UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Programa de Pos-Graduacao em Ciéncia dos Alimentos
Area de Bromatologia

Caracteristicas quimicas e nutricionais de arroz-preto, vermelho e
selvagem e comparacao por analise estatistica multivariada

Isabel Louro Massaretto

Tese para a obtencédo do grau de
DOUTOR

Orientador:
Profa. Dr2. Ursula M. Lanfer Marquez

Sao Paulo
2013






UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Programa de Pos-Graduacao em Ciéncia dos Alimentos
Area de Bromatologia

Caracteristicas quimicas e nutricionais de arroz-preto, vermelho e
selvagem e comparacao por analise estatistica multivariada

Isabel Louro Massaretto

Tese para a obtencédo do grau de
DOUTOR

Orientador:

Profa. Dr2. Ursula M. Lanfer Marquez

Sao Paulo
2013



Ficha Catalografica
Elaborada pela Divisio de Biblioteca e
Documentacio do Conjunto das Quimicas da USP.

Massaretto, Isabel Louro
M414c Caracteristicas quimicas e nutricionais de arroz preto, vermelho e
selvagem e comparacio por andlise estatistica multivariada / Isabel
Louro Massaretto. -- Sio Paulo, 2013.
153p.

Tese (doutorado) - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
da Universidade de S3o Paulo. Departamento de Alimentos e
Nutrigio Experimental

Orientador : Lanfer Marquez. Ursula Maria

1. Alimento: Composto fendlico : Ciéncia dos alimentos
2. Antioxidante : Ciéncia dos alimentos 3. Arroz : Ciéncia dos

alimentos I. T. II. Lanfer Marquez, Ursula Maria, orientador.

641 CcDD




Isabel Louro Massaretto

Caracteristicas quimicas e nutricionais de arroz-preto, vermelho e
selvagem e comparacao por andlise estatistica multivariada

Comisséo Julgadora
da
Tese para obtencéo do grau de Doutor

Profa. Dra. Ursula M. Lanfer Marquez
Presidente/Orientadora

Priscila Zaczuk Bassinello

1° Examinador

Severino Matias de Alencar

2° Examinador

José Alberto Noldin

3° Examinador

Eduardo Purgatto

4° Examinador

Sao Paulo, 17 de dezembro de 2013.



Dedico este trabalho ao meu marido e a minha filha:

Gustavo Barbosa Massaretto
Gabriela Louro Massaretto

Pelo amor e apoio incondicional em minhas
infindaveis atividades pessoais e profissionais.



AGRADECIMENTOS

A professora Ursula Maria Lanfer Marquez pela orientagéo ao longo desses
sete anos de pos-graduacdo, periodo no qual desenvolvi o mestrado e o doutorado.
Agradeco a confianga, o incentivo, as oportunidades e as diversas revisdes de
resumos, artigos, projetos, apresentacfes e relatorios. A partir do seu exemplo,
aprendi a escrever de forma mais clara e objetiva, valorizando ainda mais os
resultados cientificos. Obrigada por toda a ajuda e intercessao, especialmente nos

momentos mais criticos;

Ao Dr. José Alberto Noldin pelo interesse no desenvolvimento deste trabalho,
pela contribuicdo continua na revisdo de resumos e artigos cientificos, e no
desenvolvimento de projetos em parceria. Agradeco também pela avaliagcdo da
minha dissertacdo de mestrado e, mais recentemente, pelas sugestdes e correcdes
apresentadas na banca de qualificacdo deste trabalho. E, por ultimo, mas né&o
menos importante pelo carinho e descontracdo sempre marcantes nos eventos e

congressos que compartilhamos;

A Dr? Ester Wickert, a Dr® Gabriela Martins e a toda equipe da Epagri pelo
fornecimento da matéria-prima deste trabalho: as amostras de arroz-preto e
vermelho. Pelas valiosas informacfes agronémicas das amostras e também pela

afetuosa acolhida nos congressos de arroz irrigado;

Aos professores, Dr. Eduardo Purgatto e Dr®% Neuza Hassimotto, por
integrarem a minha banca de qualificacdo, avaliarem cuidadosamente o meu

trabalho e contribuirem com preciosas sugestoes;

Ao Dr. Fabiano Cléber Bertoldi pela valiosissima contribuicdo na analise de
acidos graxos e também pela parceria na elaboracéo de trabalhos apresentados em

congressos,

A Prof®. Dr?. Adriana Zerlotti Mercadante e a doutoranda Marcella Marques
pelo importante auxilio na separacao e identificacdo de antocianinas do arroz-preto e

também na interpretacéo dos resultados obtidos por CLAE-DAD-MS/MS;

A amiga Diana Rezende por todo o suporte na andlise de antocianinas. Sua

ajuda foi fundamental, tanto nos procedimentos de extracdo e de purificacdo de



antocianinas, como na boa vontade ao levar as minhas amostras para analise na
UNICAMP. Agradeco também todos os momentos que compartihamos, suas

palavras amaveis e sua presenca serena;

Aos amigos Rosa e Elias por todo o apoio nas analises, na utilizacdo dos
equipamentos do laboratorio, pelo auxilio com os pedidos de compra e toda a parte
administrativa que torna possivel o experimento na bancada. Especialmente & Rosa,
agradeco a boa vontade e a disposi¢cdo ao conduzir tantas andlises de y-orizanol e
tocdis no HPLC com o pouco tempo que tivemos. Foram igualmente importantes os

momentos de descontracdo mediados por doses nada homeopéticas de café;

A amiga Catharina Maria Wilma Brandi, minha mais profunda gratiddo pela
constante demonstracédo de confianca e afeto desde que nos conhecemos, quando
eu era sua aluna de graduacdo. Pela oportunidade na hora certa, pelas palavras
sabias e carinhosas. Por enxergar em mim qualidades que nem eu mesma

conseguia ver;

A amiga Adriana Florentino de Souza pelos quase vinte anos de amizade, por
tantos momentos que compartilhamos na vida pessoal e na carreira profissional,
pelos incentivos e conversas francas, sempre repletas de alegria e também pela

presenca e apoio hos momentos de dor;

A amiga Luciana Yoshime por tantos momentos compartilhados, dos mais
alegres aos mais dificeis, uma grande amizade surgiu e fortaleceu a partir dessa
convivéncia. Agradeco por me ouvir pacientemente ao longo desses anos, por me

ajudar a descobrir minhas qualidades e também os aspectos que posso melhorar;

A amiga Fabiana Kawassaki pelo apoio, afeto, paciéncia e tranqiilidade. Pela
companhia diaria no laboratorio, nos congressos, nos almogos especiais ou ndo, nas
conversas triviais e também nas mais profundas, pela grande e forte amizade que

cultivamos;

A amiga Natascha Galvdo pela valiosa ajuda na dia a dia do laboratério, pela
companhia alegre e descontraida, da qual sinto falta desde que concluiu sua

iniciacdo cientifica; vou levar comigo os preciosos momentos de convivéncia,;



A Jaqueline Sun por toda a ajuda nas andlises e auxilio no laboratério no

momento que mais precisei, sua contribuicdo neste trabalho foi mutio importante;

A todos os amigos e colegas que fazem ou fizeram parte do Laboratério de
Andlise de Alimentos: Adriane, Alexandre Bera, Aline, Bianca, Cristina Pascual,
Daniela, Lenny, Simone, Vanilda, Renato Souza, Davi, Guto, Silvia Mezza, Tathyana
Tumolo, Ellen, Karine, Tarik e Caio, obrigada pela companhia, colaboragéo e

momentos de alegria;

As também integrantes do Laboratério de Lipides: Rosangela, Ana Mara,
Fernanda, Eliane, Claudimar, Fernanda Shinagawa, Fernanda Santana e, em
especial, lllana, Lucilia e Milessa pelo carinho e momentos de descontracao;

As amigas, Ligia Ajaime Azzalis, Marisa Regina Veiga, Tania Govato, Ana
Betriz Pinn, Fernanda Yakel e Julia Souza pelas trocas de experiéncias e preciosos

momentos de convivio;

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq)

pela concesséao de bolsa de doutorado (processo n°143067/2009-5);

Aos funcionarios da Secretaria de Pds-Graduacao Jorge, Miriam e Elaine e
aos funcionarios da Secretaria do Departamento de Alimentos e Nutricdo
Experimental, Edilson, Monica, Cléo e Roberta pelo auxilio com os tramites

administrativos;

E, por fim, agradeco ao meu pai, Manuel e a minha mae, Maria (in memoriam)
gue foram exemplo de trabalho, responsabilidade, esforco, compromisso e forca.
Aos meus irmaos, Antonio e Lucia igualmente fortes e dedicados ao que
comprometem realizar. Em especial, agradeco ao meu marido, Gustavo, que me
acompanhou e apoiou, nesta caminhada, nos meus dilemas e desanimos, mas
também nas minhas conquistas, e a minha filha, Gabriela, que com abracos,

cartinhas e palavras amorosas, sempre recarregou minhas forcas.



Das pedras

Ajuntei todas as pedras

Que vieram sobre mim

Levantei uma escada muito alta

E no ato subi

Teci um tapete floreado

E no sonho me perdi

Uma estrada,

Um leito,

Uma casa,

Um companheiro,

Tudo de pedra

Entre pedras

Cresceu a minha poesia

Minha vida...

Quebrando pedras

E plantando flores

Entre pedras que me esmagavam
Levantei a pedra rude dos meus versos

Cora Coralina



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS . ...ttt et e et e e e e e e et e e et e e et e e et e eeaanaeees I
LISTA DE TABELAS ...ttt e e e e e e e e e e e e e eanns v
1 11V VI
= Y I o AN o VIII
(I N 27051007\ 0 1O 1
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA ..., 3
2.1 Arroz: producao, sistemas de CultivOo € CONSUMO ........ccevvviiiiiieeiiiiiiiiieiiieeeeeeeeeee 3
2.2 Morfologia dO grao € @rTOZ ..........ccuvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee e 6
2.3 Tipos pigmentados de arroz: historico e aspectos nutricionais ..................eee..... 8
2.4 Principais caracteristicas do arroz selvagem ..........cccccvvveviviiiieiiiiiiiiieeeeeeeeeenee. 10
2.5 Composicao quimica e valor nutricional do arroz integral ..............cccevvvvvvvnnnnn.. 11
2.5.1 CarDOIAratoS .....coevviiiiiiiiiiiiiiiieee ettt 11
2.5.2 PrOtEINAS ...ooiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee ettt 13

P2 0 B o] [ =T 0 U 14
2.5.4 MiINErais € VILAMINGS ......cceiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 15

2.6 COMPOSLOS DIOALIVOS ....ovvviiiii et e e e e e e e s 16
2.6.1 COomMPOSLOS fENGLICOS. ... .cie e 16
2.6.2 Y-OFIZANO..... ...t e e e e e e e e e e 26
2.6.3ViItAMINA E...ccoooeeiieeee 29

2.7 Atividade antioXidante .............ovvviiiiiiiiiiiieeeee e 30
2.8 Biodisponibilidade e metabolizacdo dos compostos fendlicos.............ccc.ueee.... 33
2.9 Efeitos do cozimento do arroz no teor de compostos fendlicos ....................... 36
3. OBUIETIVOS ..ottt ettt e e e e e et e e e e e e e s e a e e e e e e e e e annrees 38
0 I CT= | P PPPPPPPPPPPP 38
3.2 ESPECIICOS. .. et 38
4. MATERIAL E METODOS ......ooiiieitecte et ee ettt eteste et ste e steste e steare e 39
4.1 InStituicBES COlAbOratOraS. ... ...uuiiiieeeieeeeiiice e e e e e e e e eeanans 39
O ST Vo [ <] 1 (= PP 39

OB AN 1 410 1) 1 = LT 40



4.3.1 Amostras de arroz para o estudo da composi¢ao centesimal, dos
compostos fendlicos e da atividade antioxXidante.............ccccvvvevviiniiiiinnnn. 40

4.3.2 Amostras de arroz para a analise dos compostos bioativos lipossollveis .43

4.4 Andlise de cOmpOSIGAO de NULHENTIES........ccuuuiiiiiiiiee et 44
4.4.1 Prepar0 0as @mMOSIIAS. .......uuuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiii e 44
4.4.2 Determinagao de Umidade ..............uuuumiiimmmiiii e 45
4.4.3 Determinagdo de residuo mineral...........ooooiiiiiiiiiiee e 45
4.4.4 Determinacao de ProteiNas.........uueeeiiieeeiiiiiiiiiieiiie e e e 45
4.4.5 Determinag8o de lPIdEO0S .........uuviiiiiiiieiii e 46
4.4.6 Determinacgao de fibra alimentar total ..............cccoooiiiiis 46
4.4.7 Teor de carboidratos disponiveis por diferenga ............ccccvveveeeeeeeeiiiinnnee. 47

4.5 ANAlISE 0€ ACIAOS GIaX0OS ....uuuuuuuurrruiiniuniiiiniiiiiiiiiteaiaaabbbeeeebeee e 47

4.6 Analise de compPOStOS FENOICOS .......uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiii e 48
4.6.1 CoZIMENLO dAS @MOSIIAS ....uuiieeeeieeeeiiiiie e e e e e e e eeeetra e e e e e e e eeeeeene e e e e eeeeeenenns 48
4.6.2 Preparo das amostras para a analise de compostos fendlicos.................. 48
4.6.3Extracdo de compostos fendlicos totalS.........cvvvvvvveiiiiii e 49
4.6.4 Extracdo de antocianinas monomMericas totaiS..........coeeevvvvevrvvniiiieeeeereennnnns 50
4.6.5 Quantificacdo de compostos fendlicos totais .........cevvveeevviveeiiiiiiie e, 50
4.6.6 Quantificacao de flavonOIdesS...........cuvuuiiiiieeiiiiieiie e e e e 51
4.6.7 Quantificacdo de proantoCianidinas ............cccvvvvuiuiiiiiie e e e e 51
4.6.8 Quantificacdo de antocianinas monomericas totais .............cccceeeeeeeeeeeennnnns 52

4.7 Analise da composicao de antocianinas por CLAE-DAD-MS/MS .................... 52
4.7.1 Preparo dO eXIrati ..........uuuuiiiiieeeiieeiiiies e e e e e et e e e e e e e eeeaaa e e e e e aaeennean 52
4.7.2 Separacao e identificacdo por CLAE-DAD-MS/MS...........cccoviiiiiiieeeeieennnn, 53

4.8 Atividade antioXIOANTE .........uuuuuriiriiiiiiiiiiiiiiii e 54
4.8.1 Método de sequestro do radical 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH").......... 54
4.8.2 Método ORAC (oxygen radical absorbance capacity) ..........cccceeeeeeerveennnns 55

4.9 Analise de y-orizanol e vitamina E ...........ccccoooiiiiiiiiiiie e 56
4.9.1 Preparo das amMOSIIAS. ......uuiiii e eeeeeiiiiiis e e e e e e ee et s s e e e e e e e e et e e e e e e eeenanans 56
4.9.2 Extracdo do y-orizanol e da vitamina E.............ccccceeeiii i 56
4.9.3 Separacéo do y-orizanol e da vitamina E por CLAE ...........ccccoeeiiiieiiveennnn, 56
4.9.4 Preparo dos padrdes, curva de calibracdo e quantificacado dos tocdbis,
tOCOLHENOIS € J-OrIZANON ......uuiiiiiiiiiii e 57

4,10 ANAIISE ESTALISTICA ..vvvvvvruriiiiiiiiiiiiiiiiiiiet b nnnnnne 58

5. RESULTADOS E DISCUSSAO ......ccoioiiieeieeieeeee et et ee e se e eteste st ste e e 61

5.1 COMPOSIGAO €M NULMENTES. ...ceiiiiiiiii ettt 61



5.2 COMPOSIGAO €M ACIAOS GrAXOS ...eeeeeeiiiuiiiiiiiiieaaeeaaaaitbteeeeaaaeesaaasnrbrseeeaeaaeeaans 68

5.3 Anadlise de compostos fENOIICOS .........oouuuiiiiiiiiiee e 73
5.3.1 Teores de compostos fendlicos totais (CFT) e flavonoides ....................... 73
5.3.2 Teores de proantoCIani@diNaS .........uuuuuuruuuuminiiiiiiiiiiiiiiii e 79
5.3.3 Teores de antocianinas moNOMEriCas tOtaIS..........oocvvvveeieieeeeeiiiiiiiieeennn 80
5.3.4 Separacéao e identificacdo das antocianinas por CLAE-DAD-MS/MS........ 83

5.4 Atividade antioxidante pelo método de ORAC e do DPPH" ..........ccovvvvvvvvveeeee. 91

5.5 Efeito do cozimento do arroz nos teores de compostos fendlicos totais,

flavonoides, proantocianidinas, antocianinas e atividade antioxidante .................. 96

5.6 ANAlise MUILIVAINATA .........ceevviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee ettt eeeeeeeeeeees 103
5.6.1 Analise de componentes PrinCIPAIS...........uueeiieeeriiiiiiiiieieee e 103
5.6.2 Analise de funcgéo discriminante (AFD)...........uuuuuuuiiimmmiiiiiiiiiennes 105

5.7 Analise do y-orizanol e homologos da vitamina E...............ceevvvvviviiiiiiiiiinnnnnee. 115

B. CONCLUSOES ..ottt ettt 120
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......cviiiitieiiisieie ettt 122
ANEXO A - Informagdes para os Membros da Banca Julgadora de Doutorado.....140
ANEXO B — FICha 00 AIUNO......ciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiteeeieeee ettt e e eeeeeeeeees 141
ANEXO C — CUITICUIO LAMES ....ceiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeet ettt e e eeeeeees 144

ANEXO D — Artigos cientificos publicados no periodo..........cccceeevveeeiiiiveiiiiiiiieeeee, 152



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Evolucdo da é&rea (a), da producéo total (b) e da produtividade (c) de arroz
nos estados do Rio Grande do Sul e de Santa Catarina e no Brasil no periodo de

1976/77 a 2010/11 (Fonte: SOSBAI, 2012)......cccuviiiieieeee et e e 4
Figura 2. Evolucdo da média anual do consumo de arroz per capita no Brasil. ......... 6
Figura 3. Representacao do corte longitudinal de um grao de arroz. .............ccccccuueeee 7
Figura 4. Estrutura quimica dos acidos hidroxibenzoicos. ...........cccceeeeiiiiiiiiiiiieiiinnns 18
Figura 5. Estrutura quimica dos acidos hidroXiCINnAmICOS. ..........ccccceeiriiiiiiiinnnns 18
Figura 6. Estruturas quimicas das principais classes de flavonoides. ...................... 20
Figura 7. Estrutura basica das principais antocianidinas encontradas em alimentos.
.................................................................................................................................. 21
Figura 8. Tipos de compostos fenolicos com énfase nos flavanaois. .................cc...... 24
Figura 9. Estrutura basica das proantocianidinas encontradas em alimentos. ......... 25
Figura 10. Estrutura dos componentes majoritarios do y-orizanol...............ccccceeenn... 26
Figura 11. Estrutura quimica do colesterol. ............oovuviiiiiiiii e 27
Figura 12. Estrutura dos isbmeros do tocoferol e tocotrienol............ccccoeeevvvvviivnnnnnn.. 29
Figura 13. Amostras de gréos arroz-preto, vermelho e selvagem. ..............ccccveeen... 41

Figura 14. Cromatogramas representativos dos 6leos de arroz-preto (A), vermelho
(=) ICIST=1 172 Vo 1= 0 I () TP 69

Figura 15. Cromatograma, obtido por CLAE-DAD, das antocianinas de arroz-preto
cru (@) SC 707 (2011) e (b) SCS 120 Onix ltajai (2010). Picos identificados de
F=Tolo] (o (o olo] o ¢ 1= TN IF= 1o 1= - N A PP 84

