permite aumentar e melhorar a qualidade
nutricional de qualquer cereal, sendo, por isso, usada para a producgéo de produtos de valor
acrescentado, principalmente no Japdo. A germinagdo das amostras de arroz provocou a
diminuicdo do amido total e 0 aumento do teor de acucares redutores, fazendo com que o

indice glicémico aumentasse durante as primeiras 24 h de germinacdo, exceto na amostra
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Japénical. As amostras Japdnical0, Japonical e Japdnica7 obtiveram maior quantidade
de GABA as 24 h. O teor de compostos fendlicos sollveis diminuiram e o teor de
compostos fendlicos insollveis permaneceram mais ou menos constantes ao longo do
tempo de germinacdo. Conclui-se que as melhores amostras para germinar seriam as
Japonical0, Japonical e Japdnica7, pois conseguiram aumentar o seu teor de GABA para
0 dobro em relagdo ao teor inicial a apenas 24 h de germinagdo. No entanto, dever-se-ia
experimentar germinar em tampdes em que se pudesse variar o pH, de modo a se poder ver
que influéncia é que o pH pode ter na germinacdo dos grdos, pois este pardmetro pode ser a
justificacdo, para nas restantes amostras, o teor de GABA néo se alterar. Em relagédo ao
tempo de cozedura, este ndo € o mais favoravel para o consumidor, sendo necessario que
haja estudos e alteracfes no método de cozedura de modo a que este diminua e, assim, se
torne um produto que para além do seu elevado valor nutricional seja facilmente cozido
pelo consumidor.

Este estudo permitiu & empresa Novarroz — Produtos Alimentares, S.A. e a nivel
pessoal adquirir conhecimentos relativos as caracteristicas nutricionais do arroz e
correlaciona-las com as caracteristicas biométricas. Contudo, também permitiu a aquisicéo
de conhecimentos para o desenvolvimento de arroz germinado, um produto de valor
acrescentado, direcionado para pacientes de diabetes mellitus tipo 1l. E importante realcar
que este estudo ainda ndo se encontra concluido, sendo necesséria a analise de mais
parametros nutricionais avaliados, além de alteradas algumas condi¢des de germinacéo,

como o pH e a temperatura.
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Anexo A: Resultados das Caracteristicas Biométricas das amostras analisadas.

Amostra Comprimento | Largura Relagao | Brancura | Brancura % Area Kett
(mm) (mm) C/L Total Vitrea Gessada

indica1 7,24 1,67 4,33 130,63 118,33 21,22 40,40
indica2 7,04 1,91 3,68 129,89 122,43 13,21 43,40
indica5 7,04 1,90 3,70 123,54 117,86 9,56 37,40
indica6 7,14 2,04 3,50 124,10 118,07 10,24 36,80
indica7 6,67 2,11 3,16 126,91 120,39 11,02 37,20
indica8 6,68 1,98 3,38 132,41 122,41 18,66 42,40
indica9 6,48 1,92 3,37 135,26 124,60 20,52 44,30
indica10 6,32 1,93 3,27 134,08 124,09 18,37 46,70
Japonical 6,07 2,31 2,62 130,03 122,44 13,46 41,50
Japonica2 5,99 2,57 2,33 143,55 124,65 35,35 46,10
Japonica3 5,83 2,39 2,44 130,83 123,61 13,24 42,50
Japonicad 5,45 2,43 2,24 126,89 121,06 10,21 42,00
Japonica5s 5,35 2,65 2,02 138,53 120,24 30,48 44,00
Japonica6 5,93 2,71 2,18 148,03 124,04 40,69 51,20
Japonica7 5,42 2,64 2,05 140,64 121,23 33,03 45,30
Japonica8 6,75 2,84 2,38 143,79 125,66 31,67 43,68
Japonical0 4,98 2,39 2,08 141,87 212,24 35,47 45,10
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Anexo B: Resultados dos Aspetos Nutricionais das amostras analisadas.

