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Extracao, analise e distribuiciao dos acidos fendlicos em gendtipos
pigmentados e nao pigmentados de arroz (Oryza sativa L.)

Extraction, analysis and distribution of phenolic acids in pigmented
and non-pigmented genotypes of rice (Oryza sativa L.)

Nédia Valéria Mussi de MIRA!, Rosa Maria Cerdeira BARROS!, Moacir Antonio SCHIOCCHET?,
José Alberto NOLDIN?, Ursula Maria LANFER-MARQUEZ™

Resumo

Neste estudo, avaliaram-se a distribui¢do dos Compostos Fenélicos Totais (CFT) e o perfil de cidos fendlicos, presentes nas fragdes, soluvel e
insoluvel de dez gendtipos de arroz (Oryza sativa L.) de pericarpo pigmentado e ndo pigmentado. Devido a sua elevada capacidade antioxidante,
os compostos fendlicos vem sendo apontados como possiveis promotores da sade. Grande parte corresponde aos cidos fenolicos presentes
no grao sob a forma soltvel (livre e conjugada) e insoluvel (ligada). Na literatura ha poucas informagées sobre a contribui¢do dos compostos
fendlicos ligados, cujos teores sdo costumeiramente subestimados. Os CFT foram quantificados pelo método de Folin-Ciocalteau, enquanto
os 4cidos fendlicos por RP-HPLC. Na fragio soltivel dos genétipos pigmentados, os teores de CFT foram variaveis, mas, em média, 5,7 vezes
maiores do que nos nio pigmentados (média de 3468 e 602 Lig eq. Acido Fertlico (AF)/g arroz, respectivamente), principalmente devido
a presenga de antocianinas e proantocianidinas. Na fracdo insolivel, os pigmentados apresentaram duas vezes mais CFT do que os ndo
pigmentados (825 e 378 g eq. AF/g arroz, respectivamente), provavelmente devido a reten¢do de antocianinas e proantocianidinas, mesmo
ap0s cinco extragdes consecutivas. Dentre os acidos fenélicos, o dcido ferulico foi o principal componente em todos os genétipos estudados,
exceto no arroz preto, no qual predominou o acido protocatecéico.

Palavras-chave: arroz; Oryza sativa; cultivares; compostos fendlicos; dcido fertilico; dcidos hidroxicindmicos.

Abstract

This study was conducted to evaluate the distribution of total phenolic compounds and phenolic acids in the soluble and insoluble fractions
of 10 rice (Oryza sativa L.) genotypes with pigmented or non-pigmented pericarp. These compounds were reported to exert beneficial
effects on human health due to their high antioxidant activities. The total phenolic compounds (CFT) in both fractions was determined
by the Folin-Ciocalteau method and phenolic acids RP-HPLC with Diode-Array Detection (DAD) in order to analyze phenolic acids. The
amount of CFT in the soluble fraction was about 5.7 times higher in pigmented than in non-pigmented genotypes showing mean values
of 3468 and 602 pg eq.ferulic acid/g rice, respectively. The presence of proanthocyanidins and anthocianins seems to be responsible for the
higher amounts. The average amounts of CFT in the insoluble fraction was two-fold higher in the pigmented than in the non pigmented
genotypes (825 e 378 g eq. ferulic acid/g rice, respectively) probably due to the retention of antocyanidins and proanthocyanidins even after
five consecutive extractions. Among the phenolic acids, the ferulic acid was the major phenolic acid found among all genotypes analyzed,
except for the black pericarp in which the protocatechuic acid was predominant.

Keywords: rice; Oryza sativa; cultivars; phenolic compounds; hydroxycynnamic acids; ferulic acid.

1 Introdugido

Cereais integrais tém um papel importante na nutrigao
humana. Dentre estes, o arroz, importante commodity agricola
que representa um quarto da produ¢do mundial de graos é
responsavel por 20% do suprimento calérico da dieta, en-
quanto o trigo e o milho provéem 19 e 5%, respectivamente
(FAO, 2004).