Figura 16. Cromatograma, obtido por CLAE-DAD, das antocianinas de arroz-preto
cozido (a) SC 707 (2011) e (b) SCS 120 Onix ltajai (2010). Picos identificados de
F=Tolo] (o (o olo] o ¢ 1= T IF= 1o 1= - N A PP 85

Figura 17. Espectro de massas da cianidina di-hexosideo (pico 1) em arroz-preto (a)
(o U IS IN {o) Je0 74 o [o TSRS 87

Figura 18. Espectro de massas da cianidina-3-O-glicosideo (pico 2) em arroz-preto
(€ ) e (0 IS () I o0 4 o [o TSRS 88

Figura 19. Espectro de massas da peonidina-3-O-glicosideo (pico 3) em arroz-preto
(Q) CrU € (D) COZIAO. ... e e e e e e e et eaeaes 89



Figura 20. Teor de compostos fendlicos totais dos extratos de arroz-preto, vermelho
e selvagem, antes € ap0S 0 COZIMENTO. .......uuiriiiieeriiiiiiiiiiee e e e e e e e e e e 97

Figura 21. Teor de flavonoides dos extratos de compostos fendlicos de arroz-preto,
vermelho e selvagem, antes € ap0S 0 COZIMENTO. ..........ovviurirriiiiieeeesiiiiiiieeeeaeae e 98

Figura 22. Andlise por componentes principais (PC1 x PC2): representacdo da
dISPErSA0 AAS VANAVEIS. ....c.eieiiiiiiiie ettt e et e e e e e e e s e 104

Figura 23. Andlise por componentes principais (PC1 x PC2): representacdo das
amostras de arroz-preto grdos longos (vermelho), arroz-preto grdos médios (verde),
arroz-vermelho (azul) e arroz selvagem (I0X0)..........uuverreriiieiiieieieiiiieeieieeeeeeeeeeeeeeee 105

Figura 24. Dendograma de andlise hierarquica de agrupamento: arroz selvagem
(linha verde), arroz-preto graos longos (linha azul), arroz-preto grdos médios (linha
vermelha) e arroz-vermelho (linha amarela).............cccociiiiiiiiiiiis 106

Figura 25. Andlise de funcdo discriminante entre amostras de arroz-preto graos
médios (verde) e de arroz-vermelho (azul). (A) Grafico de dispersao das amostras,
(B) gréfico das variaveis que influenciam o modelo, (C) grafico da contribuicéo das
variaveis na predicdo do modelo e (D) andlise de validacdo cruzada ANOVA do

Figura 26. Analise de funcdo discriminante entre amostras de arroz-preto graos
médios (verde) e de arroz-preto graos longos (azul). (A) Grafico de dispersdo das
amostras, (B) gréfico das variaveis que influenciam o modelo, (C) grafico da
contribuicdo das variaveis na predicado do modelo e (D) analise de validacao cruzada
F N (@AYo [0 1 4 To o = Lo PP PPPPPPPPP 109

Figura 27. Analise de funcdo discriminante entre amostras de arroz-preto graos
longos (azul) e de arroz-vermelho (vermelho). (A) Grafico de dispersdo das amostras,
(B) grafico das variaveis que influenciam o modelo, (C) grafico da contribuicdo das
variaveis na predicdo do modelo e (D) analise de validacdo cruzada ANOVA do
MOUEIO. ..o 110

Figura 28. Analise de funcdo discriminante entre amostras de arroz-preto graos
longos (azul) e de arroz selvagem (amarelo). (A) Grafico de dispersdo das amostras,
(B) grafico das variaveis que influenciam o modelo, (C) gréafico da contribuicdo das
variaveis na predicdo do modelo e (D) analise de validacdo cruzada ANOVA do
MOUEIO. ..o 111

Figura 29. Analise de funcdo discriminante entre amostras de arroz selvagem
(laranja) e de arroz-preto grdos médios (verde). (A) Gréafico de dispersdo das
amostras, (B) gréfico das variaveis que influenciam o modelo, (C) grafico da
contribuicdo das variaveis na predicdo do modelo e (D) analise de validacao cruzada
ANOVA dO MOAEIO. ... et e e e e eeaaees 112



Figura 30. Analise de funcdo discriminante entre amostras de arroz selvagem
(laranja) e de arroz-vermelho (vermelho). (A) Gréfico de dispersdo das amostras, (B)
gréfico das variaveis que influenciam o modelo, (C) grafico da contribuicdo das
variaveis na predicdo do modelo e (D) andlise de validacdo cruzada ANOVA do

Figura 31. Gréfico biplot da andlise de funcéo discriminante de amostras de arroz-
preto grdos meédios, arroz-preto gréos longos, arroz-vermelho e arroz selvagem,
ANES € APOS O COZIMEBINTO. .. .uuuteiiiiiieeee ettt e e e e e e e e e ettt e e e e e e e s s annb e e e e aeaeeesaanneeees 114

Figura 32. Cromatograma representativo por CLAE-fase reversa da mistura de
padrdes: (A) - homologos da vitamina E: (a) y-tocotrienol (2ug/mL), (b) o-tocotrienol
(2,5pg/mL), (c) y-tocoferol (10pg/mL), (d) a-tocoferol (10pg/mL)); (B) - y- orizanol:
(e,f,g,h) os quatro principais componentes (330Ug/ML). ....covvvvviiiiiiiiiieeeeeeeeee 115

Figura 33. (A e B) Cromatograma representativo por CLAE - fase reversa de extrato
de arroz integral. (a) y-tocotrienol, (b) a-tocotrienol, (c) y-tocoferol, (d) a-tocoferol por
fluorescéncia nos comprimentos de excitacdo e emissdao de 298 e 328 nm,
respectivamente e (e,f,g,h) y-orizanol por UV/Vis a 325nm (PASCUAL et al., 2013).



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Principais antocianinas encontradas em frutas vermelhas e outros

= 1T 01T 1 0 TSR 23
Tabela 2. Amostras comerciais e/ou genotipos de arroz integral preto, vermelho e
=] V7= To (= o PP PPPPPPPPPPPPPPPP 42
Tabela 3. Amostras comerciais e/ou genotipos de arroz-preto e vermelho. ............. 44
Tabela 4. Absorbancia maxima (AL), absortividade molar (g) e faixa de concentracédo
para a construGao das CUrvas Padrao. ........cooveiiiiiiiiie i 58
Tabela 5. Teores de umidade, proteinas, lipideos e residuo mineral de arroz-preto.
.................................................................................................................................. 61
Tabela 6. Teores de umidade, proteinas, lipideos e residuo mineral de arroz-
VEIMEINO0 € SEIVAGEIM. ...uuiiiiiiiiiiiii e 62
Tabela 7. Teores médios de proteinas, lipideos e residuo mineral de arroz-vermelho,
Preto € SEIVAGEIM. ..o 63
Tabela 8. Teores de fibras soluveis, insoluveis, totais e carboidratos disponiveis, em
DASE SECA. ..o 67
Tabela 9. Perfil de acidos graxos de arroz-preto. ........oevevvveiiiieeeeeeeeeiiiiiee e e eeeeeeenenns 70
Tabela 10. Perfil de acidos graxos de arroz-vermelho e arroz selvagem.................. 71

Tabela 11. Teores médios de acidos graxos de arroz-preto, vermelho e selvagem. 72

Tabela 12. Teores de compostos fendlicos totais e flavonoides de arroz-preto........ 73
Tabela 13. Teores de compostos fendlicos totais e flavonoides de arroz-vermelho e
o oY1= V7= 1o 1= o ISR 74
Tabela 14. Teores médios de compostos fendlicos totais e flavonoides de arroz-
vermelho, preto € SEIVAgEM. .........uuiii e e e e e e 75
Tabela 15. Teores de proantocianidinas em arroz-vermelho. ..........ccccccceeeiieeiniinnnnn. 79
Tabela 16. Teores de antocianinas totais em arroz-preto. .........ccevvvvvvvvvieieeeeeeeeeennnns 81

Tabela 17. Caracteristicas cromatograficas e espectroscépicas, obtidas por CLAE-
DAD-MS/MS, das antocianinas de arroz-preto cru e cozido. ........ccceeeeeeeeeevreeiivnnnnnnn. 86

Tabela 18. Proporcao (porcentagem de area) das antocianinas presentes em arroz-
O] (=] (O I o (U= o ¥4 [0 [0 TSP 90

Tabela 19. Atividade antioxidante dos extratos de compostos fendlicos de arroz-
1= PSP 92

Tabela 20. Atividade antioxidante dos extratos de compostos fendlicos de arroz-
Vermelno @ SEIVAGEM. ... e 93



Tabela 21. Atividade antioxidante dos extratos de arroz-preto, vermelho e selvagem.

.................................................................................................................................. 93
Tabela 22. Teores de antocianinas de arroz-preto cru € COzZidO ........eevvevvveveeeeeeennnnn. 99
Tabela 23. Teores de proantocianidinas de arroz-vermelho cru e cozido................. 99

Tabela 24. Efeito do cozimento sobre a atividade antioxidante de arroz-preto,
vermelho e selvagem, determinada pelos métodos de DPPH" e ORAC. ................ 101

Tabela 25. Teores de vitamina E (a-, y-tocotrienol, a-, y-tocoferol, tocois totais) e y-
orizanol em arroz-preto € VErmelNo. ... 117



VI

RESUMO

MASSARETTO, I.L. Caracteristicas quimicas e nutricionais de arroz-preto,
vermelho e selvagem e comparacdo por andlise estatistica multivariada.

[Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo,
2013.]

O arroz (Oryza sativa L.) € consumido predominantemente na forma polida, porém ha uma
tendéncia na procura por graos integrais ndo pigmentados e pigmentados, como o preto e 0
vermelho, e também pelo arroz selvagem, que pertence ao género Zizania. Além da
composicao nutricional e propriedades sensoriais distintas, os tipos pigmentados possuem
compostos bioativos, que atribuem cor aos grédos e que tém sido relacionados a efeitos
benéficos a salude. Contudo, uma compara¢do em termos nutricionais e de bioativos entre
esses graos ainda inexiste. Este projeto visou comparar a composi¢ado quimica, incluindo os
compostos fendlicos totais (CFT), os polifendis majoritarios e a capacidade antioxidante de
trés amostras de arroz-preto produzido no Estado de S&o Paulo, duas de arroz-preto
produzido no Estado do Rio Grande do Sul e 11 de arroz-preto produzido no Estado de
Santa Catarina, 9 de arroz-vermelho, produzido nos estados mencionados e, 6 amostras de
arroz selvagem, importadas do Canadé e comercializadas em S&o Paulo; todas as amostras
foram produzidas e/ou comercializadas no periodo de 2009 a 2011. A comparacdo das
variaveis foi feita pelo uso de analise estatistica uni- e multivariada. Fez parte do escopo do
projeto avaliar o efeito do cozimento sobre a estabilidade dos CFT e a atividade antioxidante.
Também foi conduzida uma comparacao preliminar dos teores de fitoquimicos lipossoluveis,
y-orizanol, tocoferdis e tocotriendis, entre 7 amostras de arroz-preto e 4 de arroz-vermelho,
todas da safra de 2013. Com base nas andlises quimicas e na andlise estatistica
multivariada, foi possivel agrupar os varios tipos de arroz em quatro grupos,
significativamente diferentes entre si: arroz selvagem, arroz-preto de graos longos, arroz-
preto de grdos médios e arroz-vermelho. O grupo que mais se diferenciou dos demais foi o
arroz selvagem, por apresentar os maiores teores proteicos (12,9 g/100g) e de acido a-
linolénico (0,12 ¢g/100g) e os menores teores de lipideos (0,9 g/100g), de compostos
fendlicos e atividade antioxidante, entre o0s grupos estudados. Outro grupo com
caracteristicas distintas foi o arroz-preto de graos longos que se destacou principalmente
pelo elevado teor de compostos fendlicos, representados pelas antocianinas, e elevada
atividade antioxidante. A cianidina-3-O-glicosideo foi identificada por CLAE-DAD-MS/MS,
como sendo a antocianina majoritaria. Os teores de proteinas e de lipideos, da ordem de 9,8
e 3,6 g/100g, respectivamente, foram maiores do que dos outros dois grupos estudados. O
arroz-preto de grédos médios e o vermelho foram similares em termos de composi¢do de
nutrientes e CFT. Os teores proteicos em ambos os grupos foi, em média, de 8,8 g/100g.
Porém, enquanto no arroz-preto predominam antocianinas, a coloragdo do arroz-vermelho é
conferida por proantocianidinas, com diferencas na sua atividade antioxidante. O arroz-preto
de gréos médios apresentou atividade antioxidante mais do que o dobro do arroz-vermelho,
no entanto proxima ao do arroz-preto de graos longos. Este resultado indica que o elevado
teor de antocianinas, independente do formato do gréo, é responsavel pela alta capacidade
antioxidante no arroz-preto. A analise multivariada demonstrou que o formato do gréo é
determinante na diferenciagdo dos dois grupos de arroz-preto em termos de composigéo de
nutrientes, como proteinas e lipideos, mas néo de fitoquimicos e de atividade antioxidante.
O método ORAC foi mais apropriado para avaliar a atividade antioxidante do arroz-preto, por
ser mais sensivel a presenca de antocianinas do que o método de DPPH". Nos outros dois
grupos, verrmelho e selvagem o método de DPPH" também pode ser utilizado. O cozimento
do arroz provocou perda significativa nos teores de CFT e na atividade antioxidante do
arroz-preto e vermelho. No arroz-preto, a perda de CFT foi de 26%, em média, enquanto a
perda das antocianinas foi de 50%. A explicacdo pode ser que durante o cozimento uma
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parte das antocianinas seja convertida em acido protocatecéico, que é dosado como CFT.
No arroz-vermelho, a redugdo de CFT foi de 60%, possivelmente devido a uma
insolubilizacdo de parte das proantocianidinas. No arroz selvagem, o cozimento n&o causou
perdas significativas. A capacidade antioxidante dos varios grupos de arroz apds o
cozimento depende do método empregado, sendo fortemente correlacionada com os teores
de CFT remanescentes. Assim, 0 arroz-preto, mesmo depois de cozido, apresentou a maior
capacidade antioxidante, seguido do arroz vemelho e do selvagem. Numa avaliagao inicial,
os teores dos fitoquimicos lipossoluveis, y-orizanol e homélogos da vitamina E, foram
semelhantes em arroz-preto e vemelho, indicando que independem da coloracdo do
pericarpo.

Palavras chave: arroz pigmentado, nutrientes, compostos fendlicos, compostos bioativos,
atividade antioxidante, efeito do cozimento, ORAC, DPPH.
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ABSTRACT

MASSARETTO, I.L. Chemical and nutritional characterization of black, red and
wild rice and comparison by multivariate analysis. [Faculty of Pharmaceutical
Sciences, University of Sdo Paulo, Sao Paulo - Brazil, 2013.]

Rice (Oryza sativa L.) is mostly consumed in its milled form; however there is an increasing
demand for whole non-pigmented and pigmented rice, such as black, red, and wild rice,
which the latter belongs to the genus Zizania. Pigmented rice has particular nutritional
composition and sensory characteristics, and in addition high amounts of phenolic
compounds, which not only confer color but also has been linked to beneficial effects on
human health. To date, little is known about the nutritional and bioactive contents of these
grains. The aim of this study was to compare the chemical composition, including the total
phenolic compounds (TPC), the majoritarian polyphenols and the antioxidant radical
efficiency of the following accessions: three black rice from the state of Sdo Paulo, two black
rice from the state of Rio Grande do Sul, eleven black rice genotypes from Santa Catarina
state, nine red rice from those states and six wild rice, imported from Canada and marketed
in S&o Paulo. All samples were cultivated and/or marketed from 2009 to 2011. Data were
evaluated by uni- and multivariate statistical analysis. The effect of cooking on the stability of
TPC and antioxidant capacity was also evaluated. In addition, a preliminary comparison of y-
oryzanol, tocopherols and tocotrienols was carried out between two groups: seven black rice
and four red rice samples, all of them cultivated in 2013. Based on chemical results and
multivariate statistical analysis it was possible to cluster the various types of rice in four
groups, significantly different among themselves: wild rice, black long grain rice, black
medium grain rice, and red rice. Wild rice was the most dissimilar group due to its highest
contents of protein (12.9 g/100g) and a-linolenic acid (0.12 g/100g), and the lowest amounts
of lipids (0.9 g/100g), TPC, and antioxidant capacity. Black long grain rice was characterized
mainly by its high contents of TPC, especially anthocyanins and by its elevated antioxidant
capacity. Cyanidin-3-O-glycoside was identified by HPLC-DAD-MS/MS as being the main
anthocyanin. The protein and lipid mean contents in these groups were respectively, 9.8 and
3.6 g/100g and were higher than the amounts in the other next two types of rice. The black
medium grain rice and red rice were similar in terms of nutrient composition and TPC. The
average amount of protein in both groups was about 8.8 g/100g. However, in black rice
prevails anthocyanins, while in red rice coloration is provided by proanthocyanidins, which
results in differences in antioxidant activity. Medium and long black grain rice showed a 2-
fold higher antioxidant activity than red rice. These findings indicate that the high content of
anthocyanins, independent of the grain shape, is responsible for the high antioxidant
capacity in black rice. The multivariate analysis demonstrated that the grain shape is
fundamental to differentiate black rice in terms of nutrient composition, like protein and lipids,
but not in relation to amounts of phytochemicals and antioxidant capacity. ORAC was more
suitable than DPPH" methodology to evaluate the antioxidant activity of black rice, due to its
high correlation to anthocyanin contents. Conversely, DPPH'can be a consistent method to
evaluate antioxidant capacity of red and wild rice. Cooking resulted in significant loss on TPC
contents and on the antioxidant capacity of black and red rice. In black rice, 26% of TPC was
reduced on average, while the loss of anthocyanins was 50%. The reason may be that
during cooking, part of the anthocyanins is converted into protocatechuic acid, which is
guantified as TPC. The reduction in TPC in red rice was 60%, possibly due to a partial
insolubilization of proanthocyanidins. In wild rice, cooking caused no significant loss of TPC.
The antioxidant capacity of different types of cooked rice was dependent on the method
used, being strongly correlated with the remaining levels of TPC. Thus, black rice even after
cooking showed the highest antioxidant capacity, followed by red and wild rice. From a
preliminary evaluation, the contents of lipophilic phytochemicals, y-orizanol and vitamin E



homologues were similar in black and red rice, which indicates that the contents of these
compounds are not dependent of the pericarp color.

Keywords: pigmented rice, nutrients, phenolic compounds, bioactive substances,
antioxidant capacity, effect of cooking, ORAC, DPPH.



1. INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) € um alimento basico na dieta da populacéo
brasileira, no entanto, o consumo médio do grao polido que, até a década de 90
manteve-se proximo a 40 kg por habitante em um ano, vem apresentando nas
tltimas décadas uma tendéncia a reducdo e nos ultimos anos esta em torno de 27
kg por habitante/ano (IBGE, 2013). Tal fato deve-se & mudanca de hébitos
alimentares, tanto pela introdugéo de novos alimentos industrializados no mercado,
como pelo aumento do numero de refeicdes realizadas fora de casa e também

devido a busca de alimentos diferenciados pelo consumidor.

De fato, observa-se uma tendéncia no aumento do consumo de graos
integrais, impulsionada pela continua divulgacdo de seus beneficios a saude,
associados principalmente, a reducdo do risco de doencas crbnicas, tais como
doencas cardiacas, cancer, diabetes e obesidade (SLOAN, 2005). Além disso, 0s
tipos pigmentados de arroz, embora sejam consumidos principalmente por nichos
especificos de mercado, vém ganhando espaco nas prateleiras dos mercados e na

mesa do consumidor.

Algumas pesquisas colaboram para a divulgacdo de propriedades
nutricionais diferenciadas dos tipos pigmentados de arroz em relacdo ao arroz
integral branco, como o alto teor de proteinas e fibras. Além disso, a coloracdo do
pericarpo dos grados, uma das principais caracteristicas que os diferencia
visualmente, esta vinculada ao acumulo de compostos fendlicos, os quais tém sido

relacionados a efeitos benéficos a saude.

