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INTRODUGCAO

Atualmente os principais produtores de arroz sdo China e India. O Brasil é o segundo maior produtor no asiatico no mundo, onde a
producéo se concentra na regiao sul (CONAB, 2015 e 2015b; FAO, 2015).

O plantio do arroz é anual e ocorre geralmente em regides umidas e quentes onde pode ser produzido sob diversas formas de cultivo,
sendo considerado dois grandes ecossistemas para a cultura: varzea e de terras altas.

Nos gréos de arroz, elementos essenciais como sodio (Na), cobre (Cu), zinco (Zn) e magnésio (Mg) estdo presentes e sao fundamentais
para humanos e outros seres vivos, pois estéo relacionados com a homeostasia.

Elementos ndo essenciais e potencialmente téxicos como o As também sédo encontrados em gréos de arroz em diversas regides do mundo
(BATISTA et al., 2011; MEHARG e ZAHO, 2012), o que pode representar risco a saude humana.

Quando comparado a outros cereais como, por exemplo, trigo e cevada, os graos de arroz podem apresentar cerca de 10 vezes mais As
(WILLIAMS et al., 2007). A exposicdo a As através da ingestdo de arroz é mais significativa em populacdes que ndo estdo expostas a altas
concentrac@es de As através agua potavel (MEACHER et al., 2002; MELIKER et al., 2006; MEHARG e ZHAO, 2012; SUN et al., 2008).

A exposicdo a As tanto em relagdo a fontes naturais (atividade vulcénica) quanto antropogénicas (atividade mineradora e uso de
praguicidas), em todo o mundo é um fator de risco importante para o desenvolvimento de diversos tipos de doengas, como cancer de pele,
pulmé&o e bexiga, e doencas cardiovasculares (IARC, 2012; MON,2012).

Arsénio no ambiente e sua relagdo com o arroz

O As é um metaloide ubiquo que ocorre em varios estados de oxidagdo (-3, 0, +3 e +5), tanto nas formas orgéanicas, quanto inorganicas,
sendo encontrado no solo, na 4gua e em tecidos bioldgicos. Existem mais de 200 formas de As no ambiente (SMEDLEY e KINNIBURGH, 2001;
WHO, 2001). Arsenobetaina e arsenocolina sdo formas de As organico (As-0) que estdo presentes geralmente em frutos do mar em altas
concentragdes. Por outro lado, as formas de As inorganico (As-i), As®* (arsenito) e As® (arseniato), séo predominantes em alimentos terrestres
(FRANCESCONI, 2005). Estudos tém sido realizados para determinar as concentraces de As nos alimentos, uma vez que o As é carcinogénico
para humanos (WILLIAMS, 2007, FDA, 2011, IARC, 2012).

Estudos demonstram que cultivares de arroz sob condigdes anaerébicas (sistema de varzea) absorvem cerca de 4 vezes mais As do que
em condigdes aerdbicas (terras altas) (XU et al., 2008).

Atualmente a concentragdo As-i recomendavel para arroz polido é de 200 ug kg, enquanto, em termos de comparacgéo, na agua potavel
é de 10 ug L%, um valor menor que no arroz devido ao seu alto consumo (WHO, 2008; CAC, 2014). Apesar da atual regulagdo para o arroz,
pouco se sabe ainda sobre a absorgao de As ingerido através do arroz.

Bioacessibilidade

O arroz tem sido frequentemente estudado através das concentragcdes de As, determinando grande parte de suas propriedades
toxicolégicas, mas pouco se sabe sobre a liberacédo e absor¢do do As no sistema digestivo (SCHOOF et al., 1999; WILLIAMS et al; 2007). A
exposicdo a As é uma questéo de interesse mundial e a bioacessibilidade tem um papel importante em pesquisas epidemioldgicas (HE et al.,
2012).

A bioacessibilidade in vitro possibilita uma melhor avaliagédo sobre exposigao oral aos elementos e o risco associados a saude, simulando
geralmente as duas fases da fisiologia gastrointestinal: estomacal e intestinal (NAVARRO-ALARCON e CABRERA-VIQUE, 2008). A
bioacessibilidade fornece informagdes acerca da fracdo dos elementos e/ou compostos, que séo liberados da matriz (alimento) no trato
gastrointestinal, tornando-se disponivel para absor¢do intestinal. Esta € considerada a maxima concentragdo do elemento disponivel para
absorcdo (RUBY et al., 1999).