A Organizagdo das Na¢oes Unidas para Agricultura e
Alimentagéo (FAO, 2004) calcula que o arroz é consumido por
cerca de trés bilhoes de pessoas, correspondendo a metade da

populacdo mundial e, segundo estimativas oficiais no Brasil,
até 2050 haverd uma demanda para atender ao dobro desta
popula¢ao (BRASIL, 2007; EMBRAPA, 2006).

Estudos epidemiolégicos sugerem que a ingestdo regular
de gréos integrais reduz o risco de doengas cronicas associadas
a danos oxidativos, como doencas cardiovasculares, cancer e
outras patologias (SLAVIN, 2004; ARTS; HOLLMAN, 2005).
Em vista da continua promogédo dos beneficios funcionais e de
saude, o consumo de arroz integral vem sendo estimulado por
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meio de propagandas e campanhas que o recomendam como
parte de uma dieta saudavel (HEINEMANN et al., 2005).

Embora o arroz seja consumido principalmente na forma
polida, o arroz integral vem sendo considerado excelente fonte
de energia, nutrientes, fibras e compostos bioativos. A demanda
por arroz tem apresentado um incremento anual da ordem de
4%, parcialmente devido ao seu emprego como ingrediente
em novas formulagdes, tais como cereais matinais, barras de
cereais, paes e massas (PSZCZOLA, 2001). Pesquisas indicam
que o arroz, além do y-orizanol e homdlogos da vitamina E,
contém uma gama de compostos fendlicos, que complementam
aqueles consumidos através de frutas e vegetais (GOFFMAN;
BERGMAN, 2002).

Os compostos fendlicos do arroz incluem derivados de
acidos benzoicos e hidroxicindmicos, principalmente o acido
fertlico e diferulatos, e nos genétipos pigmentados ainda sao
encontrados antocianinas e proantocianidinas. Todas estas
substincias tém recebido atencdo pelos seus potenciais efeitos
bioldgicos benéficos para a saide humana. A literatura reporta
atividade antioxidante, antiinflamatdria, antimutagénica e an-
ticarcinogénica, além de sua habilidade para modular algumas
atividades enzimadticas no interior da célula (MAILLARD;
BERSET, 1995; LLOYD, SIEBENMORGEN; BEERS, 2000;
LIU, 2004; PRIOR, WU; SCHAICH, 2005; CHUN et al., 2005;
SOOBRATTEE et al., 2005).

A atividade bioldgica dos compostos fenolicos depende
primariamente da sua absor¢do e metabolizagdo, que, por sua
vez, esta relacionada com a estrutura quimica, conjugagio
com outras substancias, grau de polimerizagdo e solubilidade.
Portanto, a grande diversidade estrutural dos compostos feno-
licos dificulta enormemente o estudo da biodisponibilidade e
dos efeitos fisiologicos, tendo motivado uma classificagio em
compostos fenolicos solaveis e insoluveis.

Os compostos fendlicos soliveis encontram-se compar-
timentalizados dentro dos vacuolos celulares (BECKMAN,
2000), e estdao na forma livre ou conjugada, enquanto os fené-
licos insoltiveis encontram-se ligados a estruturas da parede
celular, esterificados com arabinose ou residuos de galactose
dos componentes pécticos ou hemiceluldsicos (FAULDS;
WILLIAMSON, 1999). Os acidos fenélicos livres representam
a menor parte dos compostos fenolicos e sdo soluveis em solu-
¢Oes aquosas-organicas, tais como metanol, etanol ou acetona
(TIAN, NAKAMURA; KAYAHARA, 2004). Os compostos
fenolicos conjugados freqiientemente estdo sob a forma de
ésteres e amidas, raramente ocorrendo como glicosideos. Eles
incluem compostos de baixo peso molecular, soltveis em dgua,
presentes no citosol, ou formas lipossoltiveis, associadas as ceras
da superficie da planta (KARAKAYA, 2004).