As propriedades mais conhecidas destes grdos sao o alto teor de
compostos fendlicos e a alta capacidade antioxidante, capaz de fornecer protecao
contra espécies reativas de oxigénio e radicais livres (HU et al., 2003). Tanto o
arroz-preto como o vermelho estdo associados a uma notavel atividade antioxidante
in vitro em funcdo da presenca de compostos bioativos especificos, tais como
antocianinas e proantocianidinas, ausentes nas variedades ndo pigmentadas
(FINOCCHIARO et al., 2007; FINOCCHIARO; FERRARI; GIANINETTI, 2010).



O arroz selvagem € frequentemente considerado arroz-preto pelo
consumidor, mas pertence ao género Zizania e tem composi¢do nutricional e
propriedades sensoriais muito diferentes em relagdo ao arroz-preto. No Brasil, 0
grdo proveniente do Canada, é apreciado como uma especialidade gastronémica
por seu aspecto, de gréos longos e escuros, sua textura, firme na parte externa
escura e macia na parte central branca, e por seu sabor e aroma caracteristicos,
semelhantes ao de castanhas ou ervas torradas. Embora sejam escassos 0S
trabalhos de caracterizacdo quimica, sabe-se que o arroz selvagem apresenta
caracteristicas nutricionais diferenciadas em relacdo ao arroz integral branco, tais

como alto teor protéico e baixo teor lipidico.

De modo geral, sdo escassos 0s estudos comparativos de composi¢cao
guimica, incluindo os compostos bioativos, de arroz-preto, vermelho e selvagem,
sobretudo de cultivares produzidas ou comercializadas no Brasil. E ainda, o efeito do
cozimento do arroz sobre os teores desses fitoquimicos, bem como sobre a

capacidade antioxidante desses graos é praticamente desconhecido.

O objetivo deste trabalho foi avaliar as diferencas de composicdo de
macronutrientes, compostos fendlicos e atividade antioxidante do arroz-preto,
vermelho e selvagem, antes e apds 0 seu cozimento. E também avaliar os teores de

y-orizanol e homologos da vitamina E em arroz-preto e vermelho.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Arroz: produgéo, sistemas de cultivo e consumo

Do ponto de vista da alimentacdo humana, duas espécies de arroz sédo
consideradas importantes: Oryza sativa L. e Oryza glaberrima L., sendo que a
primeira é cultivada em todo o mundo, enquanto que a Ultima tem seu cultivo restrito
a algumas regifes da Africa Ocidental; ambas pertencem ao género Oryza que inclui
mais outras vinte espécies (IRRI, 2011).

O arroz é cultivado em mais de cem paises totalizando uma producao
anual de cerca de 662 milhdes de toneladas, que correspondem a 450 milhdes de
toneladas de arroz polido. O continente asiatico é responsavel por aproximadamente
90% desse total e a China, o principal pais produtor, contribui com 30% da producéo
mundial. Na América Latina, segundo maior continente produtor, 25 milhdes de
toneladas de arroz em casca séao obtidas anualmente e o Brasil se destaca como o
maior fora do continente asiatico e o maior produtor do continente americano com
uma producdo de 11 a 13 milhdes de toneladas nas udltimas safras, o que o
posiciona em 9° lugar no ranking mundial de producdo. A partir da safra de
2003/2004, o Brasil alcancou a autossuficiéncia em termos de producdo e
abastecimento do grdo e, entdo passou a atuar no mercado como importador e
exportador de arroz (FAO, 2010; SOSBAI, 2012).

Os sistemas de cultivo de arroz podem ser classificados de acordo com as
caracteristicas do solo e de irrigacéo, incluindo o sistema irrigado, de terras altas e o
de véarzeas. Aproximadamente 75% do arroz produzido no mundo € proveniente do
sistema de cultivo irrigado, enquanto que os sistemas de varzeas e terras altas
contribuem com 20% e 5% da producdo mundial, respectivamente (IRRI, 2011). No
Brasil sdo utilizados: o sistema irrigado por inundacéo controlada, que responde em
média por 69% da producado nacional, e o de terras altas, onde a disponibilidade de
agua para a cultura do arroz é totalmente dependente da precipitacao pluvial, com
producdo oscilante devido a dependéncia das condi¢Bes climaticas (EMBRAPA,
2010).



No Brasil, os principais estados responsaveis pela producédo de arroz, o
Rio Grande do Sul e Santa Catarina, utilizam o sistema de cultivo irrigado. A area
cultivada com arroz no estado do Rio Grande do Sul aumentou até a safra de
2004/2005, estabilizando-se em torno de um milhdo de hectares, enquanto a de
Santa Catarina tem se mantido constante ao longo do tempo, em torno de 150 mil
hectares (Figura 1).
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Figura 1. Evolugcéo da éarea (a), da producéo total (b) e da produtividade (c) de arroz nos
estados do Rio Grande do Sul e de Santa Catarina e no Brasil no periodo de 1976/77 a
2010/11 (Fonte: SOSBAI, 2012).



Excecdo feita a algumas safras, consideradas atipicas, tem havido
aumento, tanto na producéo (Figura 1B) como na produtividade (Figura 1C) de arroz
nesses dois estados. Em Santa Catarina, a produtividade esté estabilizada desde a
safra de 2004/2005, enquanto no Rio Grande do Sul continuou a aumentar, estando
ambas, atualmente, proximas de 7000 kg/ha (Figura 1C). No Brasil, até a da década
de 80, o uso de terras altas principalmente na regido Centro-Oeste foi responséavel
por grande parte da éarea cultivada, chegando a ocupar mais de 4,5 milhdes de
hectares (EMBRAPA, 2010). A partir de entdo, programas de melhoramento
genético resultaram em produtividade e qualidade crescente dos graos produzidos
pelo sistema de cultivo irrigado no sul do pais, provocando gradativamente a
reducédo do cultivo de terras altas, que atualmente ocupa em torno de 2,8 milhdes de

hectares (Figura 1A).

O arroz é um alimento basico para trés bilhdes de pessoas, sendo
responsavel por fornecer cerca de 20% do suprimento calorico diario necessario. O
consumo médio mundial de arroz € de 60 Kkg/pessoa/ano. Nos paises em
desenvolvimento, ele adquire importancia ainda maior na alimentacdo da populacao.
Na Asia, onde cerca de 640 milhdes de pessoas vivem em condi¢cdes de pobreza, o
consumo de arroz per capita costuma exceder 100 kg por ano, sendo que a metade

das necessidades caldricas diarias é suprida por esse grao (IRRI, 2011).

Na América Latina, sdo consumidos anualmente, em média, 30 kg/pessoa
(SOSBAI, 2012). No Brasil, 0 consumo médio de arroz até a década de 90 manteve-
se préximo a 40 kg por habitante em um ano (Figura 2). A partir de entdo houve uma
de reducdo do consumo do grédo, e nos ultimos anos esta em torno de 27 kg por
habitante/ano (IBGE, 2011). Tal fato deve-se a mudanca de habitos alimentares,
tanto pela introducdo de novos alimentos industrializados no mercado, como pelo
aumento do numero de refei¢cdes realizadas fora de casa e também devido a busca

de alimentos diferenciados pelo consumidor.

No Brasil, como na maioria dos paises, o arroz é consumido
principalmente na forma polida (70-80%), sendo esta a forma que consta nas
estatisticas de producdo, consumo e comércio globalizado. Contudo, o consumo do

arroz parboilizado vem aumentado gradualmente e de acordo com dados divulgados



pelo IRGA (Instituto Rio Grandense do Arroz) contribui com 25% do consumo total
de arroz no Brasil (IRGA, 2005).
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Figura 2. Evolucdo da média anual do consumo de arroz per capita no Brasil.

Observa-se também uma tendéncia de aumento no consumo de graos
integrais, impulsionada pela continua divulgacdo de seus beneficios a saude,
associados principalmente, a reducdo do risco de doencas crbnicas, tais como
doencas cardiacas, cancer, diabetes e obesidade (CHUN et al., 2005; SLOAN,
2005). Além disso, a queda no consumo de arroz branco vem estimulando o
desenvolvimento, a producdo e a comercializacdo de tipos especiais de arroz, tais

como o arroz-preto e o vermelho, visando a retomada do consumo do gréo.

2.2 Morfologia do grdo de arroz

O grédo de arroz in natura é constituido de casca e cariopse. A casca
corresponde a cerca de 20% do peso do gréo e possui minerais (silica) e celulose,

sendo formada por duas folhas modificadas denominadas péalea e lema, que




protegem o grao. Apdés a retirada da casca obtém-se a cariopse, que consiste em
farelo, endospema e embrido (JULIANO, 2003).

O farelo corresponde a aproximadamente 10% do gréo integral (8,5 a
14,5%) e é constituido de diferentes camadas (Figura 3), sendo a mais externa o
pericarpo, que corresponde a uma fina pelicula que contém de uma a cinco células
de espessura. Em seguida, encontram-se o tegumento e a aleurona, que envolvem
o endosperma. O pericarpo fornece protecdo ao tegumento e proporciona cor ao
arroz integral, conferindo aos gréos cor parda clara, vermelha, preta entre outras. O
pericarpo é rico em proteinas, lipideos, vitaminas e sais minerais (ZHOU et al., 2002;
SIDHU; KABIR; HUFFMAN, 2007).
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(Fonte: adaptado de ENCYCLOPEDIA BRITANNICA, 2013)

Figura 3. Representacéo do corte longitudinal de um gréo de arroz.

O endosperma representa 80% do grédo e € constituido de células ricas
em granulos de amido e por uma camada mais externa que contém proteinas,
denominada de subaleurona. O gérmen ou embrido, localizado na base do gréo, é

rico em proteinas e lipideos e representa 2 a 3% do arroz integral (JULIANO, 2003).



Quando submetido ao polimento, o grdo perde o farelo (pericarpo,
tegumento, aleurona) e, freqientemente, também o embrido e um pouco do
endosperma restando apenas o endosperma amilaceo, sendo denominado arroz
branco (MATSUO; HOSHIKAWA, 1993).

2.3 Tipos pigmentados de arroz: histérico e aspectos nutricionais

Ha séculos, o arroz pigmentado é cultivado principalmente no sul da Asia
e em paises como lItalia, Grécia e Estados Unidos e ainda hoje sdo encontrados
principalmente como variedades selvagens. O arroz pigmentado ha muito tempo
vem sendo consumido no Japdo e China e, nestas regides, é popularmente
considerado um alimento saudavel (FINOCCHIARO; FERRARI; GIANINETTI, 2010).

Atualmente no Brasil, os tipos pigmentados de arroz sdo consumidos por
nichos especificos de mercado, associados a tradi¢des culturais de algumas regides
ou mesmo oferecidos em restaurantes especializados ou étnicos. A producao destes
tipos especiais de arroz € pequena, mas recentemente vem crescendo no pais. O
aumento do interesse dos consumidores por alimentos mais saudaveis e a mudanca
de seus padrdes de alimentacdo tém estimulado o desenvolvimento de gendtipos
melhorados de arroz pigmentado, por programas de melhoramento genético, com

vistas ao aumento na disponibilidade desses graos para consumo.

No Brasil, o arroz-vermelho, ainda pouco conhecido, € cultivado em areas
isoladas no centro-oeste, no norte e no nordeste, onde recebe também os nomes de
arroz da terra, arroz de veneza, arroz maranhao, entre outros. E no sertdo do estado
da Paraiba que se concentra a maior producéo de arroz-vermelho do Brasil e este é
plantado principalmente por pequenos agricultores, utilizando sistemas de producéo
bastante rudimentares. Na Paraiba, em particular, € considerado um ingrediente
comum da culinaria regional, mas na maioria das regides de arroz irrigado, o arroz-
vermelho é visto como uma planta daninha a ser eliminada das lavouras comerciais
de arroz branco devido aos prejuizos as plantacfes ocasionados pela competicdo
por agua, luz e nutrientes, afetando o desenvolvimento do arroz cultivado e pela

depreciagao do produto final (EMBRAPA, 2011).



Embora o consumo de gréos de arroz com pericarpo vermelho e preto
ainda esteja mais relacionado as caracteristicas sensoriais, algumas pesquisas
colaboram para a divulgacdo de suas propriedades nutricionais diferenciadas em
relacdo ao arroz integral branco, como o seu alto teor de proteinas. Além disso, a
coloracdo do pericarpo dos graos, uma das principais caracteristicas que 0s
diferencia visualmente, esté vinculada ao acumulo de compostos fendlicos, os quais

tém sido relacionados a efeitos benéficos a salde.

A propriedade mais conhecida destes graos € a capacidade antioxidante,
capaz de fornecer protecdo contra espécies reativas de oxigénio e radicais livres
(HU et al., 2003). Estas substancias sdo geradas no corpo humano por varias fontes
e s8o necessarias para o metabolismo normal, desempenhando importante papel
nas funcdes bioquimicas e fisiolégicas do organismo. Entretanto, quando presentes
em excesso, podem causar danos. Todos o0s componentes das células séo
suscetiveis a acdo dos radicais livres, porém a membrana celular € a mais
prejudicada em decorréncia da lipoperoxidacdo, que pode estar associada aos

mecanismos de cancer, envelhecimento, entre outros (SLAVIN, 2003).

Tanto o arroz-preto, como o vermelho estdo associados a uma notavel
atividade antioxidante in vitro em funcdo da presenca de compostos bioativos
especificos, ausentes nas variedades ndo pigmentadas (FINOCCHIARO et al.,
2007). Alguns estudos ainda demonstram que a substituicdo do arroz branco por
arroz-preto na dieta ou a administracédo de extratos de arroz-preto diminui o estresse
oxidativo in vivo e o aumento simultaneo da capacidade antioxidante, fatores que
estdo associados com a reducao do risco de desenvolvimento de doencas cronicas,
como doencas cardiovasculares, diabetes tipo 2 e alguns tipos de cancer (LING et
al., 2001; HU et al., 2003; XIA et al., 2003; KIM et al., 2013").

Recentemente, variedades pigmentadas de arroz-preto e vermelho
também vém sendo utilizadas em pesquisas cientificas como ingredientes na
elaboracdo de alimentos processados tais como cereais infantis (HIRAWAN; DIEHL-
JONES; BETA, 2011) e macarrao (KONG et al, 2011), na busca pelo

desenvolvimento de produtos com propriedades diferenciadas. No entanto, ainda
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pouco se sabe sobre a estabilidade dos fitoquimicos e de suas propriedades

antioxidantes frente ao processamento.

2.4 Principais caracteristicas do arroz selvagem

O arroz selvagem é frequentemente considerado um tipo de arroz-preto
pelo consumidor brasileiro, mas pertence ao género Zizania e acredita-se que tenha
composicao nutricional e propriedades sensoriais distintas em relacéo ao arroz-preto
(IWRA, 2012).

O género Zizania € constituido por quatro espécies, sendo as espécies
Zizania palustris, Zizania aquatica e Zizania texana, nativas da América do Norte e a
Zizania latifolia nativa da Asia. A Zizania palustris é a principal espécie de arroz
selvagem cultivada para fins alimenticios (IWRA, 2012).

Trata-se de uma planta aquatica que cresce de forma espontanea em
lagos e em leitos de rios, localizados principalmente no continente norte americano.
Também é nativa de regides ecologicamente semelhantes localizadas no continente
asiatico. Esses grados e suas variedades ancestrais tém desempenhado papel
fundamental na alimentacdo dos povos dessas regides ha séculos e também na

formacé&o de um habitat Unico para peixes e aves aquaticas.

No inicio da década de 60, variedades de arroz selvagem foram
domesticadas com objetivo de aumentar a produtividade e expandir o grdo para 0s
mercados internacionais. A partir de entdo, a producdo comercial de arroz selvagem
passou também a se desenvolver na Hungria e na Australia. Atualmente a producéo
mundial de arroz selvagem € de cerca de 10 mil toneladas/ano (IWRA, 2012). Nao

foram encontrados registros de producéo deste grao no Brasil.

Nos paises onde o arroz selvagem é tradicionalmente consumido, o
mesmo costuma ser utilizado em uma ampla variedade de pratos gourmet, tais como
sopas, saladas e sobremesas. No Brasil, o grdo proveniente do Canada, é apreciado
como uma especialidade gastronémica por seu aspecto, de graos longos e escuros,
sua textura, firme na parte externa escura e macia na parte central branca, e por seu

sabor e aroma caracteristicos, semelhantes ao de castanhas ou ervas torradas.
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Embora sejam escassos os trabalhos de caracterizagdo quimica, sabe-se
gque o arroz selvagem apresenta caracteristicas nutricionais diferenciadas em
relac@o ao arroz integral branco, tais como alto teor protéico e baixo teor lipidico. Ja
o conteudo de amilose em relagdo ao amido total é de 21 a 24%, semelhante ao do
arroz (Oryza sativa L.) com teor de amilose intermediario (IWRA, 2012).

2.5 Composicao quimica e valor nutricional do arroz integral

O arroz é constituido principalmente por amido e pequenas quantidades
de proteinas, lipideos, fibras e cinzas. Variacdes na composi¢do dos graos podem
ocorrer em funcéo do genotipo, de fatores ambientais, de manejo, de processamento

e de armazenamento (ZHOU et al., 2002).

A distribuicdo dos nutrientes no grdo nao ocorre de maneira uniforme,
sendo que, no arroz integral, as camadas externas apresentam maiores
concentragcfes de proteinas, lipideos, fibras e vitaminas, enquanto o endosperma é
fundamentalmente constituido de amido (WALTER; MARCHESAN; AVILA, 2008).

2.5.1 Carboidratos

O arroz é composto majoritariamente de carboidratos sob a forma de
amido, que corresponde a aproximadamente 84 g/100g base seca, localizado no
endosperma (USP, 2008). Além destes, existem pequenas quantidades de acglcares
soluveis, localizados principalmente nas camadas externas do arroz integral
(JULIANO, 2003).

O amido é um homopolissacarideo composto por cadeias de amilose e
amilopectina associadas entre si por pontes de hidrogénio, formando areas
cristalinas radialmente ordenadas. A amilose é formada por moléculas de glicose
unidas por ligagcbes glicosidicas a-1,4, originando uma cadeia linear e massa
molecular da ordem de 250 kDa (=1500 unidades de glicose). Ja a amilopectina se
caracteriza por uma longa cadeia ramificada de glicose, sendo que a cada 30

ligagdes a-1,4 existe uma ligagao a-1,6. Sua massa molecular é da ordem de 50.000
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—500.000 kDa e o comprimento das ramificacdes é variavel contendo entre 20 e 30
unidades de glicose (DENARDIN; SILVA, 2009).

O granulo de amido contém uma regido cristalina e uma amorfa, definida
como semicristalina. A estrutura linear da amilopectina encontra-se empacotada no
sentido paralelo da camada cristalina na forma de micelas, enquanto que 0s pontos
de ramificacdo estdo na regido amorfa. A localizacdo exata das moléculas de
amilose ainda é desconhecida, mas acredita-se que estejam dispersas entre as
moléculas de amilopectina, presentes em maior quantidade na regido amorfa,

mantidas juntas por pontes de hidrogénio (JULIANO, 2003).

A propor¢cao entre as duas fragbes, amilose e amilopectina, o
comprimento das cadeias e a distribuicAo espacial das moléculas dos
polissacarideos, diferem muito entre as espécies de plantas e dentro da mesma
espécie, dependendo do grau de maturacdo. Geralmente, as moléculas de amilose
em cereais sdo menores do que as de outras origens, como 0s tubérculos e as
leguminosas (DENARDIN; SILVA, 2009).

