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Parametros climaticos e variacdo de compostos
fenolicos em cevada

Climatic parameters and variation of phenolic compounds in barley

Aline Sobreira Bezerra™ José Laerte Nornberg' Fernanda Oliveira Lima"

Marcelo Barcellos da Rosa'"

RESUMO

Objetivou-se quantificar os compostos fendlicos em
extrato hidroetandlico de graos das cultivares de cevada (‘BRS
Lagoa’ e ‘MN 743’) em dois anos consecutivos de cultivo (2005 e
2006), avaliando a influéncia dos fatores climaticos nesse contetdo.
Os compostos fendlicos totais foram quantificados pelo método de
Folin-Ciocalteau e os teores de rutina e &cidos cafeico e ferulico
por CLAE em fase reversa. O contelido de compostos fenélicos
totais variou de 0,97 a 1,59 mg AG g* de cevada e os fatores
climéticos durante o periodo de plantio e colheita influenciaram
no contetdo. Foram identificados e quantificados nessas cultivares
rutina, acido cafeico e acido ferulico. A avaliagdo dos fatores
climaticos no conteido de compostos fendlicos em cevada é
de grande interesse, visando a sua importancia nutricional
e recomendacdo de cultivares com contelidos expressivos de
compostos bioativos.

Palavras-chave: Hordeum vulgare L., antioxidantes, fatores
climéticos.

ABSTRACT

This study aimed to quantify the phenolic compounds
in hydroethanolic extract of cultivar seeds (‘BRS Lagoa’ and ‘MN
743’) in two consecutive years of cultivation (2005 and 2006)
evaluating the influence of climatic factors in such content. The
total phenolic compounds were quantified by Folin-Ciocalteau’s
method and the levels of rutin and caffeic and ferulic acids by
HPLC in the reversed-phase. The concentration of total phenolic
compounds ranged from 0.97 to 1.59 mg GA g of barley and the
climatic factors during the planting and harvesting influenced the
barley content. Caffeic, rutin and ferulic acid were identified and
quantified in these cultivars. Assessment of climatic factors on the
content of phenolic compounds in barley is of great interest aiming

Leandro Machado de Carvalho"

for their nutritional importance and recommendations of cultivars
with significant content of bioactive compounds.

Key words: Hordeum vulgare L., antioxidants, climatic factors.

INTRODUCAO

Atualmente, evidéncias indicam
os radicais livres e outros oxidantes como
grandes responsaveis por doengas degenerativas
associadas ao envelhecimento, cancer, doengas
cardiovasculares, entre outros. Todavia, o consumo
de substancias antioxidantes naturais na dieta diaria
pode produzir uma agdo protetora efetiva contra os
processos oxidativos gerados por esses compostos
(DEGASPARI & WASZCZYNSKY]J, 2004).

Das diversas classes de substancias
antioxidantes de ocorréncia natural, os compostos
fenodlicos tém recebido muita atengdo nos ultimos
anos, sobretudo por inibirem a peroxidagao lipidica
e a lipo-oxigenase in vitro (SOARES, 2002). Estes
se enquadram em diversas categorias, como fendis
simples, acidos fenodlicos (derivados dos acidos
benzdico e cinamico), cumarinas, flavonoides,
estilbenos, taninos condensados e hidrolisaveis,
lignanas e ligninas (NASCK & SHAHIDI, 2004).

A inibicdo da peroxidagdo lipidica e a
lipo-oxigenase desempenhadas por esses compostos
tém um papel importante na neutralizagdo ou no
sequestro de radicais livres e na quelagao de metais de

'Nucleo Integrado de Desenvolvimento em Analises Laboratoriais (NIDAL), Departamento de Ciéncia e Tecnologia dos Alimentos,
Universidade Federal Santa Maria (UFSM), Santa Maria, RS, Brasil. E-mail: alinecelo@hotmail.com. *Autor para correspondéncia.
"Laboratorio de Analises Quimicas (LACHEM), Departamento de Quimica, UFSM, Santa Maria, RS, Brasil.

Recebido 06.09.12  Aprovado 08.04.13

Devolvido pelo autor 08.07.13

CR-2012-0806.R1



Parametros climaticos e variagdo de compostos fenélicos em cevada. 1547

transi¢do, agindo tanto na etapa de iniciagdo como na
propagacdo do processo oxidativo. Os intermediarios
formados pela a¢do dos antioxidantes fenolicos sao
relativamente estaveis, devido a ressonancia do anel
aromatico presente na estrutura dessas substancias
(SOUSA et al., 2007).