Estudos tém demonstrado que os acidos fertlico e cumarico
podem ser liberados da matriz devido a natureza labil da ligagdo
éster no meio alcalino do intestino delgado e também pela agdo
das bactérias fermentativas no ileo terminal (BUCHANAN,
WALLACE; FRY, 1996; BRAVO, 1998). Este fato abre a possi-
bilidade dos compostos fendlicos insoltveis serem absorvidos,
ao menos parcialmente.
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Adom e Liu (2002) descreveram que os compostos fe-
nolicos ligados contribuem com uma por¢éo importante dos
fendlicos totais em graos, embora os seus teores parecam ser
rotineiramente subestimados em graos como milho, aveia, trigo
e arroz devido aos métodos insatisfatdrios para a sua extracao.
Logo, sua contribui¢do na atividade antioxidante e biologica
em geral parece estar subestimada (GOFFMAN; BERGMAN,
2004; PEREZ-JIMENEZ; SAURA-CALIXTO, 2005; KIM et
al., 2006).

A solubilidade dos compostos fendlicos é governada pela
polaridade do solvente utilizado, seu grau de polimerizagao,
sua intera¢do com outros constituintes do alimento e forma-
¢do de complexos insoluveis. Assim, fatores como compo-
sicdo do solvente, tempo e temperatura de extragio, relacao
solvente:amostra, tratamento da amostra, entre outros, tém
influéncia significativa na eficicia de extragio, refletindo na
maior ou menor recuperagdo dos compostos fenolicos (WU
et al., 2004; LIYANA-PATHIRANA; SHAHIDI, 2005; NAM
et al., 2005; SU et al., 2007).

Com relagdo a extragdo de compostos fendlicos ligados, os
dados na literatura sdo escassos para arroz, mas, para cereais
como o trigo, a extra¢ao por hidrélise alcalina tem sido reco-
mendada desde que cuidados com tempo e temperatura de ex-
tragdo sejam observados; caso contrario pode ocorrer perda de
até 50% dos compostos fendlicos (YEN; HUNG, 2000; ADOM,;
LIU, 2002; NACZK; SHAHIDI, 2004).

Esses dados fortaleceram o nosso interesse no estudo da
distribui¢ao dos compostos fenélicos nas formas livre, conju-
gada e ligada em gendtipos de arroz com pericarpo pigmentado
e ndo pigmentado.

2 Material e métodos

2.1 Reagentes

Padroées dos acidos, fertlico, p-cumarico, vanilico e pro-
tocatecdico foram adquiridos da Sigma-Aldrich Co. Metanol e
acetonitrila, de grau HPLC foram usados nas anélises dos dcidos
fendlicos. Os demais reagentes foram grau p.a.

2.2 Amostras de arroz

Foram avaliadas amostras de 10 genétipos de arroz (Oryza
sativa, L.), sendo cinco de cultivares ndo pigmentados (SCSBRS
Tio Taka; SCS 112; SCS 115 CL; Epagri 109) e cinco pigmenta-
dos, sendo quatro com pericarpo avermelhado (arroz-vermelho;
ITJ 80; ITJ 75 e IT] 31) e um gendtipo com pericarpo preto
(arroz-preto). Todas as amostras pertenciam a subespécie indica,
exceto o arroz preto, que pertencia a subespécie japonica. As
amostras foram obtidas de graos produzidos na safra 2006/07 da
Epagri/Estacdo Experimental de Itajai, SC, localizada na latitude
26°57° 577 S, longitude 48°48” 01” W e altitude 2 m. Os graos
foram descascados para obten¢ao do arroz integral.

As amostras foram moidas em moinho analitico (Analytical
Mill A10, Kinematica AG, Luzern, Sui¢a), tamisadas em peneira
com abertura de 20 mesh e acondicionadas em frascos herméti-
cos a temperatura ambiente até o momento das analises.
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2.3 Métodos

Extragdo dos compostos fendlicos

A extragdo e fracionamento dos compostos fendlicos
estdo descritos a seguir, tendo sido adaptados a partir de
diversos procedimentos reportados na literatura (ADOM,;
LIU, 2002; TIAN, NAKAMURA; KAYAHARA, 2004; ZHOU
et al., 2004; GALLARDO, JIMENEZ; GARCIA-CONESA,
2006; LIYANA-PATHIRANA; SHAHIDI, 2006). A umidade
das amostras foi determinada de acordo com método descrito
pela AOAC (1995), sendo os resultados expressos em base
seca (b.s.).