Técnica Analitica

Para andlises de elementos tragos (<mg kg™) sdo necessarias técnicas analiticas de alta sensibilidade e com melhores limites de detecg&o.
Neste contexto se encaixa a espectrometria de massas com plasma acoplado indutivamente (ICP-MS). A ICP-MS é uma técnica que se destaca
com excelentes limites de deteccdo (10 a 10%%), capacidade de determinacdo da raz&o isotOpica, andlise quantitativa e qualitativa, e
seletividade (determinagdo de is6topos). A combinacdo de um plasma indutivamente acoplado a uma fonte de radiofrequéncia com o
espectrometro de massas possibilita um analisador elementar e isotopico (WOLF, 2005; THOMAS, 2008). Na ICP-MS as amostras sao
introduzidas por uma bomba peristaltica e conduzidas até a fonte de plasma, onde os elementos presentes na matriz sdo atomizados e
ionizados. Esses ions sé@o entdo separados em funcéo da sua razdo massa-carga (m/Z) e por fim separadas pelo espectrdmetro de massas e
detectadas (THOMAS, 2008). Tanto matrizes simples quanto complexas, sdo facilmente analisadas com o minimo de interferéncia devido a
alta temperatura do plasma (6000 a 10000 K) (THOMAS, 2008). O ICP-MS é uma importante e poderosa ferramenta analitica, uma vez que é
possivel a hifenagdo com outros equipamentos como a cromatografia a gas e cromatografia a liquido de alta eficiéncia (HPLC), possibilitando
assim especiacdo quimica de metais em diversos tipos de amostras (ambientais, clinicas, alimentos e farmacéuticas) (FERRARELLO, LA
CAMPA e SANZ-MEDEL,2002; THOMAS, 2008).

MATERIAL E METODOS

Reagentes e materiais
Utilizou-se agua ultrapura (Master All, Gehaka, Brasil) ao longo dos experimentos. Os reagentes utilizados foram de grau analitico. Todas as

solucdes foram armazenadas em garrafas de plastico que foram descontaminadas durante 24 h em banho de &cido a 15% v/v de HNOs,
enxaguadas cinco vezes com agua ultrapura e secas em capela de fluxo laminar classe 100 (FilterFlux, Sdo Paulo, SP). Para controle de
qualidade, em todos os ensaios foi utilizado o material de referéncia certificado, a farinha de arroz ERM-BC211, com uma concentracéo de As
total de 260+13 ug kg™ (IRMM, Geel, Bélgica). itrio (Y) a 10 pg L™ foi utilizado como padréo interno. Todos os &cidos utilizados neste trabalho
foram subdestilados (DST-1000, Salvillex, MN, EUA).

Para a determinacéo dos totais utilizou-se acido nitrico subdestilado a 65% v/v (Synth, Sdo Paulo, Brasil) e peréxido de hidrogénio a 30%
viv (Fluka, St. Louis, MO, EUA).

Os padrdes de As usados para especiagdo foram, trioxido de arsénio (As®*) (99,95%, Sigma, St. Louis, MO, USA), arsenato de so6dio hepta-
hidratado dibasico (As®") (98%, Sigma, St. Louis, MO, USA), &cido monometilarsénico (MMA) (98,4%, Sigma, St. Louis, MO, USA) e &cido
dimetilarsénico (DMA) (99%, Sigma, St. Louis, MO, USA).
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Para a bioacessibilidade foi utilizado HCI subdestilado (37 % v/v, Synth, Brasil), os demais reagentes foram adquiridos da Sigma-Aldrich
(Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) sendo estes a pepsina, sais biliares (glicodeoxicolato de sédio + taurodeoxicolato de sédio + taurocolato de
saédio hidratado) pancreatina e NaHCOj3 (3% m/v).

Determinagéo total de As (As-t)

As amostras de arroz foram moidas e tamisadas, em seguida pesadas cerca de 200 mg de amostra, adicionados 2 mL de HNO; subdestilado
e pré-digeridas por 24 h a temperatura ambiente. Apos a pré-digestao foram adicionados 1 mL de H,O; e realizado a digestéo em bloco digestor
(EasyDigest®, Analab, Wantzenau, Franga) por 4h a 80°C. Ao fim, foram arrefecidas e completadas com 50 mL de agua ultrapura e analisadas
por ICP-MS (Agilent, Hachioji, Jap&o).