Em graos de cevada, tém sido
identificados derivados dos acidos hidroxibenzoico
e hidroxicindmico, como o acido trans-ferulico,
encontrado em maior quantidade no grao, seguido dos
acidos p-cumarinico e vanilico (MC MURROUGH et
al., 1992; SHAHIDI & NACZK, 2003). Esses acidos
sdo conhecidos por atuarem como antioxidantes
primarios na recep¢do de radicais livres,
interrompendo a reagdo em cadeia e encontram-se
presentes na camada de aleurona e no endosperma do
grao (GOUPY et al., 1999).

Em pesquisa recente, compostos fenélicos
como a rutina, acido cafeico, acido fertlico e
miricetina, foram identificados e quantificados em
diferentes cultivares de cevada brasileira (BEZERRA
et al., 2009) por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE, do inglés HPLC). Conforme
reportado por KNEKT et al. (2002) e RODRIGUES
et al. (2003), esses compostos t€ém exercido efeito
cardioprotetor, hipolipidico, hipotensivo, antiviral e
anti-inflamatorio.

Dessa forma, como parte do estudo sobre a
identificago e quantificagdo dos fendlicos em cevada
e considerando a importancia desses compostos como
antioxidantes naturais, o presente trabalho teve como
objetivo quantificar e identificar compostos fenolicos
pelos métodos de Folin-Ciocalteau e por CLAE em
extrato hidroetanolico das variedades de cevada
recomendadas para cultivo no Brasil, MN 743 ¢ BRS
Lagoa, cultivadas nos anos de 2005 e 2006, e avaliar
a influéncia das condi¢des climaticas (temperatura
média do ar, indice pluviométrico e insolagdo) entre
as épocas de plantio e colheita na quantificagdo dos
fenolicos entre essas variedades.

MATERIAL E METODOS

Para o experimento, foram utilizadas
amostras de cevada (BRS Lagoa e MN 743),
cultivadas no municipio de Ibiaga/Rio Grande do
Sul, nas safras de 2005 ¢ 2006, em ensaio de campo
coordenado pelo Centro de Pesquisa da Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa)
de Passo Fundo. O delineamento experimental
utilizado foi em blocos inteiramente casualizados
com trés repeticdoes. Os dados foram submetidos a
analise de variancia ¢ as médias comparadas pelo

teste Tukey a 5% de probabilidade, utilizando o
sistema para analise e separacdo de médias em
experimentos agricolas — SASM - Agri, versao 4
(GODOY, 2001). Os resultados foram expressos
em média + desvio padrao.

Os graos, previamente secos, foram
triturados em micro-moinho modelo Marconi a
27.000 rpm durante 40 segundos, a fim de se obter
tamanho de particulas (menor que 1mm) apropriadas
para as analises. As amostras foram armazenadas
em sacos de polietileno, sendo devidamente
identificadas ¢ mantidas sob congelamento a -18°C
até o processo extrativo.

Para o preparo dos extratos, foram
utilizados como solvente agua destilada e etanol
95% grau analitico. Acetonitrila (Tedia®) foi usada
no preparo da fase movel. A dgua usada nas analises
cromatograficas foi agua ultrapura (Milli-Q). Rutina,
acido fertlico e acido cafeico (Sigma®), em solugdes
contendo 5,0, 10,0, 15,0 mg L' em metanol, foram
utilizados como padrdes internos, na quantificagdo
por adi¢do de padrdo, para minimizar o efeito de
matriz. O reagente de Folin-Ciocalteau foi adquirido
da Merck e o acido galico da Vetec®.

Os extratos foram preparados em
concentragdes de 12,5% (m/v) de farinha de cevada
misturada em uma solugdo hidroetanolica (20:80,
v/v). A mistura foi sonicada durante 30 minutos a
temperatura ambiente, filtrada em filtro de papel
12,5mm e em acetato de celulose 0,45mm para
injegdo. Os extratos foram mantidos a -5°C até o
momento da analise. Essa condigdo experimental foi
previamente avaliada (BEZERRA et al., 2009).

Adeterminagao de fenois totais foirealizada
pelo método de Folin-Ciocalteau, segundo SOUSA et
al. (2007), com modificagdes. As medidas de absor¢ao
foram realizadas por meio de espectroscopia na regido
do visivel, utilizando espectrofotdometro Hewlett
Packard (HP) UV-Vis com arranjo de diodos (A:
740nm). O teor de fendis totais (FT) foi determinado
por interpolacdo da absorbancia das amostras contra
uma curva de calibragdo construida com padroes de
acido galico e expressa como mg de acido galico por
grama de cevada (mg AG/g).