a) Extracdo dos Compostos Fenolicos Soluveis (CFS): dois g
de farinha de arroz foram extraidos com 10 mL de etanol
80% por 10 minutos. Apos centrifugagdo a 5000 X g por
10 minutos, o sobrenadante foi coletado em baldo volu-
métrico de 25 mL e o residuo submetido a duas reextra-
¢des, uma com 10 e outra com 5 mL de etanol 80%. Os
sobrenadantes foram combinados e o volume completado
para 25 mL com etanol 80%. Todas as extragdes foram
realizadas em triplicata e os extratos estocados a —40 °C
até o momento da andlise; e

b) Extracdo dos Compostos Fendlicos Insoluveis (CFI): o
residuo obtido na etapa anterior foi desengordurado com
10 mL de hexano para eliminar compostos lipossoluveis
que poderiam interferir nessa etapa. Ap6s centrifugacio
a 7000 X g por 10 minutos, desprezou-se o sobrenadante.
O residuo foi submetido & hidrdlise alcalina por 4 horas
a temperatura ambiente pela adi¢ao de 60 mL de NaOH
4M em frasco tampado sob atmosfera de N, para evitar a
oxida¢do dos compostos. Apos esse periodo, a mistura foi
resfriada em banho de gelo e adicionada de aproximada-
mente 20 mL de HCI concentrado até pH em torno de 1,5
e centrifugada a 7000 X g por 30 minutos. O sobrenadante
foi extraido com 5 porgdes de 30 mL cada de acetato de
etila, sendo a fragdo orgénica recolhida e evaporada em
evaporador rotatdrio até secura. O residuo contendo os
compostos fendlicos insoltveis foi ressuspenso em 10 mL
de etanol 80% e estocado a —40 °C até o momento da
analise.

Andlise dos compostos fendlicos totais (CFT)

Empregou-se a metodologia descrita por Singleton et al.
(1999), com pequena modificagdo, neutralizando a solugédo
com NaOH 0,5M ao invés de Na,CO,. Dilui¢des apropriadas de
cada extrato foram oxidadas pelo reagente de Folin-Ciocalteau
e posteriormente neutralizadas. Apos duas horas, a absorban-
cia foi medida em espectrofotémetro em 760 nm. Utilizou-se
o acido ferulico como padrio, sendo os teores de Compostos
Fendlicos Totais (CFT) expressos em equivalentes de acido
fertlico por grama de arroz em base seca (ug eq.AF/g). Foi
construida uma curva padrdo de seis pontos variando a con-
centracdo do 4cido ferdlico entre 25 e 100 pg. Os resultados
das analises realizadas em triplicata foram reportados como
média e desvio padrao.
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Extragao dos dcidos fenélicos

A extragio dos dcidos fendlicos das fragdes solavel e in-
solavel de cada amostra de arroz seguiu o protocolo descrito
na Figura 1, obtendo-se trés extratos: de acidos fenolicos livres
(AFL), conjugados (AFC) e insoluveis (AFI).