Determinacéo da fragdo bioacessivel do As

A avaliacéo in vitro da bioacessibilidade foi realizada de acordo com Bertin et al., 2016 e com a Farmacopeia dos Estados Unidos (USP,
2000). Para o fluido gastrico dissolveu-se 0,32 g de pepsina com 0,7 mL de HCl a 12 mol L, seguido da adigdo de &gua deionizada para um
volume de 100 mL, sendo que a pepsina foi previamente diluida em agua deionizada antes da adi¢cdo do HCI. Em seguida o pH foi ajustado
para 1,2 utilizando uma solugdo de HCI (0,1 mol L%). Entdo em 200 mg de amostras de arroz foram adicionados 3 mL de fluido gastrico, em
seguida as amostras foram colocadas em uma incubadora rotativa (SL 233, Solab, Brasil) a 37°C por 2 h. Ap6s o periodo de 2 h adicionou-se
3 mL de fluido intestinal as amostras, onde foram incubadas a 37°C por mais 2 h. Para o preparo da solugéo intestinal foram solubilizados 0,2
g de sais biliares (0,08 g de glicodeoxicolato de sédio + 0,05g de taurodeoxicolato de sédio + 0,08g de taurocolato de sédio hidratado) e 0,5 g
pancreatina em uma solugdo de NaHCO; (3% m/v) para 100mL. Por fim, as amostras foram arrefecidas a temperatura ambiente e em seguida
centrifugadas (SL700, Solab, Brasil) a uma velocidade de 1077 g por 20 min. Os sobrenadantes desta etapa foram separados dos precipitados
e separados uma aliquota a qual foi submetida a digestdo para a determinagdo dos totais de acordo com método mencionado anteriormente.
Os resultados analiticos obtidos através deste método foram aceitaveis entre a respectiva especificacéo e a totalidade da recuperagéo do
arsénio com outros métodos de extragéo.

Determinacéo das espécies de As na fracdo bioacessivel (sobrenadante)

A especiagdo de As foi realizada utilizando um cromatégrafo a liquido de alta eficiéncia (HPLC) Infinity Il 1290 (Agilent, Hachioji, Japao)
equipado com uma coluna de troca idnica Hamilton PRP-X100 (Hamilton, Reno, NV, EUA) hifenado ao ICP-MS. Para a andlise uma aliquota
da fracdo bioacessivel (sobrenadante) foi filtrada (filtro de celulose de 0,20 pm, Sartorius, Géttingen, Alemanha), diluida em agua ultrapura
(1+1) e injetada no HPLC-ICP-MS.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Arsénio total no arroz

As amostras de arroz integral de diversos cultivares foram coletadas em 2015 no estado do Rio Grande do Sul. As concentragfes totais de
As entre os cultivares variaram de 346,1+12,6 a 542,8+22,9 ug kg (média de 440,8 ug kg?) (Tabela 1). O cultivar que apresentou menor
concentragéo foi o cultivar A, jA o com maior concentragdo foi o cultivar H. As variagdes das concentragGes de As-t é comparavel a estudos
anteriores. Estes valores estdo bem proximos daqueles obtidos por Batista et al. (2011) encontrados em arrozes integrais do Rio Grande do
Sul, que foram de 270,7 e 427,7 ug kg. Ja para o estado de S&o Paulo foi encontrado uma concentracdo de 346,9 ug kg*. Narukawa et al.
(2014) encontraram uma concentracdo de As-t de 239 pug kg em 4 amostras de arrozes integrais de seis diferentes areas do Jap&o. He et al.
(2012) encontraram em 11 amostras adquiridas em Nova York uma concentrag&o variando de 150 a 850 pg kg™.

As concentragfes encontradas neste estudo para os arrozes integrais estdo bem préximas. No entanto, os cultivares E, H e | possuem as
maiores concentracées, 485,3, 542,8 e 536,2 ug kg, respectivamente. Essas concentragdes de As no arroz podem ser influenciadas por
diversos fatores como, por exemplo, a agua de irrigagdo e o solo. Segundo Abedin et al. (2002), a aplicacdo de agua de irrigacdo com
significante concentracdo de As é um fator antropogénico que contabiliza uma alto concentracéo de As no solo de cultivares de arroz o que
pode conduzir uma acumulagédo elevada de As no arroz.