As analises de identificago e quantificagdo
foram realizadas por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE), com cromatoégrafo Dionex,
acoplado com detector UV-Vis (UVD 170U). O
software Chromeleon, versdo 1997, foi usado para
registrar os cromatogramas e medir as areas dos
picos. A separacdo dos fendlicos foi realizada em fase
reversa em coluna C18 (4,6mmx150mmxSum). Os
solventes foram degaseificados em banho ultrasstnico

Ciéncia Rural, v.43, n.9, set, 2013.



1548 Bezerra et al.

(Ultrasonic Cleaner Unique®). A cromatografia foi
realizada a temperatura de 25°C+1°C em eluigao
isocratica (acetonitrila e agua deionizada (30:70,
v/v)), pH 4,0£0,5 e fluxo de 0,5mL min"'. Aliquotas
de 20puL das amostras foram injetadas e a detecnio
dos picos foi registrada em 254nm. O tempo de
analise foi otimizado em 15 minutos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para andlise e comparacao dos resultados,
foram utilizados dados disponibilizados pela Embrapa
Trigo de Passo Fundo (2008) que mostraram que, nos
anos de 2005 e 2006, a insolagdo em horas durante
a época do plantio até a colheita da cevada (junho
a outubro) foi em média 839,0 horas em 2005 e
982,6 horas em 2006. A precipitacdo pluvial média
foi de 1029,7mm em 2005 e 655,3mm em 2006 e
a temperatura média do ar de 14,58°C em 2005 e
15,48°C em 2006.

Entre as cultivares analisadas, foram
observados os menores teores médios significativos
de fenodlicos totais (FT) na safra de 2006 e, em 2005,
os maiores teores médios quantificados (Tabela
1). Na analise por CLAE-UV, pdde-se identificar
¢ quantificar os seguintes compostos nesta ordem
de eluicdo: rutina>acido cafeico>acido ferulico.
Observou-se um maior teor médio significativo de
rutina e de acido cafeico na cultivar ‘MN 743’ de
2005 e de 2006, respectivamente (Tabela 1). O acido
fertalico foi quantificado em pequena quantidade
somente na cultivar ‘BRS Lagoa’ (2006) em uma
concentragdo de 0,80 = 0,27 mg kg'. A separagdo
cromatografica dos compostos analisados e o perfil
cromatografico das cultivares pode ser observado
na figura 1.

De acordo com CARVALHO et al. (2004),
os compostos fendlicos sdo instaveis e facilmente
oxidaveis. Os derivados do acido cindmico, como,

por exemplo, o acido ferulico, podem se isomerizar
em solug@o aquosa sob influéncia de luz UV. Esse
fato, assim como o método extrativo aplicado
e variagdes de genotipos, pode explicar a razdo
da baixa quantificagdo do acido ferulico nas
cultivares analisadas, tendo em vista que, este seria
o composto encontrado em maior quantidade em
graos de cevada (MAILLARD & BERSET, 1995).
Com relagdo a variacdo quimica de plantas da
mesma espécie, pardmetros como clima, radiacdo
solar, nutricdo mineral, entre outros, podem
também interferir no conteido de praticamente
todas as classes de metabolitos secundarios como
os flavonoides e acidos fendlicos, conforme
reportado por SANTOS & BLATT (1998).

As baixas temperaturas tém influéncias
significantes nos niveis de metabolitos secundarios
e uma correlacdo positiva tem sido relatada entre a
intensidade e a duracdo do frio imposto ao milho
(Zea mays) e a abundancia de antocianinas ¢ mRNA
(CHRISTIE et al., 1994). A cevada, por exemplo,
¢ uma graminea cerealifera tipica de clima que se
adapta bem em temperaturas extremas e, conforme
mostra a figura 2, uma maior concentragdo de fendis
totais foi observada em temperatura média mais
baixa (14,58°C).

Com relagdo a radiagdo ultravioleta, existe
uma correlagdo positiva bem estabelecida entre
intensidade de radiacdo solar e produgdo de compostos
fendlicos (WATERMAN & MOLE, 1994), tais como
taninos (DUDT & SHURE, 1994), antocianinas
(JEONG et al., 2004), flavonoides (TATTINI et al.,
2004), e isso pode ser explicado, principalmente no
caso de flavonoides e fenilpropanoides correlatos, pela
protecdo contra a foto destruicdo proporcionada por
esses metabolitos ao absorver e/ou dissipar a energia
solar, dificultando assim a danificacdo dos tecidos
mais internos pela radiagago UV-B (WATERMAN
& MOLE,1994; GRACE & LOGAN, 2000). Nas

Tabela 1 - Quantificacdo de compostos fendlicos* pelos métodos de Folin-Ciocalteau e CLAE-UV (: 254nm).