Separagdo e identificagdo dos dcidos fendlicos por HPLC

Foi utilizado um cromatdgrafo (Shimadzu, Tokyo, Japan,
CLASS-M10A), equipado com trés bombas LC-10ADP, injetor
automatico (SIL-10ADVP), forno com controle de tempe-
ratura (CTO-10ASVP), detector de arranjos de fotodiodos
(SPD-M10AVP) e um sistema de software (Class VP 5.032) para
a aquisi¢cao de dados. Para a separagdo dos acidos fendlicos, foi
utilizada coluna de fase reversa C18 VYDAC (4,6 X 250 mm,
5 um) e um sistema de solventes constituido pelas fases moéveis:
(A) agua acidificada com 0,025% acido trifluoracético (TFA) e
(B) acetonitrila grau HPLC. Estabeleceu-se o seguinte gradiente
de elui¢éo: 0 minuto, 5% solvente B; 5 minutos, 9% solvente B;
15 minutos 9% solvente B; 22 minutos, 11% solvente B; e
38 minutos, 18% solvente B. O tempo de lavagem foi de 8 minutos
com 80% solvente B e o periodo de equilibrio entre as corridas
individuais foi de 15 minutos com 5% do solvente B. Os parame-
tros foram adaptados de Sheng et al. (2005) e Tian et al. (2005).
O volume de inje¢ao foi de 20 pL, o fluxo de 0,8 mL/minutos e
a temperatura da coluna foi mantida em 38 °C. O detector UV/
Vis foi monitorado a 280 e 325 nm e o espectro de absor¢éo foi
gravado na faixa de comprimento de onda de 200 a 600 nm.
Cada extrato foi injetado em triplicata genuina.

Os acidos fenolicos foram identificados pela comparagédo
dos tempos de retencédo e espectros de absor¢do com diversos
padroes de acidos fendlicos apresentados na Figura 2 e por
comparagio com dados da literatura (BECKMAN, 2000). Fo-
ram construidas curvas padrio com sete pontos para os acidos
fenolicos predominantes no arroz: ferulico, p-cumérico e pro-
tocatecdico na faixa de concentracéo 4,8 a 55 pg.mL™". Todas
as andlises foram realizadas em triplicata.

Andlise estatistica

Todas as analises foram executadas com base nas tri-
plicatas das amostras e os dados foram expressos como mé-
dia £ desvio padrao. A analise estatistica foi realizada usando
o software Statistica (versio 7). A andlise de variancia foi
conduzida (ANOVA), seguido do teste de Tukey para deter-
minar as diferencas entre as médias dos grupos a um nivel de
significancia p < 0,05.

3 Resultados e discussao

3.1 Compostos fendlicos totais (CFT) nas
fragoes solivel e insoliivel

Na Figura 3, ¢ apresentada a distribuigdo dos teores de
CFT nas fragoes soltvel e insoluvel dos gendtipos de arroz nao
pigmentado e pigmentado. Os resultados foram expressos em
Lg equivalentes de acido fertlico por grama de arroz em base
seca (Ug eq AF/g).
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Anilise por HPLC

Acidos Fendlicos

Insoluveis (AFI)
Figura 1. Fluxograma de extragao dos acidos fendlicos das fragdes soltvel e insoluvel.
Caféico Vanilico Hidroxibenzdico p-cumarico
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Figura 2. Espectros de absor¢ao dos padrdes de acidos fendlicos (200-600 nm).
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Figura 3. Compostos Fenolicos Totais (CFT) nas fragoes soltvel e in-
soluvel de genétipos de arroz ndo pigmentado e pigmentado, expressos
em [ig eq. Acido Ferulico (AF)/g arroz.

Os teores de CFT na fragio soluvel nos cinco extratos de
arroz nao pigmentado variaram entre 480 e 902 pg eq AF/g,
com um valor médio de 602 Lig eq. AF/g. Os extratos de arroz
com pericarpo pigmentado apresentaram teores entre 2556 e
4145 g eq. AF/g, e valor médio de 3468 ug eq AF/g, teor
este, 5,7 vezes superior ao do arroz ndo pigmentado. ADOM
e LIU (2002), na anélise de uma unica amostra de arroz nao
pigmentado, reportaram na fracéo soluvel um teor de CFT de
357 mg eq. acido galico/kg amostra. GOFFMAN e BERGMAN
(2002), em amplo estudo de triagem com 320 amostras de arroz
com diferentes graus de colora¢do, encontraram teores de CFT
solaveis que variaram entre 290 e 5830 mg eq. acido gélico/
kg, sendo que os cultivares pigmentados apresentaram valores
proximos aos determinados neste trabalho quando recalculados
para a mesma unidade.