O conteudo de amilose é considerado um dos principais parametros para
a qualidade tecnolégica e de consumo do arroz. De maneira geral, graos com maior
teor de amilose apresentam textura mais firme apos o cozimento, sendo preferidos
em diversos paises, inclusive no Brasil, e essa caracteristica € empregada como
parametro no desenvolvimento de novas cultivares. Graos com baixos teores de
amilose apresentam adesividade ap0s o0 cozimento, ficando mais pegajosos
tendendo a desintegrar-se. E o tipo preferido na culindria japonesa e italiana.
Segundo Juliano (2003), o arroz pode ser classificado, quanto ao teor de amilose,
em ceroso ou glutinoso (0 a 2% de amilose), teor muito baixo de amilose (5 a 12%),
baixo (12 a 20%), intermediario (20 a 25%) e alto (25 a 33%).

Entretanto, outros fatores, como a estrutura das cadeias de amilopectina
e o teor de proteina também influenciam na textura do grédo (ONG; BLANSHARD,
1995).

Os polissacarideos ndo digeridos pelas enzimas do trato gastrintestinal,

como a celulose, hemicelulose, amido resistente e pectinas, fazem parte da fragcéo



13

fibra alimentar. No arroz, esta fragdo esta concentrada nas camadas externas do
grao e diminui em direcdo ao centro, resultando em baixa concentragcdo no arroz

polido.

O teor de fibras no arroz integral é baixo quando comparado aos demais
cereais. Em ordem decrescente de teor de fibra total encontram-se a cevada
(17,3%), o centeio (14,6%), o trigo (12,2%), a aveia (10,6%), o sorgo (9,0%), o milho
(7,3%) e por fim, o arroz integral (3,5%).

A fibra alimentar € composta pelas fragcBes sollvel e insollvel, que
exercem diferentes fun¢des no organismo humano. A fragdo sollvel é constituida
por hemicelulose soluvel, pectina, goma e mucilagem e a fracdo insoluvel por
celulose, hemicelulose, lignina e amido resistente. A fibra solavel é encontrada
predominantemente em ervilhas, feijdes, aveia, cevada, sementes e frutas e
apresenta a capacidade de reter e interagir com a agua no trato gastrointestinal
formando géis, os quais retardam a digestdo e a absorcdo de nutrientes; seus
principais efeitos no organismo humano sdo a reducéo do colesterol plasmatico e da
resposta glicémica. A fibra insoltvel é encontrada em maior quantidade nos cereais
integrais, legumes e verduras, no organismo esse tipo de fibra confere volume e
corpo as fezes o0 que estimula o transito intestinal prevenindo a constipacao
(MARLETT; MCBURNEY; SLAVIN, 2002). No arroz integral, a fibra insoltvel
corresponde a 75% do total (KAWASSAKI, 2011).

2.5.2 Proteinas

O teor protéico no arroz integral €, em média, 8% em base seca, sendo
gue as variacbes em torno desse valor ocorrem principalmente em funcdo do
gendtipo e de condicbes ambientais, tais como a composi¢ao do solo e aplicacéo de
fertilizantes, bem como fatores climaticos, especialmente a disponibilidade de
radiacéo solar (ZHOU et al., 2002; JULIANO, 2003).

Embora o componente majoritario seja o amido, o arroz constitui também
uma fonte proteica para a alimentacdo humana, especialmente importante para

individuos com doencga celiaca. O arroz, ao contrario de outros cereais como trigo,
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aveia, centeio e cevada, é isento de gluten, e portanto das proteinas que o compde,
glutenina e gliadina, que desencadeiam o quadro clinico da doenca celiaca.

As proteinas no grao de arroz estdo principalmente distribuidas no farelo,

nas camadas mais externas do endosperma e no gérmen.

As proteinas do arroz podem ser classificadas de acordo com a sua
solubilidade, sendo as principais as glutelinas, soltveis em soluc¢des alcalinas, que
representam 70% do total. As globulinas, albuminas e prolaminas correspondem a
aproximadamente 10%, 6% e 3% das proteinas totais do arroz, respectivamente. O
arroz difere dos outros cereais por ser rico em glutelinas, enquanto os demais
cereais sao ricos em proteinas sollveis em alcool como as prolaminas, que

representam somente 3% das proteinas do arroz (ZHOU et al., 2002).

No endosperma do gréo, as proteinas estdo organizadas em dois tipos de
corpos protéicos: | e 1. Os corpos protéicos | sdo grandes estruturas esféricas, com
aneéis concéntricos, ricos em prolamina, os corpos protéicos Il sdo ricos em glutelina

e globulina e ndo se apresentam na forma de anéis concéntricos (ZHOU et al., 2002).

A qualidade da proteina depende de seu conteludo em aminoacidos
essenciais e da sua digestibilidade. As proteinas do arroz, além de apresentarem
boa digestibilidade contém todos os aminoacidos essenciais embora a lisina esteja
em baixas concentracdes, 0 que a torna um aminodcido limitante. No entanto, em
comparacao a outros cereais o valor biologico das proteinas do arroz € maior devido
a presenca de lisina em maior quantidade do que a encontrada no trigo, no milho e
no sorgo (JULIANO, 2003).

2.5.3 Lipideos

O gréao de arroz tem um contetdo de lipideos relativamente baixo, da
ordem de 2,2 a 3,2% (TAIRA; ITANI, 1988). Os lipideos estéo distribuidos de forma
heterogénea no grédo e podem ser encontrados organizados em corpos lipidicos na
camada de aleurona, no gérmen e no pericarpo ou associados a granulos de amido

(LUMEN; CHOW, 1995). Dessa forma, a concentracédo de lipideos € maior no arroz
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integral, sendo reduzida com o polimento, apresentando concentragdes inferiores a

1% no arroz polido.

Quimicamente, os lipideos do arroz sédo classificados em dois grandes
grupos: lipideos saponificaveis constituidos por triacilgliceréis, diacilglicerdis,
monoacilglicerodis, acidos graxos livres e ceras; e lipideos insaponificaveis
constituidos por fitoesterdis, alcoois triterpénicos, ésteres de &cido ferdlico (y-

orizanol) e homdlogos da vitamina E (tocoferois e tocotriendis).

Os &cidos graxos insaturados sédo predominantes no 6leo de arroz
compondo aproximadamente 75% do total. Embora ocorram variacdes na proporcao
de acidos graxos em decorréncia de fatores genotipicos e ambientais uma
composic¢ao basica consiste em 14-21% de acido palmitico (C16:0), 2-3% de acido
estearico (C18:0), 38-45% de &acido oléico (C18:1), 34-37% de acido linoléico
(C18:2) e 1-2% de acido linolénico (C18:3) (RUKMINI; RAGHURAM, 1991). Portanto
0s principais acidos graxos do arroz sédo os acidos, palmitico, oléico e linoléico, que

correspondem a mais de 90% dos acidos graxos totais.

2.5.4 Minerais e vitaminas

As vitaminas e 0s minerais estdo presentes no arroz principalmente nas
camadas externas do grdo. Os minerais predominantes no arroz integral sao fésforo,
potassio e magnésio e, em menor quantidade, sdo encontrados ferro, zinco, cobre,
soédio, calcio e manganés (JULIANO, 2003). De forma geral, os minerais
apresentam-se em maior concentragdo has camadas externas do grdo, com
aproximadamente 72% no farelo e 28% no endosperma. O arroz contém
principalmente vitaminas do complexo B e E presentes no farelo. As vitaminas A, D

e C sdo encontradas em concentracdes muito pequenas.

As condicBes de cultivo e de solo, fertilizacdo, processamento bem como

fatores genotipicos exercem influéncia no contetdo de micronutrientes do arroz.
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2.6 Compostos bioativos

Compostos bioativos sdo definidos como fitoquimicos biologicamente
ativos presentes em frutas, legumes, hortalicas, grdos e outros alimentos que
qguando ingeridos promovem beneficios a salde, relacionados principalmente a
reducdo do risco de algumas doencas crbnicas como diabetes, doencas

cardiovasculares e determinados tipos de cancer.

Um volume crescente de evidéncias sugere que os beneficios dos
compostos bioativos sejam importantes na manutencdo da salde reduzindo os
riscos de desenvolvimento de diversas doencas crbnicas. Alimentos de origem
vegetal diferem muito na quantidade e composicdo dos fitoquimicos e,
frequentemente, tém acdes complementares, dessa forma, estimula-se o consumo

de ampla variedade desses alimentos.

Os compostos fendlicos, fitoquimicos importantes no arroz integral, tém
recebido atencdo pelos seus potenciais efeitos bioldégicos benéficos para a saude
humana; a literatura descreve propriedades, antioxidante, antiinflamatoria,
antimutagénica e anticarcinogénica, além da capacidade antioxidante
(BELOBRAJDIC; BIRD, 2013).

2.6.1 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios e constituem a
maior classe de fitoquimicos do reino vegetal. Possuem funcdes essenciais na
reproducdo e no crescimento das plantas, agindo na defesa contra patdgenos,
parasitas e predadores, além de contribuir com a coloracdo das plantas. Em
alimentos, alguns compostos fendlicos contribuem para coloracdo, acidez,
adstringéncia, sabor, odor e estabilidade oxidativa atuando como agentes de
protecdo contra luz UV (NACZK; SHAIDI, 2004).

Caracterizam-se por possuirem um ou mais anéis aromaticos e ao menos

uma hidroxila. Geralmente sdo subdivididos em &cidos fendlicos, flavonoides,
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taninos, estilbenos e cumarinas, sendo que as trés primeiras classes sé&o

encontradas com maior freqiiéncia em alimentos.

Os teores de compostos fendlicos totais no arroz variam muito em fungéo
da pigmentacdo do pericarpo e também entre gendtipos com a mesma cor. A
literatura menciona teores de 240 a 1056 mg equivalentes de &cido gélico/100g no
arroz-preto e variacdes de 79 a 700 mg equivalentes de acido galico/100g no arroz-
vermelho (SHEN et al., 2009; SOMPONG et al., 2011; CHEN et al., 2012; MIN et al.,
2012). Embora existam cultivares de arroz-vermelho com elevados teores de
compostos fendlicos, de forma geral, as cultivares de arroz-preto apresentam teores

maiores do que as de arroz-vermelho.

No arroz selvagem os teores de compostos fendlicos estdo ao redor de
350 mg equivalentes de acido galico/100g de arroz (QIU; LIU; BETA, 2009). O arroz
integral branco apresenta os menores teores com quantidades que variam de 25 a
150 mg equivalentes de acido galico/100g de arroz (MASSARETTO et al., 2011; MIN
et al., 2012).

2.6.1.1 Acidos fendlicos

Os acidos fendlicos caracterizam-se pela presenca de um anel benzénico,
um grupamento carboxilico e pelo menos uma hidroxila e/ou metoxila na molécula.
Os compostos pertencentes a essa classe podem ser divididos em derivados do

acido hidroxibenzoico e derivados do &cido hidroxicinamico (SOARES, 2002).

A quantidade de derivados do acido hidroxibenzoéico na forma livre,
contida nos vegetais comestiveis, € geralmente muito baixa (MANACH et al., 2004).
Normalmente fazem parte de estruturas complexas como taninos hidrolisaveis
(galotaninos e elagiotaninos) e incluem os acidos, salicilico, gentilico, galico, p-
hidroxibenzdico, protocatecoico, vanilico e siringico, com estrutura basica de sete

atomos de carbono, C6-C1 (Figura 4).
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R, COOH

Ry

R, = OH—Acido Salicilico; R, = R4 = OH—Acido Gentisico; R;= OH—Acido p-
Hidroxibenzéico; R, = Ry= OH—Acido Protocatecoico; R, = OCHs; R = OH—Acido Vanilico;

R, = R3= R,= OH—Acido Galico; R, = R4= OCHs; R3= OH—Acido Siringico

Figura 4. Estrutura quimica dos &cidos hidroxibenzéicos.

Os acidos hidroxicinamicos sdo compostos com nove atomos de carbono
(C6-C3), sendo que trés formam uma cadeia lateral. Esses compostos sdo mais
comuns do que os acidos hidroxibenzoicos e fazem parte dessa classe os acidos o-
cumarico, m-cumarico, p-cumarico, caféico, ferulico e sinapico (SOARES, 2002)
(Figura 5).
R> Rq

R, CH=CH-COOH

R4
R; = R,= R3;= R, = H —Acido Cinamico; R; = OH—Acido o-cumarico; R, = OH—Acido m-
cumarico; Ry = OH—Acido p-cumérico; R,= R;= OH —Acido Caféico; R,= OCHs; R; = OH
—Acido Fertlico; R,= Ry= OCHs; R;= OH—Acido Sinapico

Figura 5. Estrutura quimica dos &cidos hidroxicinamicos.

Os acidos fendlicos nos gendtipos ndo pigmentados de arroz estao
presentes em concentracdes proximas a 3,0 mg/100g, sendo predominantes os
acidos ferulico, p-cumarico e vanilico (ZHOU et al., 2004; IRAKLI et al., 2012). No
arroz-vermelho e no arroz-preto os teores sdo maiores, 5,2 e 8,8 mg/100g,
respectivamente. Nas variedades pigmentadas o acido protocatecoico torna-se o
acido fendlico majoritario, seguido dos acidos ferdlico e p-cumarico no arroz-

vermelho e dos acidos vanilico e ferulico no arroz-preto (IRAKLI et al., 2012).
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2.6.1.2 Flavonoides

Os flavonoides sdo compostos amplamente distribuidos no reino vegetal,
sendo importantes para o crescimento, desenvolvimento e defesa das plantas. Estao
presentes em frutas, hortalicas, sementes, ervas, além de produtos alimenticios
processados, tais como chas e vinhos. De forma geral, sdo compostos de baixo
peso molecular, consistindo em quinze atomos de carbono, organizados na
disposicdo C6-C3-C6. A estrutura quimica basica dos flavonoides € composta de
dois anéis arométicos (A e B) ligados por trés atomos de carbono (difenilpropano)
gue formam um anel heterociclico oxigenado (anel C). Diferencas na oxidacdo do
anel C e na ligagéo deste com o anel B resultam nas seis subclasses de flavonoides:
flavondis, flavonas, isoflavonas, flavanonas, antocianidinas e flavanéis (Figura 6).
Substituicbes nos anéis A e B originam diferentes compostos dentro de cada
subclasse (HOLLMAN; KATAN, 1999).

Os flavonodis formam o grupo de flavonoides mais abundantes e estéo
geralmente na forma glicosilada na posicdo Cs;. As agliconas mais comuns de
flavondis sdo kaempferol, quercetina e miricetina (KIM; LEE, 2002). As flavonas séo
os flavonoides menos frequentes, mas podem ser encontradas em plantas citricas e
ervas. Estes fitoquimicos sdo encontrados na forma polimetoxilada e incluem
apigenina e luteonina. As isoflavonas sdo pouco distribuidas na natureza e dentre 0s
alimentos consumidos por humanos, apenas a soja contém quantidades
significativas. As principais agliconas sao genisteina, daidzeina e gliciteina. As
flavanonas, contendo o anel heterociclico saturado, sdo principalmente encontradas
em frutas citricas, na forma glicosilada. A principal aglicona representante dessa
subclasse é a hesperitina (KIM; LEE, 2002).

Os flavandis ou flavan-3-6is apresentam-se nas formas monomeérica,
como catequinas, e polimérica, como proantocianidinas. Os mondémeros mais
comuns sao catequina, epicatequina e epigalocatequina, e sdo encontrados
predominantemente em cha verde e cha preto. Em geral, essas substancias estéao
na forma de aglicona, diferentemente dos outros flavonoides que sdo encontrados
em sua forma glicosilada. As proantocianidinas, também conhecidas como taninos
condensados, sdo dimeros, oligbmeros e polimeros de catequinas (MANACH et al.,
2004).
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(Fonte: adaptado de MANACH et al., 2004)

Figura 6. Estruturas quimicas das principais classes de flavonoides.

As antocianinas e as proantocianidinas, por serem os polifendis mais
freqientes em variedades pigmentadas de arroz, serdo discutidas mais

detalhadamente a seguir.

E comum ocorrer variacdes nos teores de flavonoides em funcdo da cor
do pericarpo. Teores de 88 a 1030 mg equivalentes de catequina/100g no arroz-
preto e variagcbes de 134 a 500 mg equivalentes de catequina/100g no arroz-
vermelho ja foram descritos (SHEN et al., 2009; SOMPONG et al., 2011; CHEN et al.,

2012; MIN et al., 2012). De forma geral, as variedades de arroz-preto apresentam
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teores maiores do que as de arroz-vermelho. No arroz selvagem, os principais
flavonoides sdo as catequinas e epicatequinas, e quantidades menores de flavonas
como apigeninas e seus glicosideos também estdo presentes (QIU; LIU; BETA,

2009). O arroz integral branco possui quantidades insignificantes de flavonoides.

2.6.1.2.1 Antocianinas

As antocianinas encontram-se nos vacuolos dos tecidos epidérmicos de
vegetais, e sdo responsaveis pelos tons vermelhos, roxos e azuis em frutos, folhas,
flores e graos, constituindo o maior grupo de pigmentos hidrossollveis do reino
vegetal. Além disso, possuem um importante papel na fisiologia das plantas e no
processo de polinizagdo por insetos e outros dispersores de sementes
(CASTANEDA-OVANDO et al., 2009).

As antocianidinas ou agliconas sao as estruturas basicas das
antocianinas (Figura 7) e quando as antocianidinas sdo encontradas em sua forma
glicosilada (ligada a uma molécula de acucar) sdo denominadas antocianinas
(CASTANEDA-OVANDO et al., 2009).

R,=H R,=H Pelargonidina
Antocianidinas R1 R, = OH R,=H Cianidina

R, = OH R,=OH Delfinidina

R, =0CH; R,=H Peonidina

R, =0CH; R,=0OH Petunidina

R, =0CH; R,=0CH; Malvidina

Figura 7. Estrutura basica das principais antocianidinas encontradas em alimentos.

Ja foram identificadas mais de 500 antocianinas distintas e 23 agliconas
distribuidas na natureza, sendo as principais diferencas entre elas, o nimero e a
posicdo dos grupos hidroxila e metoxila (CASTANEDA-OVANDO et al, 2009). As
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seis antocianidinas importantes em alimentos sao: cianidina, pelargonidina,
delfinidina, peonidina, petunidina e malvidina (MALACRIDA; DA MOTA, 2006).

No tecido das plantas, esses compostos raramente sdo encontrados na
forma aglicona por causa da sua baixa estabilidade, sdo encontrados principalmente
na forma glicosilada, ligados a acucares simples, sendo os mais frequentes, glicose,
galactose, xilose, ramnose e arabinose. As antocianinas podem ainda estar ou nao
aciladas, neste caso, acidos fendlicos aroméaticos (acido ferulico, caféico) e/ou
acidos alifaticos (malbnico, acético, oxalico) séo ligados as antocianinas por meio de
ligacbes éster (CASTANEDA-OVANDO et al, 2009).

Frutas vermelhas invariavelmente lideram a classificacdo de alimentos
fonte de compostos antioxidantes, devido a alta concentracdo de compostos
fendlicos, especialmente antocianinas. As principais antocianinas presentes nessas
frutas s&@o cianidina-3-glicosideo e cianidina-3-rutenosideo. Da mesma forma,
alimentos de coloracdo escura como arroz-preto, trigo azul, cenoura roxa, feijao
preto e outros, ja tiveram suas principais antocianinas identificadas e podem
representar importante fonte de compostos antioxidantes, principalmente em paises

onde a disponibilidade e o consumo de frutas vermelhas séo baixos (Tabela 1).

Especificamente no caso do arroz-preto, quantidades variaveis de
antocianinas foram encontradas, podendo alcancar teores de 500 mg/100g de arroz,
semelhante ao teor no mirtilo, considerado uma das principais fontes de
antocianinas (FINOCCHIARO et al.,, 2007; SOMPONG et al, 2011). Em
contrapartida, quantidades insignificantes foram observadas em arroz-vermelho,
sendo que os principais compostos fendlicos desses graos sao as proantocianidinas,
descritas no item 2.6.1.2.2 (ABDEL-AAL; YOUNG; RABALSKI, 2006).
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Tabela 1. Principais antocianinas encontradas em frutas vermelhas e outros

alimentos.