Proteina

Amido Total

Amido Resistente

Amilose Aparente

Amostra Hum. % (matéria seca) | % (matéria seca) 6 % (matéria seca) | % (matéria seca)
indica1 10,93 10,84+0,57° 75,18+1,07° 106,38+0,01° 4,94+0,15° 22,98+1,26°
indica2 11,37 8,75+0,17° 80,15+0,82° 104,65+0,20° 6,34+0,29° 12,85+0,22°
indica3 11,96 74,90+0,39° 114,81+1,82¢
indica4 11,26 80,34+0,26¢ 106,11+1,05°
indicas 11,96 10,19+0,31° 70,4610,27°¢ 118,72+0,01¢ 1,38+0,06° 25,94+0,73°¢
indica6 11,13 7,43+0,33¢ 72,96%0,24° 114,17+1,01°¢ 7,37+0,24¢ 26,37+0,34°¢
indica7 11,25 6,96+0,19¢ 71,98+1,84% 110,89+1,59¢ 6,82+0,60¢ 12,23+0,58°
indica8 11,62 8,39+0,28° 78,49+0,71%¢ 114,38+1,48° 9,94+0,33¢ 25,30+1,14%*
indica9 12,59 9,86+0,22° 75,94+0,19° 108,42+0,17" 9,63+0,11° 22,300,372
indica10 11,25| 8,91#0,72a° 73,93+0,31° 107,77+0,37¢ 6,35+0,51° 25,51+0,67¢
indica11 11,50 75,88+0,23° 105,24+1,30%
indica12 11,90 71,77+0,53% 112,67+1,57¢¢
indica13 11,37 72,3940,11° 109,28+1,32°®
indica14 11,11 78,39+0,25 108,39+1,40'
indica14 Integral | 12,10 74,980,358 100,61+2,15"
Japénical 11,89 | 8,24%0,13° 78,77+0,30%¢ | 106,83+1,34°% 5,96+0,44°f® 17,94+1,49¢
Japonica2 10,86 7,4510,24° 78,45+0,52° 114,86+3,74¢% 5,47+0,01f 14,60+1,28°
Japonica3 12,27 7,28+0,17¢ 81,3240,52% 109,06+1,88%8 5,37+0,12f® 13,68+0,20°
Japonica4d 12,46 8,92+0,32° 76,80+0,58° 106,87+0,22 5,25+0,008 16,60+0,22¢
Japénica5 11,72| 8,30+0,50 79,56+0,40° | 115,75+2,41% 2,75+0,14" 17,53+0,00¢
Japonica6 11,85 6,87+0,17°¢ 75,05+0,53%*¢ | 106,57+2,1720f% 5,16+0,22® 16,09+0,53¢%
Japénica7 12,21 8,64+0,46° 74,74+0,67% 110,50+1,22°¢ 4,69+0,11° 10,30+0,52f
Japdnica8 12,56 10,11+0,59° 76,27+0,80° 113,76+0,38°¢ 8,02+0,39" 12,5340,56°
Japdnica9 12,48 71,36+0,29° 116,47+0,78°¢
Japénical0 |11,95| 7,75+0,61b 76,70+0,50" 88,07+1,64 5,68+0,54°2b% 15,02+1,44¢
Japonicall 11,02 70,58+0,57¢ 110,68+0,02¢




Anexo C: Resultados obtidos pela anélise das amostras germinadas.

Acido c:enr:gﬁ:zs Compostos
Amido (% de indice GABA (% de | glutamico Acgucares Soldveis Fenollco.s
Amostra . s . .. matéria (% de Redutores (% de Insoltveis
matéria seca) Glicémico , . e (mg/100g de
seca) matéria matéria seca) L. (mg/100g de
seca) materia matéria seca)
seca)

Japonical0 GOh | 70,70+0,60° 96,23+6,47% | 0,48+0,02* | 0,18+0,03 | 0,03+0,0026* | 39,79+1,93° | 471,83+11,47°
Japonical0 G24h | 67,78+0,12° 110,89+0,91° | 0,91+0,03° | 0,24+0,02° 0,03+0,0035% | 26,26+1,38* | 477,83+8,50°
Japonical0 G48h | 64,15+0,19° | 118,20+0,38° | 0,74+0,02° | 0,18+0,01° | 0,05+0,0002°> | 28,58+0,35¢ | 416,03+3,80°
Japonical0 G72h | 61,81+0,25¢ 119,26+0,77¢ | 0,87+0,06° | 0,09+0,05¢ 0,08+0,0094¢ 23,16+1,06% | 496,48+4,232