Os elevados teores de CFT na fragao soltvel dos geno-
tipos pigmentados devem-se a presen¢a de antocianidinas e
proantocianidinas, responsaveis pela coloragdo dos graos. No
entanto, acredita-se que estes flavondides intactos sejam pouco
absorvidos pelo trato gastrointestinal, em fung¢do do seu elevado
peso molecular, mas poderiam alcangar o célon onde seriam
metabolizados pela microflora intestinal. A atividade biologica
dos metabolitos produzidos, que poderia ser exercida no proé-
prio trato gastrointestinal (TGI), tem sido pouco estudada até
o momento (SCALBERT et al., 2002). Assim, as proantociani-
dinas, que sdo polimeros de flavonoéides com grau variavel de
polimerizagéo, aparentemente contribuem pouco com a ativi-
dade bioldgica na fase pos-absortiva. Por outro lado, segundo
SOOBRATTEE et al. (2005) dimeros de proantocianidinas e
flavanois mostraram atividade antioxidante potente. Na fragdo
insolavel, os valores de CFT para os genétipos ndo pigmentados
e pigmentados foram em média, 378 e 825 ug eq AF/g, respec-
tivamente, apresentando uma varia¢ao individual pequena em
cada um dos dois grupos de genétipos de arroz. As amostras
pigmentadas apresentaram valores superiores as ndo pigmenta-
das e, neste caso, uma possivel explicagdo poderia ser a retengao
de antocianinas e proantocianidinas na matriz, uma vez que a
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fracao apresentava coloragdo avermelhada mesmo apds cinco
extragdes consecutivas. Os compostos fenélicos da fra¢ao inso-
lavel dos gendtipos nao pigmentados participam em média, com
39% do total dos compostos fendlicos presentes, indicando que
esta fracio representa uma parte importante da totalidade, fato
que estimula pesquisas de caracteriza¢ao quimica e de avaliagdo
de sua eventual atividade bioldgica.

3.2 Identificagao dos dcidos fenélicos por HPLC

Na Figura 4, sdo apresentados perfis cromatograficos tipi-
cos das fragdes soluvel e insoluvel de gendtipos de arroz nio
pigmentado e pigmentado.

A fragdo soluvel de todos os genétipos ndo pigmentados
apresentou um cromatograma complexo similar aquele apre-
sentado na Figura 4a. A maior parte dos componentes ndo
pode ser identificada no primeiro momento, por tratar-se de
compostos fenolicos conjugados, para os quais ndo ha padroes
comercialmente disponiveis. Ap6s hidrdlise alcalina desta fra-
¢80, a maioria dos picos desapareceu, resultando em um perfil
com apenas dois picos com dreas aumentadas, correspondentes
aos acidos fertlico e p-cumdrico (Figura 4b). Este resultado
comprova que a fragdo soluvel é constituida principalmente
por ésteres dos dois dcidos mencionados.

Da mesma forma, na Figura 4c, a fra¢do insoltvel dos ge-
nétipos ndo pigmentados apés hidrolise, evidenciou a presenga
exclusiva dos acidos ferulico e p-cumadrico.

A composicdo da fragdo soluvel e insoltvel dos gendtipos
com pericarpo vermelho foram similares as observadas nos
genotipos nao pigmentados (Figura 4d-f), indicando também
a presenca de compostos conjugados derivados dos acidos
fertlico e p-cumarico. Contudo, alguns genoétipos além da
predominéncia dos acidos fertlico e p-cumadrico continham
quantidades reduzidas de outros acidos, conferindo um perfil
particular para cada uma das amostras analisadas.

Entre os gendtipos estudados, o arroz-preto apresentou per-
fil de acidos fenolicos diferenciado. A fragdo soluvel (Figura 5a),
embora rica em compostos conjugados, apresentou grande
quantidade de 4cido protocatecdico. Apds hidrolise alcalina
(Figura 5b), foram identificados os acidos, protocatecéico, va-
nilico, p-cumdrico e fertlico. Acidos estes também observados
por CHUNG e SHIN (2007). A fragdo insoluvel (Figura 5c¢)
mostrou predominéncia do acido protocatecéico, seguida pelos
4cidos ferulico, vanilico e p-cumarico.