ALIMENTOS ANTOCIANINAS REFERENCIA
FRUTAS
Acai Cianidina-3-glicosideo, cianidina-3-rutenosideo SANTIAGO,2010

Amora silvestre

Cianidina-3-glicosideo, cianidina-3-rutenosideo

HASSIMOTO; GENOVESE;
LAJOLO, 2008

Cianidina-3-glicosideo, cianidina-3- rutinosideo,

BLANDO; GERARDI;

Cereja
) cianidina-3-glicosilrutenosideo NICOLETTI, 2004
Cianidina-3-glicosideo, cianidina-3-rutinosideo,
Framboesa cianidina-3-glicosilrutenosideo, malvidina-3-glicosideo, ANCOS; GONZALEZ; CANO,

delfinidina-3-glicosideo, pelargonidina-3-glicosideo

1998

Groselha preta

Cianidina-3-glicosideo, cianidina-3- rutinosideo,
Delfinidina-3-glicosideo, delfinidina-3- rutinosideo,
peonidina-3-rutinosideo, petunidina-3-rutinosideo

OGAWA et al., 2008

CEREAIS

Arroz-preto

Cianidina-3-glicosideo, peonidina-3-glicosideo

SOMPONG et al., 2011

Arroz-vermelho

Cianidina-3-glicosideo

ABDEL-AAL; YOUNG;
RABALSKI, 2006

Cevada azul

Delfinidina-3-glicosideo, delfinidina-3-rutinosideo

ABDEL-AAL; YOUNG;
RABALSKI, 2006

Trigo azul

Delfinidina-3-glicosideo, delfinidina-3-rutinosideo

ABDEL-AAL; YOUNG;
RABALSKI, 2006

TUBERCULOS, HORTALICAS E LEGUMINOSAS

Cenoura roxa

Cianidina-3-xilosilglicosilgalactosideo, cianidina-3-
xilosilgalactosideo, pelargonidina-3-xilosil-galactosideo,
peonidina-3-xilosilgalactosideo

MONTILLA et al., 2011

Chicoria roxa

Cianidina-3-malonil-glicopiranosideo

MULABAGAL et al., 2009

Feijao preto

Delfinidina-3-glicosideo, petunidina-3-glicosideo,
malvidina-3-glicosideo

TAKEOKA et al., 1997

Rabanete

Pelargonidina-3-soforosideo-5-glicosideo

GIUSTI ; WROLSTAD, 1996

Repolho roxo

Cianidina-3,5-diglicosideo, cianidina-3-soforosideo-5-
glicosideo, cianidina-3-soforosideo-5-glicosideo

XU et al., 2010

Hé& vérios fatores que afetam a estabilidade das antocianinas como pH,

luz, oxigénio,

degradacdo enzimatica,

temperatura e

interacdo com outros

componentes dos alimentos. Hou et al. (2013) avaliaram a degradacdo de
antocianinas isoladas do arroz-preto em diferentes temperaturas (80, 90 e 100°C) e

valores de pH (1,0 a 6,0) e concluiram que a reacdo de degradacdo das
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antocianinas segue cinética de primeira ordem de acordo com a temperatura e que,
a estabilidade delas é maior em temperaturas menores, em pH mais baixo e com

menor tempo de aquecimento.

2.6.1.2.2 Proantocianidinas

As proantocianidinas, também denominadas de taninos condensados, sdo
oligbmeros ou polimeros de flavan-3-6is, como catequinas ou epicatequinas (Figura
8).

Sao compostos diferentes dos taninos hidrolisaveis, que correspondem a
acidos fenolicos, acido galico nos galotaninos ou acido elagico no elagitaninos,
esterificados a um poliol, usualmente a glicose. As proantocianidinas sdo mais
comuns na dieta do que os taninos hidrolisaveis (SANTOS-BUELGA; SCALBERT,
2000).

Compostos fendlicos

v v v

Acidos fendlicos Flavonoides Estilbenos/Ligninas
Antocianinas Flavanonas Flavonais
\ 4 v v
Flavonas Flavandis Isoflavonas
Catequinas e Proantocianidinas
Epicatequinas |
Procianidinas Prodelfinidinas

(Fonte: adaptado de BUENO et al., 2012)

Figura 8. Tipos de compostos fendlicos com énfase nos flavanois.
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A estrutura quimica das proantocianidinas é definida tanto pelo tipo de
mondmero que a constitui, como pelo tipo de ligagdo entre os mondmeros. As
estruturas mais comuns em alimentos sao procianidinas, que apresentam uma
substituicdo 3’,4’-dihidroxi e prodelfinidina com uma substituicdo 3’,4’,5-trihidroxi,

ambas no anel B da estrutura basica (Figura 9) (BUENO et al., 2012).

n

(Fonte: SANTOS-BUELGA; SCALBERT, 2000)

Figura 9. Estrutura basica das proantocianidinas encontradas em alimentos.

Desde a elucidacao da estrutura basica das proantocianidinas, nos anos
60, mais de 200 compostos diferentes, incluindo polimeros de alto peso molecular, ja

foram completamente identificados e caracterizados.

Estes compostos estdo presentes em cereais, sementes de leguminosas e
sdo particularmente abundantes em algumas frutas e sucos de fruta; o grau de
polimerizacdo pode variar de acordo com a espécie e com o0s tecidos de um mesmo
vegetal (SANTOS-BUELGA; SCALBERT, 2000).

As proantocianidinas com diferentes graus de polimerizacéo,
majoritariamente constituidas de tetrameros a decameros, sao os flavonoides mais
abundantes no arroz-vermelho. Porém, sdo escassos os trabalhos de quantificacédo
destes compostos em arroz pigmentado, e os teores encontrados na literatura
variam de 9,4 mg/100g a 202 mg/100g de arroz-vermelho, dependendo da cultivar e
do método de extracdo e andlise empregados (FINOCCHIARO; FERRARI;
GIANINETTI., 2010; MIN et al., 2012).
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2.6.2 y-Orizanol

O y-orizanol foi descoberto no 6leo de arroz em 1954 por Kaneko e
Tsuchiya, no Japdo, e inicialmente descrito como um Unico componente, mas
estudos subsequentes revelaram que ele é uma mistura de &cidos ferdlicos
esterificados com esterdis ou alcoois triterpénicos, chamados de a, B e y-orizanol
(SCAVARIELLO; ARELLANO, 1998). Destes, o y-orizanol tem sido mais estudado
devido as suas propriedades benéficas a saude, tais como reducdo do colesterol
plasmatico, inibicdo da agregacao plaquetaria, reducdo na biosintese do colesterol
hepético, reducdo da absor¢cédo do colesterol, aumento da excrecao fecal de acidos
biliares, sendo utilizado na industria farmacéutica e cosmética, assim como aditivo

de alimentos, devido as suas propriedades antioxidantes (JULIANO et al., 2005).

O y-orizanol é composto por até 10 componentes, embora 0s quatro mais
importantes sob ponto de vista quantitativo s&o: 24-metileno cicloartanil ferulato,
cicloartenil ferulato, campesteril ferulato e B-sitoesteril ferulato (Figura 10) (XU;
GODBER, 1999; MILLER et al., 2003; IMSANGUAN et al., 2008).

1% o

°”3°wo CHzowo
HO HO
24-metileno cicloartanil ferulato campesteril ferulato
o o
CHaojij/\)'LO CHSOwo
HO HO
cicloartenil ferulato B-sitoesteril ferulato

(Fonte: IMSANGUAN et al., 2008)

Figura 10. Estrutura dos componentes majoritarios do y-orizanol.
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A concentracdo de cada componente pode variar de acordo com a cultivar
e o tipo de extrag&o. O cicloartenil ferulato e o 24-metileno cicloartanil ferulato sao os
componentes majoritarios na mistura, com cerca de 42% e 31% da concentragdo
total de y-orizanol, respectivamente. O teor de y-orizanol no arroz integral varia entre
180 a 380 mg/kg, dependendo da subspécie e cultivar (SCAVARIELLO; ARELLANO,
1998, AGUILAR-GARCIA et al., 2007; HEINEMANN et al., 2008).

Alguns componentes do y-orizanol também podem ser encontrados no
interior do pericarpo de grédos de milho, trigo e centeio, principalmente os ferulatos
de sitostanil e campestanil, e em menores quantidades os ferulatos de sitosteril e
campesteril (SEITZ, 1989).

A acao do y-orizanol no organismo humano néo esta totalmente elucidada,
mas ha muitos estudos na literatura cientifica que descrevem atividade
hipocolesterolémica e antioxidante deste composto. Além disso, a concentracédo de
cada componente isolado do y-orizanol parece influenciar na intensidade da
atividade bioativa (MILLER; ENGEL, 2006; LERMA-GARCIA et al., 2009).

A reducao dos niveis de colesterol pela ingestdo de y-orizanol parece
estar relacionada com a semelhanca estrutural com o colesterol (Figura 11). Desta
forma, a presenca do y-orizanol levaria a reducdo da biossintese do colesterol
(SCAVARIELLO; ARELLANO, 1998). A elevada acédo antioxidante do y-orizanol
também poderia ser responsavel, ao menos potencialmente na inibicdo da oxidacao
do colesterol pelos principais componentes do y-orizanol, embora em grau variavel
(XU; GODBER, 2001).

Colesterol

Figura 11. Estrutura quimica do colesterol. (Fonte: SCAVARIELLO; ARELLANO, 1998)
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O 24-metileno cicloartanil ferulato e o cicloartenil ferulato, parecem
exercer principalmente fungédo antioxidante, enquanto o campesteril ferulato e o p-
sitoesteril ferulato agem mais na diminuicdo da sintese do colesterol (KIKUZAKI et
al., 2002; BERGER et al., 2005).

A acgéo hipocolesterolémica do y-orizanol foi avaliada em camundongos
submetidos a uma dieta hiperlipidica por 7 semanas. Os animais alimentados com
racdo adicionada de 0,5% y-orizanol ndo apresentaram aumento nos niveis de
colesterol total plasmatico e hepéatico em relagdo ao grupo controle (sem adi¢do de
gordura e y-orizanol), porém houve um incremento significativo do colesterol
plasmatico HDL. Com isso, aparentemente o y-orizanol € capaz de melhorar o perfil

de colesterol plasmatico e hepatico em dieta hiperlipidica (SON et al., 2010).

Resultados semelhantes foram encontrados em estudos com animais
utilizando Oleo de farelo de arroz, onde foi observada reducdo de mais de 50% no
colesterol plasmatico total e no LDL (WILSON et al.,, 2000; TSUJI et al., 2003;
WILSON et al., 2007).

Em humanos, também ja foram decritos os efeitos do y-orizanol na
sintese de colesterol. Em pacientes hipercolesterolémicos e hiperlipidémicos foram
administrados 300 mg y-orizanol/dia e foi observada diminuicdo no colesterol
plasmatico total e no LDL em ambos o0s casos, enquanto um aumento relevante no
HDL foi constatado apenas no grupo de pacientes hipercolesterolémicos (CICERO;
GADDI, 2001).

Outras pesquisas ainda atribuem ao y-orizanol importante capacidade de
inibir o aparecimento de tumores, sugerindo uma acdo quimiopreventiva (XU;
GODBER, 2001). Outros efeitos como, acdo antinflamatéria, antialérgica e a
prevencdo de algumas outras patologias crénicas, como a doenca de Alzheimer
foram descritos (MAMIYA et al., 2004; OKA et al., 2010).

A acao antinflamatéria do y-orizanol foi constatada na inibicdo de reagdes
inflamato6rias como a colite grave, em camundongos, com uma dieta contendo 100

mg/dia de y-orizanol por um periodo de 18 dias. Os autores propuseram a utilizacdo
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deste composto como agente preventivo e/ou terapia no tratamento de doencas

inflamatorias no sistema gastrointestinal (ISLAM et al., 2008).

2.6.3 Vitamina E

Além do y-orizanol, a vitamina E, também estd presente na fracédo
insaponificavel dos lipideos no arroz e os principais homélogos encontrados séo a-
.B-, v- e o-tocoferol e a-,3-, y- e d-tocotrienol (Figura 12). Todos os componentes da
vitamina E sao classificados conforme o nimero e posicao dos grupos metil ligados
ao anel aromatico e a insaturacdo da cauda fetil (BERGMANN; XU, 2003).

R R

CH, CH, a-Tocoferol
CH, H B-Tocoferol
H CH, y-Tocoferol

H H d-Tocoferol
R R

CH, CH, a-Tocotrienol
CH, H B-Tocotrienol
H CH, y-Tocotrienol
H H d-Tocotrienol

(Fonte: QURESHI et al., 2001)

Figura 12. Estrutura dos isbmeros do tocoferol e tocotrienol.

No arroz integral, o conteudo de tocéis totais € de 10 a 50 mg/kg
enquanto no 6leo de farelo de arroz os teores sdo maiores na faixa de 196 a 219
mg/kg (AGUILAR-GARCIA et al, 2007; HEINEMANN et al., 2008). Estas
concentracfes podem ser influenciadas pelo tipo de cultivar e fatores ambientais de
cultivo do gréo (LLOYD; SIEBENMORGEN; BEERS, 2000).
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Os homodlogos da vitamina E em cereais apresentam, além do efeito
vitaminico, elevada atividade antioxidante podendo desempenhar papel importante
na reducao do risco de doencgas cronico-degenerativas, doencas cardiovasculares e
aparecimento de tumores (BRAMLEY et al., 2000; QURESHI et al., 2001; TIWARI;
CUMMINS, 2009).

Ao contrario de outras fontes de vitamina E, normalmente ricas em a-
tocoferol, o arroz se destaca pela elevada quantidade de y- tocotrienol. Alguns
estudos afirmam que os tocotriendis sdo mais efetivos na acao antioxidante do que
os tocoferdis e que possuem maior protecdo contra alguns radicais livres (KHOR;
NG, 2000; CICERO; GADDI, 2001).

O efeito hipolipidémico do tocotrienol estad relacionado com um
mecanismo de inibicdo da 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A redutase (HMGCoA),
enzima chave na sintese endodgena de colesterol. Esse mecanismo de inibicao
funciona de maneira dose-dependente, além de ser influenciada pela concentracéo
de a-tocoferol que ativa a transcricdo da enzima, causando o efeito contrario
(CICERO; GADDI, 2001).

Esse efeito foi observado em um estudo realizado com suinos, que
receberam injecdes intraperitoneais de tocoferol e tocotrienol por seis dias
consecutivos. O tocoferol em baixa concentracdo (5 mg) inibiu em 46% a atividade
da HMGCOoA redutase, porém em dose maior (50 mg) ocorreu uma estimulacdo na
atividade da enzima em 90%, em relacdo ao controle. J&, com relacdo ao tocotrienol,
uma dose de 10 mg foi suficiente para reduzir a atividade da HMGCOoA redutase em
48%, porém uma inibicdo menor (13%) foi observada quando a mesma dose de

tocotrienol foi administrada juntamente com 5 mg de tocoferol (KHOR; NG, 2000).

2.7 Atividade antioxidante

O termo antioxidante refere-se a qualquer substancia que, presente em
baixas concentracdes quando comparada a do substrato oxidavel, retarda ou inibe a
oxidagao deste substrato, impedindo ou diminuindo o excesso de radicais livres e 0
consequente dano celular (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).
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As caracteristicas de um bom antioxidante em sistema bioldgico sao a
presenca de substituintes doadores de elétrons ou de hidrogénio ao radical livre, a
capacidade de deslocamento do radical formado em sua estrutura, a capacidade de
guelar metais de transicdo envolvidos nos processos oxidativos e a acessibilidade
ao local de acédo (MANACH et al., 2004).

A respiracao celular e o consequente consumo de oxigénio oferecem
vantagem metabolica sobre a vida anaerdbia porque a oxidacdo de combustiveis
moleculares, como glicose e acidos graxos, pode ser completa e produzir
guantidades consideraveis de energia livre, indispensavel para o funcionamento das
vias metabodlicas. Todavia, 0 metabolismo do oxigénio também gera,
intencionalmente ou ndo, uma série de subprodutos reativos e potencialmente
toxicos conhecidos como radicais livres, moléculas com um elétron desemparelhado
em sua Orbita externa. Esta configuracdo faz dos radicais livres moléculas altamente

instaveis, de meia-vida curta e quimicamente muito reativas (AUGUSTO, 2006).

Os radicais livres sdo formados por fontes enddgenas, originando-se de
processos que normalmente ocorrem no organismo como o transporte de elétrons
na cadeia respiratéria e a reducao de flavinas e tidis, que sdo coenzimas de
cicloxigenases, lipoxigenases, desidrogenases e peroxidases. Fatores externos
como tabagismo, poluicdo do ar, exercicio fisico intenso, consumo excessivo de
alcool, medicamentos como anestésicos, radiacdo e ingestdo de pesticidas
constituem importantes fontes exdgenas, geradoras de radicais livres (SOARES,
2002).

A partir do primeiro radical de oxigénio (anion radical superéxido, O, ),
gue resulta da reducéo de um elétron do oxigénio molecular na cadeia de transporte
de elétrons, podem formar-se varias espécies secundarias que disparam reacdes
em cadeia, que, por sua vez, amplificam o processo e ocasionam a oxidacdo de
biomoléculas, incluindo proteinas, lipideos, acidos nucléicos e acUcares. As
alteracdes oxidativas nas biomoléculas podem conduzir a mudancas nas fungdes
biologicas e, as vezes, provocar injaria celular. Por isso, a geracao de radicais livres
nas células é considerada classicamente um evento indesejavel e, intimamente,
ligado ao envelhecimento (AUGUSTO, 2006).
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O organismo humano dispde de um efetivo sistema de desintoxicacao do
excesso de radicais livres, capaz de neutralizar suas acdes prejudiciais. Este
sistema inclui enzimas com acdo antioxidante, como a superoxido dismutase,
glutationa peroxidase, glutationa redutase e catalase. Além de enzimas, 0 organismo
utiliza moléculas que atuam como antioxidantes e séo classificadas em dois grupos:
as de alto peso molecular como as proteinas albumina e ferritina, e as de baixo peso

molecular como a glutationa e o &cido Urico.

Adicionalmente, o organismo pode se beneficiar da presenca de
micronutrientes e compostos bioativos em alimentos, tais como as vitaminas E e C,
flavonoides, acidos fendlicos e seus derivados, taninos entre outros, que possuem
capacidade antioxidante e podem atuar como auxiliares do sistema antioxidante
endogeno (ISSA; VOLATE; WARGOVICH., 2006).

Em funcéo do balanco entre as velocidades de producédo e a capacidade
de desintoxicacdo do organismo, os radicais livres tanto podem colaborar na
destruicdo de invasores patogénicos durante a resposta imunoldgica celular
provocada por macréfagos, neutrofilos e eosindfilos, como participar de eventos
indesejaveis, disparando processos agudos e cronicos, principalmente, inflamacéo,
doencas cardiovasculares e doencas neurodegenerativas. Diante da crescente
compreensao do papel que os radicais livres podem assumir na patologia humana,
grande esforco de pesquisa tem sido feito para a busca de moléculas antioxidantes

especialmente as que estejam naturalmente presentes na alimentacdo humana.

A funcéo protetora dos compostos fendlicos e outros fitoquimicos, como y-
orizanol e tocéis, contra danos oxidativos ocorre tanto nos alimentos que os contém,
como também no organismo humano, apés a sua ingestdo. E por esse motivo que,
além de quantificar o teor dos fitoquimicos, € comum avaliar a atividade antioxidante
desses extratos pelos mais diversos métodos. Algumas dessas analises envolvem
transferéncia de hidrogénio e outras, transferéncia de elétrons (HUANG; OU; PRIOR,
2005).

A maioria dos procedimentos com transferéncia de atomos de hidrogénio
esta baseada na competicdo entre o antioxidante e o substrato pelos radicais

perdxidos gerados. Alguns desses ensaios mais conhecidos sdo ORAC (oxygen
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radical absorbance capacity), TRAP (total radical trapping antioxidant parameter) e
inibicdo de oxidagéao de LDL (HUANG; OU; PRIOR, 2005).