Japénical GOh | 74,64+0,52¢ | 114,39+2,94¢ | 0,39+0,00¢ | 0,26+0,06%° | 0,03+0,0010¢ | 46,90+2,52¢ | 485,33+11,543"

Japodnical G24h | 74,70+0,20° | 111,45+1,20° | 0,80+0,04¢ | 0,18+0,05%* | 0,02+0,0029¢ 31,80+1,52f | 430,26+8,81°¢

Japdnical G48h | 69,24+0,78" | 126,94+0,46" | 0,59+0,02¢ | 0,160,032 | 0,04+0,0035¢ | 27,92+1,13b° | 396,55+13,80°

Japodnical G72h | 67,71+0,30° | 117,34+1,25% | 0,51+0,022 | 0,13+0,022¢ 0,08x0,0047¢ 25,95+1,45° | 455,39+16,213¢

Japonica7 GOh | 70,26+0,48° 99,35+0,02° | 0,39+0,02¢ | 0,60+0,04¢ 0,02+0,0008" | 26,04+1,28° | 242,64+7,30¢

Japdnica7 G24h | 70,00+0,17%F | 114,89+1,67¢ | 0,65+0,05¢ | 0,50+0,06% | 0,03+0,00102¢ 13,64+0,468 | 268,3719,15¢

Japénica7 G48h | 67,35+0,87° | 114,13+1,65° | 0,46+0,04° | 0,59+0,03¢ | 0,02+0,0012¢ 8,25+0,49" 242,51+3,66¢

Japonica7 G72h | 65,93+0,488 | 110,91+1,58¢ | 0,43+0,03%¢ | 0,51+0,06% | 0,01+0,00058 5,67+0,18 220,60+14,35f

Indica8 GOh 75,0310,20¢ 106,67+0,028 | 0,53+0,03%f | 0,47+0,04¢ 0,024+0,0004" | 26,60+1,34°¢ | 314,08+18,558
indica8 G24h 71,96+0,85%" | 111,63+0,03%¢ | 0,61+0,05% | 0,45+0,01¢ | 0,02+0,00612¢" | 22,77+082¢ | 283,38+15,07°
indica8 G48h 69,661,822 | 120,77+3,09%" | 0,56+0,00f | 0,29+0,05° 0,02+0,0008¢ 19,04+0,40' | 330,99+15,178
indica8 G72h 64,02+0,20° | 124,53+0,68" | 0,59+0,03¢ | 0,27+0,03° | 0,03+0,0033%¢ | 11,27+0,56% | 292,58+17,618

Japonica2 GOh 72,68+0,38" | 111,34+1,18 | 0,47+0,04% | 0,24+0,07° 0,03x0,0000° 42,24+1,012 | 480,77+13,332h

Japdnica2 G24h | 70,48+0,17 | 124,86+4,30™ | 0,50+0,06%" | 0,14+0,04¢ | 0,03+0,00432 32,43+0,51" | 492,64+15,45%"

Japonica2 G48h | 68,01+0,52° | 123,81+4,484" | 0,51+0,084 | 0,18+0,05¢ 0,05+0,0023 32,60+0,24f | 450,03+13,32¢

Japdnica2 G72h | 64,87+0,89%® | 121,33+1,18 | 0,55+0,01f | 0,21+0,01° | 0,07+0,0026¢ | 29,97+1,49 | 512,59+9,38"
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Anexo D: Resultados das amostras germinadas ap6s a escolha do tempo de paragem da germinacao.

Japonical0 GOh 62,38 12,50+0,25° 6,10+0,61°
Japonical0 G24h 63,72 11,44+0,48° 7,47+0,362
Japonical GOh 49,04 13,54+0,19¢ 6,9610,44?2
Japonical G24h 41,97 12,81+0,48° 6,72+0,44?
Japénica7 GOh 38,31 9,57+0,544 6,25+1,122
Japonica7 G24h 52,91 8,50+0,36¢ 6,85+0,12°
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Anexo E: Resultados das correlacGes com todos os parametros analisados para as amostras branqueadas.
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