3.3 Quantificagdo dos dcidos fenélicos

Na Tabela 1, sdo apresentados os teores de acidos fertlico
e p-cumdrico em cada fragdo analisada, sendo os resultados
expressos em [1g.g”' de arroz em base seca (b.s.). A soma dos
acidos fendlicos das fragdes soluvel e insolivel nos genotipos
ndo pigmentados foi em média 280 pg.g™*, sendo que a fragdo
insoltivel representou uma parte importante, contribuindo com
cerca de 80% da totalidade dos acidos. Ja as fragdes, conjugada e
livre, corresponderam a aproximadamente 16% 44(ug/g) e a 3%
(8 ug/g), respectivamente. Os acidos fendlicos predominantes
dessas amostras foram o acido ferulico com 78%, seguido do
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Figura 4. Cromatogramas tipicos das fragcdes soltvel e insoltivel de gendtipos nao pigmentados e pigmentados (pericarpo avermelhado): a, d) fragao

solavel antes da hidrdlise; b, e) depois da hidrolise; e ¢, f) fragdo insoluvel.

Tabela 1. Teores dos dcidos ferulico e cumarico nas fragdes soltvel (livre e conjugada) e insoluvel, nos gendtipos nio pigmentados e pigmentados

com pericarpo avermelhado.

Amostras de arroz Acido ferulico! Acido p-cumérico’ Total
ugg! ngg!
AFL AFC AFI AFL AFC AFI
Genotipos ndo pigmentados
SCSBRS Tio Taka 4 38 184 2 49 283
SCS 112 n.d. 22 132 n.d. 7 49 210
SCS 115 CL 48 200 12 51 317
SC 339 35 189 2 7 66 303
Epagri 109 13 33 179 2 12 49 288
Média 6t4,5 35+9 177 £ 25 2,0 9+3 53+7 280 + 412
Gendtipos com pericarpo avermelhado
Arroz-vermelho n.d. 67 166 n.d. 9 26 268
ITJ 80 n.d. 46 129 n.d. 11 22 208
IT] 75 n.d. 92 149 n.d. 36 33 310
IT] 31 n.d. 72 121 n.d. 24 26 243
Média n.d. 76 22 151 +27 n.d. 19+11 285 257 £43*

AFL = 4cidos fenolicos livres; AFC = dcidos fendlicos soluveis conjugados; AFI = dcidos fendlicos insoluveis; n.d. = nao detectado; 'média de analises em triplicata; e letras iguais
indicam valores sem diferenga significativa (p < 0,05).
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Figura 5. Cromatogramas das fragdes soluvel e insoluvel de uma
amostra de arroz-preto: a) fragao soltivel antes da hidrolise; b) depois
da hidrdlise; e c) fragdo insoluvel.

acido p-cumdrico com 22%, similar a distribui¢ao reportada
por Adom e Liu (2002).

Com relagdo aos gendtipos pigmentados com pericarpo
avermelhado, a soma dos dcidos fenolicos das trés fracoes foi em
média de 257 ug.g™', similar ao valor encontrado nos genétipos
nao pigmentados (p < 0,05). A distribuicao foi de 65% na fragao
insoluvel e de 34% na fragdo soluvel conjugada. Acidos fend-
licos na forma livre foram encontrados em quantidades muito
reduzidas. Igualmente aos genétipos nao pigmentados, os dcidos
predominantes foram os acidos ferulico e p-cumdrico.

O arroz-preto diferenciou-se dos demais genotipos na
distribui¢éo, composic¢do e na totalidade dos acidos fendlicos
presentes. A soma dos acidos fendlicos das trés fracdes foi muito
alta, perfazendo um total de 755 pg.g™' de arroz. A distribuiciao
foi em média de 70% na fragdo insoltvel e de 37% na fragdo
soltvel, conjugada. Com relagdo a composi¢do, o arroz-preto
apresentou maior diversidade, com predominéancia do acido
protocatecdico (325 ug.g™'), seguido dos acidos ferulico, vani-
lico e p-cumarico (291, 89 e 50 ug.g™', respectivamente). Com
excecdo do arroz-preto, o dcido ferulico foi o acido fendlico mais
abundante em todos os genétipos estudados.
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CHUNG e SHIN (2007) e YAWADIO et al. (2007) também
identificaram os acidos protocatecdico, vanilico e feralico como
sendo os acidos predominantes em uma amostra de arroz preto
analisado por HPLC, acoplado a espectrometria de massas.