Em contrapartida, os ensaios baseados em transferéncia de elétrons
medem a capacidade de um antioxidante reduzir um oxidante, que muda de cor ao
ser reduzido. Esses ensaios incluem DPPH" (método de sequestro do radical 1,1-
difenil-2-picril-hidrazil), FRAP (ferric ion reducing antioxidant Power) e ABTS'+
(método de sequestro do radical (2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolin) 6-acido
sulfénico) (HUANG; OU; PRIOR, 2005).

Assim, ndo existe atualmente um unico método de referéncia para a
avaliagdo da capacidade antioxidante em diferentes matrizes alimentares. Nesse
caso, € comum utilizar dois ou mais méetodos de forma que haja a complementacao
das informacdes e um melhor entendimento sobre as caracteristicas dos

antioxidantes presentes na amostra.

Em trabalhos recentes sobre atividade antioxidante de arroz integral, ha
um consenso de que as variedades pigmentadas apresentam atividade antioxidante
muito maior, da ordem de pelo menos 3 vezes, do que as ndo pigmentadas em
funcdo da presenca acentuada de compostos fenolicos no pericarpo dos graos
(KAWASSAKI, 2011; CHEN et al., 2012; MIN et al., 2012).

2.8 Biodisponibilidade e metabolizacdo dos compostos fendlicos

A absorcdo e o metabolismo dos compostos fendlicos sao determinados
primariamente pela sua estrutura quimica, conjugacdo com outras substancias, grau
de polimerizacéo e solubilidade (KARAKAYA, 2004).

A biodisponilidade dos compostos fendlicos ainda é regida por outras
variaveis, tais como metabolizacdo pela microflora intestinal, cinética plasmatica,
natureza dos metabdlitos circulantes, ligacdo a albumina, captacdo celular,
metabolismo intracelular, acimulo nos tecidos e excrecdo biliar e urinaria. Todas
essas variaveis dificultam a integracdo das informacdes e a relacdo com seus efeitos
fisiol6gicos (MANACH et al., 2005).
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Um dos fatores que afeta a absorcéo € o peso molecular. Os fendlicos de
menor peso molecular, em especial os acidos fendlicos sollveis, parecem ser

facilmente absorvidos no intestino delgado.

Outro fator é a glicosilacdo dos compostos fendélicos. Nos alimentos, estes
se encontram majoritariamente na forma glicosilada. De maneira geral, os
flavonoides podem ser absorvidos tanto na forma glicosilada quanto na forma
aglicona. No intestino de ratos, a absorcdo da forma glicosilada parece ocorrer
através do transportador de glicose sédio-dependente (SGLT1) encontrado no
epitélio do intestino delgado e, depois a forma aglicona € liberada pela acdo de
glicosidases citossolicas. Os flavonoides podem também ser absorvidos na forma
aglicona por meio de difusdo passiva apos a hidrolise da ligacéo glicosidica por meio
da acao de hidrolases intestinais, como a LPH (lactasefloridzinahidrolase). E ainda,
a deglicosilacdo pode ocorrer pela flora colénica (MANACH et al., 2004).

A concentracao de compostos fendlicos no célon pode chegar a centenas
de micromols por litro (SCALBERT et al.,, 2002) fazendo com que, junto com
carotendides, essas substancias constituam os antioxidantes da dieta presentes no
célon, ja que as vitaminas C e E sdo absorvidas nos segmentos superiores do

intestino.

A acilacdo também influencia na biodisponibilidade. Antocianinas n&o-
aciladas parecem ser mais biodisponiveis que as aciladas, provavelmente porque a
acilacdo aumenta a hidrofobicidade da antocianina diminuindo a interacéo desta com
transportadores, como a bilitranslocase, que interagem principalmente com
moléculas hidrofilicas (CHARRON; CLEVIDENCE, 2007).

Diversas classes dos flavonoides, como flavonais, isoflavonas, flavonas e
antocianinas estdo presentes nos alimentos na forma de glicosideos. Assim, o
primeiro passo para metabolizacdo desses compostos é a remocao do acUcar por
glicosidases. Apés a hidrélise, as agliconas passam a ser metabolizadas em varios
acidos aromaticos. Assim, os flavonbéis produzem principalmente &cido
hidroxifenilacético, enquanto, flavonas e flavanonas, principalmente, acido
hidroxifenilpropionico. Ja os flavandis geram majoritariamente, fenilvalerolactonas e

acidos hidroxifenilpropiénicos. Esses acidos sdo posteriormente metabolizados em
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derivados do acido benzéico (MANACH et al., 2004). Os compostos fenolicos podem
ainda chegar intactos ao intestino grosso onde sdo metabolizados pela microflora
colbénica. A cianidina-3-glicosideo, antocianina majoritaria no arroz-preto que néao foi
absorvida é metabolizada pela microflora intestinal a cianidina e, a partir desta, a
acido protocatecoico. Estes metabdlitos podem entdo ser absorvidos e apresentar
efeitos anti-inflamatérios por meio da inibicdo da expressdo de TNF-a, IL-f e COX-2
(MIN; RYU; KIM, 2010).

A absorcéo das proantocianidinas difere da dos demais flavandéides devido
ao alto peso molecular que limita a sua absor¢cdo no intestino delgado, pois 0s
oligbmeros maiores que trimeros parecem nédo ser absorvidos na forma nativa. Em
estudos in vitro, utilizando monocamada de células Caco-2 como modelo de
absorcao no intestino delgado, foi demonstrado que apenas dimeros e trimeros de
flavanois sdo capazes de atravessar o epitélio intestinal (DEPREZ et al., 2001).
Dimeros de proantocianidinas ja foram detectados em plasma humano e mostraram
potente atividade antioxidante (SOOBRATTEE et al., 2005). Assim, as
proantocianindinas, presentes em alta concentracdo nas dietas ricas em polifenadis,
podem exercer principalmente efeitos locais no trato gastrointestinal ou atividade
mediada por acidos fendlicos produzidos por meio da degradacdo microbiana. Essa
atividade local apresenta grande importancia, pois o intestino é particularmente
exposto a agentes oxidantes e pode ser afetado por inflamacéo e inUmeras doencas,
como cancer (HALLIWELL; ZHAO; WHITEMAN, 2000).

Uma vez absorvidos, os compostos fendlicos sao sujeitos a trés tipos de
conjugacao: metilacdo, sulfatacdo e glicuronidacdo. Cada uma dessas reacdes €
catalisada por enzimas distintas. Algumas enzimas envolvidas apresentam
polimorfismos e podem ser induzidas ou inibidas pela dieta. Os locais de expresséo
de cada enzima nos tecidos humanos determinam o0 metabolismo e a

farmacocinética dos compostos fendlicos ingeridos (SCALBERT et al., 2002).

Os metabolitos podem seguir duas vias de excrecdo: biliar ou urinaria. A
conjugacéao atua como uma destoxificacdo metabdlica, comum a varios xenobiéticos,
facilitando a excrecdo biliar e urinaria, pelo aumento do carater hidrofilico das

estruturas. Os metabdlitos com maior grau de conjugacdo sdo preferencialmente



36

eliminados com a bile e passam novamente por agéo da B-glicuronidase microbiana,
nos segmentos distais do intestino, para serem posteriormente reabsorvidos. Essa
reciclagem entero-hepéatica pode levar a uma permanéncia prolongada dos
compostos fendlicos no organismo, apdés a ingestdo. JA os metabdlitos pouco
conjugados, como 0s monossulfatos, sdo preferencialmente excretados na urina
(MANACH et al., 2004).

2.9 Efeitos do cozimento do arroz no teor de compostos fendlicos

Os estudos sobre o efeito do cozimento do arroz nos teores de compostos

fendlicos e na sua capacidade antioxidante ainda séo praticamente inexistentes.

Em relacdo aos compostos fendlicos, o cozimento do arroz pode causar
reacdes quimicas e alteracdes fisicas complexas, incluindo a liberacdo de acidos
fendlicos livres a partir de suas formas ligadas, degradacdo de polifendis,
polimerizacdo de fendlicos e formacdo de produtos complexos a partir da interacao
de fendlicos com outros componentes do grdo como, por exemplo, proteinas
(MASSARETTO et al., 2011).

Poucos estudos com cereais tém sido realizados visando avaliar o efeito
do processamento térmico. A maioria demonstrou uma reducdo significativa nos
teores de compostos fendlicos. Tortilhas fabricadas a partir de variedades de milho
vermelho, por exemplo, tiveram seus teores de fendlicos soluveis reduzidos em 44%
apos o processamento em relacdo aos graos de milho cru, reducdo maior do que a
observada para as tortilhas produzidas a partir de variedades de milho néo
pigmentado (35%) (PARRA; SALDIVAR; LIU., 2007). O trigo sarraceno também
apresentou teores muito menores de fendlicos sollveis ap0s o processamento
térmico. Os principais compostos fendlicos deste cereal sdo os flavonoides, incluindo
proantocianidinas, e com a extrusao, um processo que combina umidade, pressao,
temperatura e agitacdo mecanica, ocorreu reducao de 65 a 80% destes compostos
(ZIELINSKI et al., 2006).
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Finocchiaro et al. (2007) analisaram dois genoétipos de arroz integral, um
ndo pigmentado e outro pigmentado (pericarpo vermelho), antes e ap0s o cozimento.
Os teores dos acidos ferdlico e sinapico foram significativamente reduzidos com o
cozimento, tanto na amostra pigmentada como na nhao-pigmentada, e as
proantocianidinas do arroz de pericarpo vermelho foram drasticamente reduzidas

(70%) na amostra cozida.

Em um estudo com amostras de arroz-vermelho e de arroz nao
pigmentado, observou-se que o cozimento provocou reducgdo dos fendlicos totais e
alteracdo na proporcao entre fendlicos sollveis e insolluveis, sendo que estes
ultimos passaram a ser predominantes. Essas alteracdes foram mais pronunciadas
no arroz-vermelho, onde o teor de fendlicos totais foi reduzido a metade e os
fendlicos insollveis passaram a representar a maioria dos compostos fendlicos
(MASSARETTO et al., 2011).
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Comparar a composigao centesimal, de compostos bioativos e atividade antioxidante

entre arroz-preto, vermelho e selvagem por analise multivariada.

3.2 Especificos

Estudar comparativamente a composicdo em nutrientes e o perfil de acidos

graxos do arroz-preto, vermelho e selvagem.

Avaliar quantitativamente o0s teores de compostos fendlicos totais,
flavonoides, proantocianidinas e antocianinas monomeéricas presentes no

arroz-preto, vermelho e selvagem, cru e cozido.

Avaliar a capacidade antioxidante de extratos de arroz-preto, vermelho e
selvagem, cru e cozido, pelos métodos de sequestro do radical DPPH" e de
ORAC.

Determinar quais variaveis sdo determinantes na diferenciacédo do arroz-preto,

vermelho e selvagem, utilizando métodos estatisticos multivariados.

Determinar a composicdo qualitativa das antocianinas de arroz-preto, cru e
cozido, por CLAE-DAD-MS/MS.

Avaliar quantitativamente os teores de tocoferdis, tocotriendis e y-orizanol em

arroz-preto e vermelho.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Instituicdes colaboradoras

* Empresa de Pesquisa Agropecudria e Extensao Rural de Santa Catarina
(Epagri) — Estagcdo Experimental de Itajai: doacdo de amostras de arroz-preto e
vermelho, desenvolvidas localmente e analise de composicdo de acidos graxos por
cromatografia a gas.

* Faculdade de Engenharia de Alimentos / UNICAMP — Laboratério de
Quimica de Alimentos |: analise de separacdo e identificacdo de antocianinas do
arroz-preto por CLAE-DAD-MS/MS.

* Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas / USP — Laboratério de Quimica,
Bioquimica e Biologia Molecular de Alimentos: anélise de fibra alimentar.

4.2 Reagentes

Os solventes, acidos e bases, grau P.A. foram adquiridos da Labsynth
(Brasil). Os solventes e reagentes grau cromatografico (CLAE) foram obtidos da
Merck (Alemanha) e da Mallinckrodt Baker (EUA). Para as analises cromatograficas,
as amostras e os solventes foram filtrados utilizando, respectivamente, membranas
de 0,22 e 0,45 pum da Millipore.

Padrdes de cianidina-3-glicosideo, cianidina-3-galactosideo, cianidina-3-
rutinosideo, cianidina-3,5-diglicosideo, cianidina-3-ramnosideo, pelargonidina-3-
glicosideo, peonidina-3-glicosideo, cianidina e pelargonidina foram adquiridos da
Extrasynthese (Genay, Franca). Padrdes de a-tocoferol, y-tocoferol, a-tocotrienol e
y-tocotrienol foram adquiridos da Sigma-Aldrich. O y-orizanol purificado foi
gentilmente cedido pelo laboratério do Dr. Z. Xu e Dr. J. S. Godber (Department of

Food Science, LSU Agricultural Center, Baton Rouge, Louisiana).
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4.3 Amostras

Todas as amostras correspondem a graos integrais. Foram utilizados dois
conjuntos de amostras, 0 primeiro para comparacdo da composi¢cdo centesimal,
perfil e teor de compostos fendlicos e atividade antioxidante entre arroz-vermelho,
preto e selvagem; o segundo conjunto de amostras foi utilizado para comparar 0s
teores dos fitoquimicos lipossoluveis, y-orizanol, tocoferol e tocotrienol entre arroz-

vermelho e preto.

Foram obtidos cerca de 500 g de cada amostra, as mesmas foram
armazenadas em refrigerador (4+1°C) em recipientes de plastico fechados e ao
abrigo da luz até o momento das analises e utilizadas até a data de validade.

4.3.1 Amostras de arroz para o estudo da composic¢ao centesimal, dos
compostos fendlicos e da atividade antioxidante

As amostras utilizadas neste estudo estdo ilustradas na Figura 13 e
informac6es como ano da colheita, local de cultivo e dimensdes dos graos estao

descritas na Tabela 2.

As amostras de arroz-preto e vermelho (Oryza sativa L.) das marcas
Ruzene® e Namorado® foram adquiridas no comércio local da cidade de S&o Paulo-
SP nos anos de 2009 a 2011. As demais amostras de arroz-preto e vermelho,
identificadas como “SC” representam genoétipos em fase de pesquisa na Empresa de
Pesquisa Agropecuaria e Extensdo Rural de Santa Catarina (Epagri) / Estacdo
Experimental de Itajai, SC, cultivados em sistema de manejo irrigado e colhidos nos
anos de 2009, 2010 e/ou 2011. As cultivares SCS 120 Onix e SCS 119 Rubi de
arroz-preto e de arroz-vermelho, respectivamente, foram lancadas pela Epagri para

cultivo comercial em marco de 2013.

Foram utilizadas amostras de diferentes safras com o objetivo de
aumentar o volume de dados (n) e o poder das inferéncias estatisticas a partir dos

mesmos.
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O arroz selvagem (Zizania spp.) das marcas Blue Ville® e Namorado® foi
adquirido no comércio local da cidade de S&o Paulo-SP nos anos de 2009 a 2011. O

arroz selvagem disponivel no mercado brasileiro € importado do Canada.

¥FrPesgsa

preto Ruzene® preto Namorado® SC 606 SCS 120 Onix SC 704
SC 705 SC 706 SC 707 SC 708
”~
vermelho Ruzene® vermelho Namorado® SC 608 SCS 119 Rubi SC 710

4 2

selvagem Namorado® selvagem Blue Ville®

Figura 13. Amostras de graos arroz-preto, vermelho e selvagem.

De acordo com a escala proposta por Fonseca, Cutrim e Rangel (2002), o
formato dos grdos de arroz (Oryza sativa L.) pode ser utilizado para classifica-lo
conforme a relacdo comprimento/largura (C/L) em: arredondado (C/L < 1,50), semi-
arredondado (C/L 1,50-2,00), meio-alongado (C/L 2,01-2,75), alongado (C/L 2,76-
3,50) e muito alongado (C/L > 3,50).

Essa escala é diferente da descrita na Instrucdo Normativa IN 6/2009 do
Ministério da Agricultura (BRASIL, 2009), que classifica e descreve os graos de arroz
beneficiado no Brasil. Segundo a referida Instrucdo, o arroz pode ser classificado em

longo-fino (comprimento > 6,00 mm e espessura maxima de 1,90 mm, relacdo C/L >
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2,75), longo (comprimento > 6,00 mm), médio (comprimento entre 5,00 e 6,00 mm)

ou curto (comprimento < 5,00 mm).

Tabela 2. Amostras comerciais e/ou genétipos de arroz integral preto, vermelho e
selvagem.

) Comprimento / Largura Relagao
Grupos de amostras  Ano da colheita Local de producéo o
(média de 20 grdos em mm) C/L

Arroz-preto (graos médios) - Oryza sativa L.

Ruzene® (IAC 600) 2009, 2010 e 2011 Pindamonhangaba/SP 5,73/2,58 2,22

Namorado® 2009 e 2010 Capao do Ledo/RS 5,95/2,62 2,27

Arroz-preto (gréos longos) - Oryza sativa L.

2009 Itajai/SC
SC 606 3 . 6,7/1,8 3,72
2010 Ararangud e Itajai/SC
.. 2009 Itajai/SC
SCS 120 Onix . 7417191 3,88
2010 Ararangua e Itajai/SC
SC 704 2011 Itajai/ SC 7,5412,20 3,43
SC 705 2011 Itajai/ SC 8,19/2,12 3,86
SC 706 2011 Itajai/ SC 8,09/2,26 3,58
SC 707 2011 Itajai/ SC 7,9412,22 3,57
SC 708 2011 Itajai/ SC 7,18172,24 3,20

Arroz-vermelho - Oryza sativa L.

Ruzene® 2009, 2010 e 2011 Pindamonhangaba/SP 7,92/12,32 3,40
Namorado® 2009 e 2011 Capéo do Ledo/RS 7,45/2,33 3,19
SCS 119 Rubi 2010 e 2011 Itajai/ SC 7,2112,24 3,22
SC 709 2011 Itajai/ SC 7,15/1,98 3,61
SC 710 2011 Itajai/ SC 6,78/1,97 3,44

Arroz selvagem — Zizania spp.

Blue Ville® 2009, 2010 e 2011 Canada N.A N.A.

Namorado® 2009, 2010 e 2011 Canada N.A. N.A.

C/L: relacdo comprimento:largura

N.A.: ndo se aplica, classificacdo utilizada somente para graos da espécie Oryza sativa L.
SC - Linhagens em desenvolvimento

SCS — Cultivares comerciais
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A escala proposta por Fonseca, Cutrim e Rangel (2002) fornece
informagdes mais detalhadas a respeito do formato do gréo e da relacdo deste com
a proporgéao farelo:endosperma no grao. Assim, quanto maior a relagéo C/L do gréo,
maior a superficie de revestimento do farelo e, portanto, maior a proporgéo

farelo:endosperma.

As amostras de arroz-preto deste trabalho eram heterogéneas em relacéo
as dimensdes dos graos e, em funcdo disso, foram divididas em dois grupos de
acordo com a relacdo comprimento / largura (C/L) do gréo: grdos médios ou meio-

alongados (C/L 2,01-2,75) e gréos longos que compreendem os graos alongados
(C/L 2,76-3,50) e muito alongados (C/L > 3,50), sendo que os grdos muito alongados

corresponderam a cinco dos sete gendtipos desse grupo.

As amostras de arroz-vermelho, constituidas de grdos com dimensdes
semelhantes entre si e de formato alongado, foram todas reunidas em um soO grupo

para o tratamento estatistico dos dados.