Cultivares Fendlicos totais * Rutina ® Acido cafeico ® Acido fertlico B
‘BRS Lagoa 2005’ 1,58+0,02° 135,3143,42° 24,88+6,81° nd**
‘BRS Lagoa 2006’ 1,02+0,01° 48.81+4,36° 13,39+1,17° 0,80+0,27
‘MN 743 2005 1,43+0,02° 300,46+7,49° 26,41+5,56° nd

‘MN 743 2006’ 0,97+0,02" 100,27+5,03° 50,29+3,57° nd

*Valores médios com a mesma letra na mesma coluna ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey em nivel de 5%.

nd**: ndo detectado.
*Valores médios + desvio padrdo expressos em mg AG g”' de amostra.
®Valores médios + desvio padrio expressos em mg kg de amostra.

Ciéncia Rural, v.43, n.9, set, 2013.



Parametros climaticos e variagdo de compostos fenélicos em cevada.

Absorviincia (mALl)

160 |- (A) " RUTINA

140 | ACIDO CAFEICO

120 |
100 |-

B0 -

ACIDO FERULICO

Tempo (min)

160
140
120

100 =

(B)

—— BRSLAGOA2005 ]

RUTINA

¥ ACIDO CAFEICO 4

[ S

(D)

—— MNT432005

160 - '
©)
140 |
120

100 =

Absorviincia (mALT
2
T

—— BRSLAGOA2006

RUTINA

/

v

ACIDO CAFEICO

160

140

—— MNT432006

RUTINA
/

/ ACIDO CAFEICO
I

%

Absorvincia (mAll)
z
T

120 | 1

100 -
RUTINA

Absorvincia (mAL)
=
T

ACIDO CAFEICO

0 F 4 [ & 10 12 14

Tempo (min)

Figura 1 - Separagdo cromatografica dos padrdes de compostos fenodlicos analisados por CLAE-UV (A) e
perfil cromatografico dos extratos hidroetanolicos (20:80, v/v) de cevada em concentracdo de
12,5%: cultivar ‘BRS Lagoa’ ano 2005 (B); cultivar ‘BRS Lagoa’ ano 2006 (C); cultivar ‘MN
743’ ano 2005 (D); cultivar ‘MN 743" ano 2006 (E).

0 2 4 [ 8 10 2 14

Tempo (min)

variedades de cevada analisadas, observou-se que
uma maior insolagdo recebida pela planta, durante
os periodos de plantio e colheita (982,6 horas),
refletiu em uma menor concentragdo de fenois totais,
enquanto que uma menor insolacdo (839,0 horas)
exibiu uma maior concentragdo de fenois totais entre
as variedades, como pode ser observado na figura 3.
Os efeitos da chuva na vegetacdo também
devem ser considerados, pois, conforme observado
em estudos com Hypericum perforatum, houve
um aumento significativo na concentragdo de
flavonoides, hipericinas e acido clorogénico nas flores
sob condi¢des de estresse hidrico; porém, com um
decréscimo na concentragdo de hiperforinas (GRAY

et al., 2003). O estresse hidrico frequentemente tem
consequéncias significantes nas concentragdes de
metabolitos secundarios em plantas e, conforme
os autores, essa condigdo geralmente leva a um
aumento na producdo. Em cevada, foi observado,
como mostra a figura 4, que no ano 2005, com maior
indice pluviométrico no periodo de plantio e colheita,
houve uma maior concentra¢do de rutina, bem como
de fenois totais.

CONCLUSAO

Considerando os resultados descritos pela
literatura com outras plantas, porém inexistentes

Ciéncia Rural, v.43, n.9, set, 2013.
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com cevada, e os observados neste trabalho, conclui-
se que uma menor incidéncia solar, maior indice
pluviométrico e uma menor temperatura média,
foram considerados fatores favoraveis no aumento do
conteudo de fenolicos totais e de rutina nas cultivares
de cevada de diferentes safras agricolas.

A avaliacdo dos fatores climaticos no
contedo de compostos fendlicos em cevada ¢
de grande interesse, visando a sua importincia
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