Os 4cidos fertlico e protocatecdico sdo considerados de
alta atividade antioxidante in vitro, embora uma ordenagio dos
acidos fenolicos por atividade seja dificil, pois ela pode variar
em func¢do do solvente, da concentragdo dos reagentes e do
mecanismo de agdo (SOOBRATTEE et al., 2005). Além disso,
uma efetiva capacidade antioxidante em sistemas bioldgicos
requer que esses compostos sejam absorvidos e distribuidos nos
tecidos, o que levanta a problematica da sua biodisponibilidade
sob a influéncia da matriz alimentar.

RONDINI et al. (2004) realizaram estudos in vivo para
avaliar a biodisponibilidade do acido fertlico ligado (insold-
vel) do farelo de trigo e concluiram que, embora a cinética de
absor¢do entre o acido ferulico puro e aquele presente no farelo
seja diferente, a rapidez na liberagdo no plasma é a mesma. Este
resultado suporta a hipdtese que os acidos fendlicos ligados po-
dem tornar-se biodisponiveis no trato gastrointestinal. Ademais,
foi observado que o acido fertlico puro permanece no plasma
por 4,5 horas, enquanto que o acido fertlico advindo do farelo
é liberado mais lentamente pela agdo de enzimas intestinais ou
excretado pela bile e reabsorvido pelo intestino, permitindo
que a concentra¢ao plasmatica permanega constante por um
periodo maior, de 1 hora e meia a 24 horas.

E conhecido que os compostos fendlicos possuem conside-
ravel diversidade de estruturas quimicas, pesos moleculares e
diferentes solubilidades, fatores estes decisivos na sua biodispo-
nibilidade. Os de menor peso molecular, em especial os dcidos
fenolicos, parecem ser facilmente absorvidos no intestino delga-
do onde sdo conjugados para o-glicorunideos, ésteres de sulfato
e o-metiléter. A absor¢do tem sido demonstrada indiretamente
pelo aumento da capacidade antioxidante do plasma (BOURNE;
RICE-EVANS, 1998; ADAM et al.,, 2002; SCALBERT et al.,
2002; TAPIERO et al,, 2002; ZHAO, EGASHIRA; SANADA,
2003 e 2004).

Diante desse quadro, investigagdes sobre a biodisponibilida-
de do 4cido ferulico presente em arroz devem ser estimuladas,
de modo a estabelecer seu verdadeiro potencial em proteger o
organismo contra patologias envolvendo espécies reativas do
oxigénio.

4 Conclusoes

Os teores de compostos fendlicos soluveis (livres e con-
jugados) foram aproximadamente seis vezes superiores nos
gendtipos pigmentados devido a presenca de proantocianidinas
e antocianinas. Os compostos fenélicos insolaveis correspon-
deram em média a 39% dos compostos fendlicos totais nos
gendtipos ndo pigmentados, indicando que esta fragao contribui
significativamente com a totalidade dos compostos fendlicos.
Nos gendtipos pigmentados, os compostos fenolicos insoluveis
apresentaram aproximadamente o dobro de concentragéo,
possivelmente devido a extra¢ao incompleta dos pigmentos
vermelhos. Os teores dos 4cidos fertlico e p-cumarico foram
similares para os diferentes genétipos estudados, exceto para
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o arroz-preto, no qual predominou o acido protocatecéico. A
concentragao de dcidos fenolicos totais no arroz preto foi trés
vezes superior quando comparada ao valor médio encontrado
nos genotipos nao pigmentados e pigmentados com pericarpo
avermelhado.

Os dcidos fendlicos sdo encontrados principalmente na
fracdo insoluvel, o que sugere maiores estudos relativos a sua
biodisponibilidade e atividade antioxidante, a fim de elucidar
possiveis efeitos bioldgicos no organismo humano.
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