4.3.2 Amostras de arroz para a analise dos compostos bioativos lipossoluveis

As amostras de arroz-preto e vermelho (Oryza sativa L.) da marca
Ruzene® foram adquiridas no comércio local da cidade de Sdo Paulo-SP enquanto
gue as demais representam cultivares ou genoétipos em fase de pesquisa na
Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensdo Rural de Santa Catarina (Epagri) /
Estacdo Eperimental de Itajai, SC, todas provenientes da safra de 2012/2013, com
ano de colheita em 2013.

Neste estudo ndo foram utilizadas amostras de arroz selvagem porque em
testes preliminares, a fracdo insaponificavel deste grao apresentou um perfil muito
diferente do encontrado nas amostras de arroz (Oryza sativa L.). Portanto, seréo
necessarios no futuro estudos mais aprofundados para a identificacdo e
guantificacéo dos fitoquimicos lipossollveis presentes no arroz selvagem.

As amostras foram armazenadas em refrigerador (4+1°C) em recipientes
platicos fechados e ao abrigo da luz até o momento das andlises. Informacées como

safra ou lote, local de cultivo e dimensdes dos gréaos estdo descritas na Tabela 3.
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Tabela 3. Amostras comerciais e/ou genotipos de arroz-preto e vermelho.

Comprimento / Largura Relacéo

Grupos de amostras Ano dacolheita  Local de producéo L. -
(média de 20 grdos em mm) C/L

Arroz-preto

Ruzene® 2013 Pindamonhangaba/SP 5,73/2,58 2,22
SCS 120 Onix 2013 Itajai/SC 7,41/1,91 3,88
SC 704 2013 Itajai/ SC 7,54 /2,20 3,43
SC 705 2013 Itajai/ SC 8,19/2,12 3,86
SC 706 2013 Itajai/ SC 8,09 /2,26 3,58
SC 707 2013 Itajai/ SC 7,942,222 3,57
SC 708 2013 Itajai/ SC 7,18/2,24 3,20

Arroz-vermelho

Ruzene® 2013 Pindamonhangaba/SP 7,92/2,32 3,40
SCS 119 Rubi 2013 Itajai/ SC 7,21/2,24 3,22
SC 709 2013 Itajai/ SC 7,15/1,98 3,61
SC 710 2013 Itajai/ SC 6,78/1,97 3,44

C/L: relacdo comprimento:largura
SC - Linhagens em desenvolvimento
SCS - Cultivares comerciais

4.4 Andlise de composicao de nutrientes

4.4.1 Preparo das amostras

Os graos de arroz para analise centesimal foram selecionados, excluindo-
se impurezas, graos partidos ou avariados. As amostras foram trituradas em moinho
analitico (Analytical Mill A10, Kinematica GAC, Luzern, Switzerland) e a farinha
passada por peneira com malha de 80 mesh (<0,177 mm) e armazenada em
refrigerador. Todas as andlises foram realizadas em triplicata e em até 24 horas
ap6s a moagem dos graos e os resultados expressos em g por 100 g de arroz em

base seca.
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4.4.2 Determinacao de umidade

A umidade das amostras foi determinada por secagem em estufa a 105 °C
até peso constante (AOAC, 1995). A analise foi feita em triplicata com 5 g de cada
amostra e foram necesséarias aproximadamente 6 horas para que as amostras

atingissem peso constante.

4.4.3 Determinacgao de residuo mineral

O residuo mineral foi determinado por combustao da matéria organica em
mufla a 550 °C (AOAC, 1995). Cada amostra de 5 g foi pesada em cadinho de
porcelana calcinado e previamente tarado. A amostra foi previamente incinerada em
chapa elétrica até total carbonizacdo e, posteriormente, submetida a combustao

completa da matéria organica em mufla por aproximadamente 8 horas.

4.4.4 Determinacdao de proteinas

O teor de protéico foi determinado pelo método de micro-Kjeldahl (N x
5,75) (AOAC, 1995). O método consiste na digestdo da amostra (100 mg) com acido
sulfurico na presenca de sulfato de cobre e sulfato de potassio. O nitrogénio
presente na proteina € reduzido e convertido a sulfato de amoénio, que apoés a adi¢cao
de hidroxido de sodio 40% é liberado na forma de aménia e recolhida em &cido
borico. Em seguida, o borato de aménio formado € titulado com acido cloridrico
0,01M padronizado com carbonato de sodio. A quantidade de nitrogénio total é

calculada pela formula abaixo:

% Nitrogénio = (Vuci — Vbranco) X M x fc x 14,007 x 100

Marroz
Sendo:
Vucr = volume (mL) de HCI gasto na titulagdo da amostra

Vpranco = Volume (mL) de HCI gasto na titulagao do branco

M = molaridade do HCI
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fc = fator de correcao do HCI

14,007 = massa molecular do nitrogénio
100 = fator de conversao para porcentagem
Marroz; = Mmassa inicial (g) da amostra

Para a conversdo do teor de nitrogénio em proteina o resultado obtido a partir da
formula acima foi multiplicado por 5,75. Este é o fator proposto pela ANVISA
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) para alimentos de origem vegetal.

4.4.5 Determinacdo de lipideos

Os lipideos totais foram quantificados por extracdo continua em aparelho
tipo Soxhlet, empregando-se éter etilico como solvente (AOAC, 1995). Os cartuchos
para extracdo, contendo 5 g de amostra, foram preparados com papel de filtro e,
entdo, colocados em extratores de Soxhlet e acoplados a balbes de fundo chato,
previamente tarados. Foi adicionado éter etilico a cada extrator e o sistema aquecido
durante 8 horas, provocando o refluxo do éter e o arraste dos lipideos da amostra.
Apos esse periodo, o éter condensado no extrator foi recolhido e o solvente residual
eliminado por meio do aquecimento do baldo em capela. O baldo contendo o 6leo foi

tarado em estufa a 105 °C durante uma hora para posterior resfriamento e pesagem.

4.4.6 Determinacdao de fibra alimentar total

A fibra alimentar total foi determinada pela soma dos teores de fibra
soluvel e insoluvel, analisadas de acordo com 0 método no. 991.43 da AOAC (1995)
baseado em principio enziméatico e gravimétrico. Um grama de amostra foi
submetido a digestdo enzimatica sequiencial com a-amilase termoestavel, protease e
amiloglicosidase, para a solubilizacdo e remocao de amido e proteinas, utilizando o
kit Total Dietary Fibre Assay Kit K-TDFR (Megazyme). Em seguida, a fibra insoltvel
foi separada da suspensédo em cadinho filtrante de placa porosa forrado com |a de
vidro. O filtrado foi adicionado de etanol para a precipitacdo da fibra soltvel. O

precipitado e o residuo, contendo fibra solavel e fibra insolavel, respectivamente,
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foram lavados com etanol e acetona, em concentracdes crescentes, secos e depois

pesados.

4.4.7 Teor de carboidratos disponiveis por diferenca

Os carboidratos disponiveis foram calculados descontando-se de 100 os
teores percentuais de umidade, proteinas, lipideos, residuo mineral e fibra alimentar
conforme AOAC (1995).

4.5 Andlise de acidos graxos

Os lipideos das amostras foram primeiramente extraidos com hexano e
depois submetidos a hidrdlise alcalina com KOH 0,5 M em metanol a 80 °C por uma
hora, em seguida foram esterificados com H»SO, 1,0 M em metanol sob
aquecimento de 80 °C por uma hora. Os ésteres metilicos formados foram

recuperados com hexano.

A analise dos ésteres foi realizada em cromatégrafo a gas GC 17A
Shimadzu, equipado com detector de ionizacdo de chama (FID) e coluna capilar de
silica fundida Supelco SP2340 de 60 m, 0,25 mm de d.i. € 0,2 ym de espessura da
fase estacionaria. As temperaturas do detector e do injetor foram de 260 °C e
240 °C, respectivamente. A programacéao de aquecimento da coluna foi iniciada com
140 °C por 5 minutos e aumento gradual de 4 °C/min até a temperatura final de
240 °C, permanecendo nesta temperatura por 5 minutos. O gas de arraste utilizado
foi hidrogénio a uma vazédo de 17 mL/min. O volume de injecéo foi de 0,5 pL com
razao de split de 1:100. A composicdo qualitativa e quantitativa dos acidos graxos foi
determinada por comparacdo de tempo de retencdo e da area dos picos das
amostras com os respectivos padrdes de ésteres metilicos de acidos graxos (47885-
U FAME mix, Supelco, EUA). Os teores de acidos graxos foram apresentados em g

por 100 g de amostra.
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4.6 Analise de compostos fendlicos

Os teores de compostos fendlicos totais e de flavonoides foram
determinados em todas as amostras de arroz-preto, vermelho e selvagem. J4 as
antocianinas monomeéricas totais foram quantificadas somente no arroz-preto, uma
vez que o arroz-vermelho e o arroz selvagem apresentaram teores destes
compostos abaixo do limite de quantificacdo do método (15,5 mg/100g de arroz). A
guantificacdo dos taninos condensados foi realizada somente no arroz-vermelho e
no arroz selvagem, pois as antocianinas presentes no arroz-preto interferem nos

métodos espectrofotométricos de quantificacédo taninos.

4.6.1 Cozimento das amostras

Cada amostra foi cozida em fogéo elétrico, partindo-se de 100 g de arroz
e cerca de 300 mL de agua destilada. A proporcdo arroz:agua e o tempo de
cozimento variaram em funcdo da pigmentacdo do pericarpo. De forma geral, a
proporcao arroz:agua (g:mL) para as amostras de arroz-preto e de arroz-vermelho
foi de 100:300 e para o arroz selvagem foi de 100:350. O tempo de cozimento
necessario para a obtencao de graos “al dente” do arroz-preto e vermelho foi de 35
minutos e do arroz selvagem foi de 45 min. As amostras de arroz cozido foram

congeladas e liofilizadas.

4.6.2 Preparo das amostras para a analise de compostos fendlicos

As amostras cruas e as amostras cozidas liofilizadas foram trituradas em
moinho analitico (Analytical Mill A10, Kinematica GAC, Luzern, Switzerland),
peneiradas a 80 mesh (<0,177 mm). Todas as extracdes foram realizadas em

triplicata.
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4.6.3 Extragcdo de compostos fendlicos totais

A metodologia de extracdo dos compostos fenodlicos foi baseada no
método descrito por Mira et al. (2009), com adaptacdes realizadas a partir de testes

de otimizacéo.

Os compostos fendlicos de arroz-vermelho cru foram extraidos a partir de
2,0 g de farinha de arroz com 15 mL de metanol/dgua (70:30; v/v) utilizando banho
ultrassoénico por 30 minutos a temperatura ambiente (25 £ 2 °C). A suspensao foi
entdo agitada em vortex por 1 minuto e centrifugada a 7000 g por 5 minutos e o
sobrenadante filtrado em papel de filtro e recolhido em baldo volumétrico ambar de
50 mL. O processo de extracdo foi repetido mais uma vez empregando 15 mL de
solugdo extratora. Apos centrifugacdo, o sobrenadante foi filtrado e combinado ao
sobrenadante previamente recolhido. O volume foi ajustado para 50 mL com solucao

extratora e o extrato armazenado a -18°C no escuro.

Os compostos fendlicos de arroz selvagem cru, arroz selvagem cozido e
arroz-vermelho cozido foram extraidos a partir de 2,0 g de farinha de arroz com 10
mL de metanol/agua (70:30; v/v) utilizando banho ultrassénico por 30 minutos a
temperatura ambiente (25 + 2 °C). A suspenséao foi entdo agitada em vortex por 1
minuto e centrifugada a 7000 g por 5 minutos e o sobrenadante filtrado em papel de
filtro e recolhido em baldo volumétrico ambar de 25 mL. O processo de extracao foi
repetido mais uma vez empregando 10 mL de solucéo extratora. Apos centrifugacao,
0 sobrenadante foi filtrado e combinado ao sobrenadante previamente recolhido. O
volume foi ajustado para 25 mL com solucdo extratora e o extrato armazenado a
-18°C no escuro. O mesmo procedimento acima foi utilizado para a extracdo de
compostos fendlicos de arroz-preto cozido utilizando metanol/agua/acido acético

(70:30:0,5; v/viv) como solvente.

Os compostos fendlicos de arroz-preto cru foram extraidos a partir de 1,0
g de farinha de arroz com 15 mL de metanol/agua/acido acético (70:30:0,5; v/v/v)
utilizando banho ultrassénico por 30 minutos a temperatura ambiente (25 + 2 °C). A
suspensao foi entdo agitada em vortex por 1 minuto e centrifugada a 7000 g por 5
minutos e o sobrenadante filtrado em |& de vidro e recolhido em baldo volumétrico

ambar de 50 mL. O processo de extragdo foi repetido mais uma vez empregando 15
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mL de solucdo extratora. ApOs centrifugacdo, o sobrenadante foi filtrado e
combinado ao sobrenadante previamente recolhido. O volume foi ajustado para 50

mL com solugao extratora e o extrato armazenado a -18°C no escuro.

4.6.4 Extracdo de antocianinas monoméricas totais

A metodologia de extracdo de antocianinas monomeéricas totais foi
baseada nos métodos descritos por Sompong et al. (2011), com adaptacoes.

As antocianinas foram extraidas a partir de 1,0 g de farinha de arroz-preto
cru com 50 mL de etanol 95%/HCI (85:15; v/v) utilizando banho ultrassénico por 30
minutos a temperatura ambiente (25 + 2 °C). A suspenséao foi entdo centrifugada a
7000 g por 10 minutos e o sobrenadante filtrado em |& de vidro e recolhido em baldo
volumétrico ambar de 250 mL. O processo de extracdo foi repetido mais uma vez
empregando 50 mL de solucdo extratora. Apds centrifugacéo, o sobrenadante foi
filtrado e combinado ao sobrenadante previamente recolhido. A Ia de vidro foi lavada
com o volume de solucdo extratora necessario para completar 250 mL de extrato e,

em seguida, o mesmo foi armazenado a -18°C no escuro.

As antocianinas das amostras de arroz-preto cozido foram extraidas
empregando o mesmo procedimento descrito acima, no entanto foram utilizados 2,0

g de amostra.

4.6.5 Quantificacdo de compostos fendlicos totais

O teor de compostos fendlicos totais foi determinado pela reacdo com o
reagente Folin-Ciocalteau de acordo com o método de Singleton et al. (1999), com
pequenas modificacdes. Diluicbes apropriadas de cada extrato obtido no item 4.5.4
foram oxidadas com 500 pL de reagente de Folin-Ciocalteau e ap6s 3 a 8 minutos
alcalinizadas com 4000 pL de NaOH 0,5 M. A solucéo resultante foi adicionada agua
destilada de forma a completar 10 mL de volume de reacdo e, entao,
homogeneizada com vértex e deixada em repouso por 2 horas no escuro. A
absorbancia da cor azul resultante foi medida utilizando o espectrofotémetro de UV-

visivel (UV 160, Shimadzu, Japan) no comprimento de onda de 760 nm contra um
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branco de reagentes. O teor de fendlicos de cada extrato foi calculado utilizando
curva padréo de acido ferualico (2,5-10,0 mg/L), o principal acido fendlico do arroz, e
expresso em mg equivalentes de acido ferulico por 100 g de arroz em base seca.

4.6.6 Quantificag&o de flavonoides

O teor de flavonoides foi determinado utilizando o método colorimétrico
descrito por Xu e Chang (2007). Aliquotas de 500 uL de cada extrato obtido no item
4.5.4 foram diluidas com 1275 pL de agua destilada e depois reagiram com 75 uL de
NaNO, a 5%. Apds 6 minutos de reagéo foram adicionados 150 pL de AICI;-6H,0 a
10% e a mistura homogeneizada com vortex. Ap0s mais 5 minutos, foram
adicionados 500 uL NaOH 1 M. A absorbancia da solucéo resultante foi medida em
510 nm em espectrofotdmetro de UV-visivel (UV 160, Shimadzu, Japan) contra um
branco de reagentes. O teor de flavonoides de cada extrato foi calculado utilizando
curva padrdao de catequina (7,5-25,0 mg/L) e expresso em mg equivalentes de

catequina por 100 g de arroz em base seca.

4.6.7 Quantificacdo de proantocianidinas

A quantificacdo de proantocianidinas foi realizada utilizando o método
descrito por Xu e Chang (2007), com modificacdes. Aliquotas de 500 uL de cada
extrato obtido no item 4.5.4 foram adicionadas de 3000 pL de vanilina a 4% em
metanol e, em seguida, reagiram com 1500 puL de HCI concentrado. A absorbancia
da solucéo resultante foi medida em 500 nm em espectrofotbmetro de UV-visivel
(UV 160, Shimadzu, Japan) contra um branco de reagentes. O teor de taninos
condensados de cada extrato foi calculado utilizando curva padrdo de catequina
(5,0-25,0 mg/L) e expresso em mg equivalentes de catequina por 100 g de arroz em

base seca.
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4.6.8 Quantificagdo de antocianinas monomeéricas totais

O teor de antocianinas monoméricas totais foi determinado de acordo com
o0 método proposto por Abdel-Aal e Hucl (1999), com pequenas modificacdes na
guantidade de amostra e no volume de solvente utilizados. As absorbéancias dos
extratos obtidos em 4.5.5 foram medidas utilizando o espectrofotometro de UV-
visivel (UV 160, Shimadzu, Japan) no comprimento de onda de 535 nm.

O teor de antocianinas monomeéricas totais foi calculado de acordo com a
formula abaixo que leva em consideracdo a absortividade molar da cianidina-3-

glicosideo, a antocianina predominante em arroz-preto:

Aszsnm X MM XV
Xlxm

AMT =

Sendo:

A 535 nm = absorbancia em 535 nm;

MM = massa molar de cianidina-3-glicosideo (449 g/mol);

V = volume total (250 mL);

€ = coeficiente de extincdo molar de cianidina-3-glicosideo a 535 nm (25965
L.mol™*.cm™) em etanol 95%/HCI;

| = distancia percorrida pela luz (1 cm);

m = massa inicial da amostra, em base seca (g)

O teor de cada amostra foi expresso em mg equivalentes de cianidina-3-

glicosideo por 100 gramas de amostra em base seca.

4.7 Andlise da composicao de antocianinas por CLAE-DAD-MS/MS

4.7.1 Preparo do extrato

As antocianinas foram extraidas a partir de 5,0 g de farinha de arroz-preto,
utilizando 50 mL de solugdo de metanol contendo 1% de HCI durante 8 h em

repouso sob refrigeracdo (DEGENHARDT et al., 2000). O extrato foi filtrado a vacuo
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e o residuo reextraido. Os extratos filtrados foram combinados e concentrados em
evaporador rotativo a 30 °C e depois secos com nitrogénio liquido.

O extrato seco foi ressuspenso com solucdo aquosa 0,5% de acido
cloridrico para um volume final de 25 mL. O precipitado foi descartado e uma
aliquota de 15 g do sobrenadante foi diluida com 50 mL de solug&o aquosa de acido
formico 10%. O extrato diluido foi entdo particionado trés vezes com 150 mL de
acetato de etila em um funil de separacdo e a fase aquosa foi recolhida. Para a
remocdao principalmente de acucares, o extrato diluido foi aplicado em coluna aberta
de 25 x 3 cm empacotada com resina Amberlite-XAD 7 (Sigma-Aldrich, Alemanha),
seguido de lavagem com 1 L de &gua deionizada. A eluicdo das antocianinas foi
realizada com 500 mL de solugdo de metanol/acido acético (19:1, v/v)
(DEGENHARDT et al., 2000). O eluato foi concentrado em evaporador rotativo e
armazenado sob atmosfera de nitrogénio a -35 °C até a analise por CLAE-DAD-
MS/MS.

Imediatamente antes da injecdo no cromatégrafo CLAE-DAD-MS/MS, o
extrato concentrado foi suspenso em solucdo 5% de acido férmico em agua/metanol
(90:10, v/v) (condicao inicial do gradiente da fase mével), agitado em vortex por um

minuto e filtrado em membrana de 0,22 pm.