Espécies bioacessiveis de As

A Tabela 1 reporta também as espécies de As das 9 amostras de arroz integral que foram submetidas a simulagao gastrointestinal. Em
todas as amostras foram detectadas as espécies de As®**, As®* e DMA. Na Figura 1 est&o os cromatogramas de 3 amostras que apresentaram
maiores concentracdes (cultivares G, C e I).

Os percentuais de As-i foram de 23,5 a 68,5%, ja os percentuais de As-o variaram de 31,5 a 76,5 %, o que pode indicar uma maior absor¢éo
de As-o0 em relagdo ao As-i por esses cultivares de arrozes integrais.

Em relagdo as concentracdes para As®*, estes variaram de 18,2+3,6 a 124,6+12,7 ug kg*. Estes valores estdo bem préximos dos
encontrados por He et al. (2012), onde as concentragbes para o As® bioacessivel em amostras de arroz integrais adquiridos em Nova York
variaram de 70 a 110 pg kg, os quais representam um percentual de As-i variando de 37 a 73 %.

As concentragdes de As®* bioacessivel variaram de 60,1+35,7 a 146,2+15,3 ug kg*. He et al. (2012) detectaram para o As® concentracdes
variando de 20 a 60 pg kg?, o que distam dos valores aqui determinados, onde o percentual de As-o bioacessivel foi de 27 a 63% nessas
amostras.

Meharg et al. (2008) encontrou em arrozes brancos uma porcentagem de As-i relativo a ~55% em comparacao ao arrozes integrais, que
tiveram um percentual ~65% de As-i. Isso se deve ao fato do farelo concentrar maiores quantidades de As-i (camada superficial do arroz), cerca
de 10% mais elevadas de As-i quando comparado a graos de arrozes brancos (SUN et al., 2008; MEHARG et al., 2008).

A Unica espécie bioacessivel detectada para As-o foi DMA, onde as concentragdes variaram de 84,3+7,0 a 383,6+26,6 ug kg*. Valores
encontrados por Trenary et al. (2012) para As-o bioacessivel em amostras de arroz integrais variaram de 11 a 40 ug kg, onde os percentuais
de DMA foram entre 8,4 a 14%.

Tabela 1. Concentragéo total e especiagao da frac@o bioacessivel para As em arrozes integrais

As total Espécies bioacessiveis de As

Cultivar As-tug kg™* As**ugkg!  As®ugkg! DMAugkg! Soma das espécies As-i% As-0%

BC211 253,9+3,6 18,2+3,6 129,3+25,8 146,5+29,3 294,15 50,18 49,82
A 346,1+12,6 92,1+5,2 80,4+4,0 163,4+11,9 353,17 48,87 51,13
B 346,6+46,8 94,3+£3,5 89,1+7,9 84,3+7,0 267,92 68,50 31,50
C 431,2+50,3 79,516,9 146,2+15,3 209,6+21,0 435,38 51,85 48,15
D 415,2+10,4 73,1+4,8 60,1+35,7 142,2+34,5 275,58 48,40 51,60
E 485,3+29,6 117,7+25,5 86,1+9,7 194,2+3,9 398,13 51,20 48,80
F 380,7+£16,9 106,8+6,5 92,5+9,0 186,6+13,4 386,05 51,66 48,34
G 483,3+28,1 124,6+12,7 83,4+10,8 340,1+35,1 548,17 37,95 62,05
H 542,8+22,9 107,5+22,7 103,5+10,7 335,3+26,65 546,50 38,63 61,37
| 536,2+34,9 50,9+69,0 67,0+£9,4 383,6+26,6 501,63 23,52 76,48

As concentragdes totais e a fracdo bioacessivel das espécies foram representadas pela x+2¢ (média + desvio padrdo), n=3.
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Figura 1. Cromatograma de trés amostras que apresentaram maiores concentragées (cultivares G, C e ).
CONCLUSAO

O arroz é um alimento basico importante no Brasil e para 0 mundo. Este estudo teve por finalidade avaliar as espécies bioacessiveis de As
em arrozes integrais de cultivar especifico do Rio Grande do Sul. Os resultados indicam uma maior concentracédo das espécies bioacessiveis
de As-o (31,5 - 76,5 %) em relagdo ao As-i (23,5 - 68,5%). Essas informagbes fornecem um melhor entendimento a respeito a exposicao as
espécies de As através da ingestdo de arroz e seus possiveis riscos, o que reduz as incertezas na estimativa a exposicao e fornecem dados
para legislagdo para a seguranca de alimentos.
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