4.7.2 Separacdao e identificacdo por CLAE-DAD-MS/MS

A analise por CLAE-DAD-MS/MS foi realizada em um cromatografo
liquido de alta eficiéncia (modelo LC-20AD, Shimadzu, Japado) acoplado aos
detectores de arranjo de diodos (modelo SPD-M20, Shimadzu) e ao espectrémetro
de massas equipado com analisador de massal/carga ion trap (Bruker Daltonics,
modelo Esquire 4000, Alemanha). A separacao foi realizada em uma coluna Cig
Shim-pack CLC-ODS (5 um, 250 mm x 4,6 mm) (Shimadzu) utilizando como fase
mével um gradiente linear de agua/metanol, ambos acrescidos de 5% de &cido
férmico, de 90:10 para 60:40 em 20 min., seguindo para 20:80 em 15 min e
mantendo esta proporcao por mais 5 min. O fluxo foi de 0,9 mL/min e a temperatura
da coluna foi ajustada para 29 °C (FARIA; MARQUES; MERCADANTE, 2011). Apos

a passagem pelo detector DAD, o fluxo foi dividido de forma que apenas 0,15
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mL/min entrassem na fonte de ionizagdo. A ionizacdo foi realizada por eletrospray
(ESI) no modo positivo e os parametros foram ajustados em: voltagem no capilar de
2,5 kV; voltagem de saida no capilar de 95,2 kV; energia de fragmentacéo de 1,2 V;
temperatura do gas secante (N) foi de 350 °C, com fluxo de 8 L/min; nebulizador a
30 psi; end plate offset -500 V. Os espectros de massas foram adquiridos na faixa de
valores de m/z entre 100 e 1000 e o MS/MS foi adquirido no modo automatico com
energia de fragmentacdo MS/MS de 1,2 V.

A identificacdo das antocianinas foi realizada com base na combinacdo
dos seguintes parametros: ordem de eluicdo em coluna de fase reversa e
caracteristicas dos espectros de UV-vis e de massas bem como por comparacao
com dados disponiveis na literatura (HIEMORI; KOH; MITCHELL, 2009).

4.8 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante dos extratos de compostos fenolicos (4.5.4) foi
medida pelos métodos de DPPH" e ORAC.

4.8.1 Método de sequestro do radical 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH’)

A reacéo foi realizada com base no método descrito por Brand-Wiliams et
al. (1995) e adaptado para microplaca transparente de poliestireno de fundo chato,
com 96 pocos e capacidade de 300 pL por poco. Aliquotas de 50 pL de extratos de
arroz foram pipetadas em cada cavidade e, imediatamente antes da primeira leitura
de absorbéancia foram adicionados 150 pL de solucdo metandlica de DPPH™ (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO) 7x10°M. Foram utilizados 50 puL de metanol 70%, como

branco e controle da reacéo.

A cinética da reducdo do radical DPPH foi monitorada medindo-se o
decréscimo da absorbancia a 517 nm em leitor de placas (Synergy HT, Bio Tek
Instruments, Inc., USA) a cada 10 minutos, até a absorbéncia permanecer constante.
A partir dos valores de absorbancia nos tempos de 0 e 30 min, foram determinados

os percentuais de DPPH’ remanescentes (% DPPH rem), cOnforme a equagéao:
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% DPPH.REM = (AbST:t / AbSControle) X 100

Sendo:
Abst- = média das absorbancias das amostras apds 30 minutos de reacao

AbScontrole = Média das absorbancias do controle

A atividade antioxidante foi calculada a partir da curva de calibragao
determinada por regressao linear com concentracdes de Trolox (acido 6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico, Sigma Aldrich, St. Louis, MO) variando de
12,5 a 100 pM. Os resultados foram expressos como mmoles equivalentes de Trolox
por 100 gramas de amostra em base seca.

4.8.2 Método ORAC (oxygen radical absorbance capacity)

Aliquotas de 25 pL de extratos diluidos de arroz foram pipetadas em uma
microplaca preta de fundo chato de poliestireno, composta de 96 pocos com
capacidade de 300 puL por poco. As amostras foram homogeneizadas com 150 L de
fluoresceina (Sigma Aldrich, St. Louis, MO) 40 x 10° M e, apés 30 minutos de
reacdo, a mistura foi adicionada de 25 yL de AAPH (Sigma Aldrich, St. Louis, MO)
0,15 M. A temperatura foi mantida em 37 °C e o pH em 7,4, pelo emprego de tampéao
fosfato (HUANG; OU; PRIOR, 2005; PRIOR; WU; SCHAICH, 2005).

O decaimento da fluorescéncia foi monitorado a cada minuto durante uma
hora, utilizando-se um comprimento de excitacdo em 493 nm (filtro 485/20) e
emissdo em 515 nm (filtro 528/20) no leitor de microplacas (Synergy HT, Bio Tek

Instruments, Inc., USA).

O calculo da atividade antioxidante foi feito com base na diferenca entre
as areas sob as curvas de decréscimo (AUC) do branco e da amostra relacionando-
a a uma curva padrdo de Trolox (6,25-100,0 puM). A atividade antioxidante foi
expressa em mmoles de equivalentes de Trolox por 100 gramas de arroz em base

Seca.
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4.9 Analise de y-orizanol e vitamina E

Os teores dos fitoquimicos lipossoltveis foram determinados em amostras

de arroz-preto e vermelho (item 4.2.2.).

4.9.1 Preparo das amostras

As amostras foram trituradas em moinho analitico (Analytical Mill A10,
Kinematica GAC, Luzern, Switzerland), peneiradas a 80 mesh (<0,177mm). Todas

as extragOes foram realizadas em triplicata.

4.9.2 Extragao do y-orizanol e da vitamina E

A extracdo do y-orizanol e da vitamina E foi realizada conforme método
descrito por Pascual et al (2013), com adaptacdes. Partiu-se de 2 g de farinha de
arroz e adicionaram-se 20 mL de isopropanol grau CLAE. A suspensdao foi agitada
por 2 minutos em agitador tipo vortex, seguida de centrifugacdo a 4500xg por 10
minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi entéo transferido para baldo de
rotoevaporador e o precipitado lavado por mais duas vezes com 10 mL de
isopropanol, seguindo o mesmo procedimento descrito anteriormente. Os
sobrenadantes foram combinados e concentrados em rotaevaporador até secura.
Em seguida, o residuo foi ressuspenso em metanol grau CLAE ajustando-se o
volume em baldo volumétrico de 5 mL. Posteriormente, as solu¢ces foram filtradas
em membrana de 0,22 um (PTFE — Millipore) para analise dos homologos da
vitamina E e do y-orizanol por CLAE. Todas as extracfes foram realizadas em

triplicatas genuinas.

4.9.3 Separacao do y-orizanol e da vitamina E por CLAE

Os extratos metanolicos contendo os homélogos da vitamina E e y-orizanol
foram separados por CLAE — fase reversa em sistema modular controlado por
computador da marca Shimadzu, equipado com trés bombas, auto-amostrador e

detectores de arranjo de fotodiodos e de fluorescéncia. A separacdo desses
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compostos foi realizada em uma Unica corrida em coluna Synergi HydroRP (4,6x 250
mm, 5 um, Phenomenex, Torrance, CA), fluxo de 1 mL/min, temperatura da coluna
no forno de 25 °C e volume de injecdo de 50 pL, com gradiente. A fase movel
consistia inicialmente de acetonitrila:metanol: isopropanol, na proporcado 45:45:10
(v/v). Esta condicdo foi mantida durante 6 minutos e em seguida alterada
linearmente por 10 minutos com acetonitrila:metanol:isopropanol, na razdo de
25:70:5 (v/v), as quais foram mantidas por 12 minutos. Apos esse periodo, retornou-
se a proporcéo inicial por um periodo de 7 minutos e mantidas por mais 10 minutos.

O tempo total de corrida foi de 60 minutos.

Os tocdis e tocotriendis foram detectados por fluorescéncia nos
comprimentos de excitacdo e emissdo de 298 e 328 nm, respectivamente, e 0 y-
orizanol por UV/Vis a 325 nm (BERGMAN; XU, 2003; CHEN; BERGMAN, 2005).

4.9.4 Preparo dos padroes, curva de calibracdo e quantificacédo dos tocais,
tocotrienois e yporizanol

Solucbes estoque dos padrbes de a- e y-tocotrienol, a- e y-tocoferol
(Sigma T0452, TO702, T3251 e T1782) foram preparados em hexano, grau HPLC,
nas concentracbes 2,0 mg/mL, 2,0 mg/mL, 2,0 mg/mL e 25 mg/mL,
respectivamente. Aliquotas entre 100-250uL foram transferidas para baldo
volumétrico de 5 mL e diluidas em etanol grau HPLC para quantificacdo
espectrofotométrica da concentracdo de cada padrdo. A partir do comprimento de
onda de absorbancia maxima e das absortividades molares em etanol (g), de cada
substancia (Tabela 4), foi calculada a concentracdo real da solucdo diluida em

etanol utilizando a equacéo:

Al =c¢.Ccl,
onde, AL € a absorbancia maxima de cada substancia; ¢ é a absortividade molar; | &
a espessura da cubeta em cm; ¢ é a concentracao molar (M).

A curva de calibracdo para cada padrdao foi preparada nos intervalos de

concentragéo indicados na Tabela 4.
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Tabela 4. Absorbancia maxima (AL), absortividade molar () e faixa de concentragédo
para a construcao das curvas padrao.

Composto AA (nm) & (em etanol) Intervalo de concentragéo (ng/mL)
a-tocotrienol 292 3864 50 - 1750
y-tocotrienol 296 3716 50 —-900
a-tocoferol 292 3264 50 - 1750
y-tocoferol 298 3808 25-700

Fonte: Adaptado de CHEN; BERGMAN (2005).

A curva de calibracao do y-orizanol foi preparada a partir de aliquotas de
uma solucao estoque em metanol (2,0 mg/mL) diluidas na faixa de concentracéo de
35— 175 pg/mL.

A concentracdo dos homologos da vitamina E foi calculada a partir da
area dos picos em relacéo as areas dos respectivos padrdes. O teor de y-orizanol foi
calculado pela somatoéria das areas dos quatro principais picos comparada a soma

das areas do padrao.

4.10 Analise estatistica

Analise estatistica univariada

Os dados foram testados quanto a distribuicdo normal (teste de Shapiro-
Wilk) e a homogeneidade das variancias (testes de Levene e Brown-Forsythe). As
médias dos grupos foram comparadas pelo teste one-way ANOVA (Analise de
Variancia), seguido do teste Tukey, quando apresentavam distribuicdo normal e
homogeneidade de variancia, caso contrario, foi utilizado o teste ndo-paramétrico de
Kruskal-Wallis. As médias dos teores no arroz cru e cozido foram comparadas
aplicando o teste t-Student para amostras dependentes ou, caso 0s dados exigissem
tratamento estatistico n&o-paramétrico, utilizou-se o teste de Wilcoxon. A
comparacao dos teores médios de tocois e y-orizanol do arroz-preto e vermelho foi
feita pelo teste t-Student para amostras independentes ou pelo teste de Mann-

Whitney, caso os dados nao apresentassem distribuicdo normal e homogeneidade
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de variancia. Todas as variaveis de respostas também foram avaliadas utilizando a
analise de correlagcdo linear de Pearson (r) e o valor-p para cada coeficiente foi
fornecido. Valores de probabilidade (p-valor) abaixo de 0,05 foram considerados
estatisticamente significativos. Os resultados foram expressos como média + desvio

padrao.

Andlise multivariada

A andlise multivariada envolve a observacdo e analise de mais de uma
variavel estatistica ao mesmo tempo. De forma geral, essa ferramenta foi utilizada
neste trabalho com o objetivo de caracterizar as diferentes amostras considerando a
informagdo de todas as variaveis simultaneamente. Assim, foram utilizados dois
métodos multivariados: Analise de Componentes Principais (ACP) e Andlise de
Funcgéo Discriminante (AFD) de acordo com os métodos preconizados por Correia e
Ferreira (2007).

A ACP é uma analise multivariada ndo supervisionada, ndo requer que 0s
dados apresentem distribuicdo normal e homocedasticidade, jA que ndo se fazem
inferéncias estatisticas a partir desta analise. Trata-se de uma ferramenta
matematica, mas nao estatistica, para reorganizar a informacdo a partir de um
conjunto de dados e converter um numero de variaveis possivelmente
correlacionadas em um menor nimero de variaveis ndo correlacionadas, chamadas
de componentes prinicipais. O primeiro componente principal concentra a maior
variancia possivel do conjunto de dados inicial e cada componente posterior
acumula sucessivamente a maxima variancia remanescente. O objetivo principal ao
utilizar esta analise foi reduzir os dados a um numero menor de dimensdes
preservando 0 maximo possivel de informacdo. Assim, as novas variaveis ou
componentes principais esclareceram similaridades e diferencas entre as amostras
de arroz-preto de grdos médios (n=5), arroz-preto de grédos longos (n=11), arroz-

vermelho (n=9) e arroz selvagem (n=6).

A AFD é uma andlise estatistica multivariada supervisionada, que requer
distribuicdo normal e homocedasticidade dos dados, e um de seus objetivos € a

separacdo dos grupos de amostras com significancia estatistica. Essa separacao se
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da por uma equacao construida a partir de uma combinacgédo linear de caracteristicas
observadas que apresente maior poder de discriminagdo entre as populacdes de
amostras. Neste trabalho, a AFD além de ser utilizada para separar 0s quatro grupos
de amostras (arroz-preto grdao médios, arroz-preto gréos longos, arroz-vermelho e
arroz selvagem) com significaAncia estatistica, também trouxe informagfes sobre
quais variaveis foram mais relevantes na separacdo desses grupos. A AFD também
foi utilizada para avaliar o impacto do cozimento dos graos na separagéo dos grupos
levando em conta as modificacdes nos teores de compostos fendélicos e na atividade

antioxidante.
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5.1 Composi¢ao em nutrientes

Os teores de umidade, proteinas, lipideos e residuo mineral das amostras

de arroz-preto de grdos médios e de graos longos estdo apresentados na Tabela 5.

As mesmas informagdes referentes ao arroz-vermelho e arroz selvagem estéo

apresentadas na Tabela 6.

Tabela 5. Teores de umidade, proteinas, lipideos e residuo mineral de arroz-preto.

Amostras Umidade Proteina (Nx5,75)* Lipideo* Residuo Mineral*
0/100g arroz
Arroz-preto (grdos médios)
Ruzene® 2009 12,9+ 0,6 8,3+0,1 2,6 +0,0 1,5+0,0
Ruzene® 2010 13,5+0,5 8,9+0,1 2,9+0,0 1,6+0,0
Ruzene® 2011 13,5+0,5 9,4+0,1 2,5+0,0 1,7+0,0
Namorado® 2009 11,5+0,4 8,6 0,0 2,6 £0,0 1,8+0,0
Namorado® 2010 12,6 £+ 0,4 9,0+£0,0 2,8+0,1 1,8+0,0
Média + dp 12,8 +0,8 8,8+0,4 2,7+0,2 1,7+0,1
Arroz-preto (gréos longos)
SC 606 2009 12,7+0,2 10,4+0,1 3,6+0,1 1,7+0,0
SC 606 2010 Itajai 12,7+0,3 11,2+0,1 3,7+0,1 1,8+0,0
SC 606 2010 Ararangua 12,5+0,3 9,7+0,1 35+0,1 1,7+0,0
SCS 120 Onix 2009 11,9+0,3 10,0+ 0,1 34+0,1 1,8+0,0
SCS 120 Onix 2010 Itajai 13,2+ 0,4 11,1+0,1 3,2+0,1 1,9+0,0
SCS 120 Onix 2010 Araranguéa 12,4+0,3 9,8+0,1 3,3+0,1 1,8+0,0
SC 704 2011 13,8+ 0,6 8,9+0,0 3,9+0,1 1,7+0,0
SC 705 2011 14,2+0,3 9,3+0,0 3,8+0,1 1,9+0,0
SC 706 2011 13,4+ 0,4 9,2+0,0 4,3+0,1 1,8+0,0
SC 707 2011 14,3+0,2 9,7+0,1 3,5+0,1 1,9+0,0
SC 708 2011 13,7+0,3 8,8+0,0 3,5+0,1 1,6+0,0
Média + dp 13,2+0,8 9,8+0,8 3,6+0,3 1,8+0,1

Média das analises em triplicata. *Em base seca.
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Tabela 6. Teores de umidade, proteinas, lipideos e residuo mineral de arroz-

vermelho e selvagem.

Amostras Umidade Proteina (Nx5,75)* Lipideo* Residuo Mineral*
g/100g arroz
Arroz-vermelho
Ruzene® 2009 12,7+0,5 8,9+0,1 26+0,0 1,5+0,0
Ruzene® 2010 13,0+0,3 9,4+0,1 28+0,0 1,7+0,0
Ruzene® 2011 13,1+0,3 9,2+0,1 2,6+0,0 1,6 £0,0
Namorado® 2009 11,2+0,4 9,3+0,1 3,0+£0,0 1,6+0,0
Namorado® 2011 12,6 £ 0,5 8,2+0,1 29+0,0 1,5+0,0
SCS 119 Rubi 2010 12,5+£0,2 8,4+0,0 2,7+0,0 1,4+£0,0
SCS 119 Rubi 2011 13,4+0,3 9,7+0,0 25+0,0 1,5+0,0
SC 709 2011 14,4 +£0,2 8,3+0,1 2,3+£0,0 1,3+£0,0
SC 710 2011 14,1 +0,5 8,6 +0,0 23+0,0 1,3+0,0
Média £ dp 13,0+0,9 8,9+0,5 26+0,2 15+0,1
Arroz selvagem
Blue Ville® 2009 10,6 £ 0,2 13,3+0,0 0,9+0,0 1,6+0,0
Blue Ville® 2010 9,9+0,1 12,4 +0,0 1,1+0,0 1,6+0,0
Blue Ville® 2011 10,4 +0,1 12,7+0,1 1,0+0,0 1,6+0,0
Namorado® 2009 9,2+0,2 12,5+0,0 0,7+0,0 1,5+0,0
Namorado® 2010 11,1+0,1 13,3+0,1 1,0+0,0 1,5+0,0
Namorado® 2011 10,9+0,1 129+0,1 0,9+0,0 1,6+0,0
Média + dp 10,4 £ 0,7 129+0,4 0,9+0,1 16+0,1

Média das andlises em triplicata. * Em base seca.

Nas amostras de arroz-preto e vermelho, a umidade média foi de

aproximadamente 13% e os valores individuais variaram de 11,2 a 14,4 g/100g. No

arroz selvagem, os teores de umidade foram menores, sendo a umidade média de

10,4 g/100g.

Os teores de proteina no arroz-preto de grados médios variaram de 8,3 a

9,4 g/100g e foram semelhantes aos encontrados nas amostras de arroz-vermelho

(8,2 a 9,7 g/100g). No arroz-preto de graos longos os teores variaram de 8,8 a 11,2

g/100g e no arroz selvagem de 12,4 e 13,3 g/100g.
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Ao comparar os teores protéicos médios dos quatro grupos observa-se
gue o arroz selvagem tem o maior teor, 25% superior ao do arroz-preto de graos
longos e 45% superior aos demais grdos. Em seguida, estd o arroz-preto de graos
longos e por fim, o arroz-vermelho e o preto de grdos meédios. Estes resultados
estdo apresentados de forma concisa e com significado estatistico na Tabela 7.

Tabela 7. Teores médios de proteinas, lipideos e residuo mineral de arroz-vermelho,
preto e selvagem.

Proteina Lipideo Residuo
Grupos (Nx5,75) P Mineral

g/100g arroz (base seca)

Arroz-preto - grdos médios
(n=5)

Arroz-preto - grdos longos
(n=11)

Arroz-vermelho b b b
(n=9) 8,9°+0,5 2,6"+£0,2 15°+0,1

8,8°+0,4 27°+0,2 1,72+ 0,1

9,82° + 0,8 3,6°+0,3 1,82+0,1

Arroz selvagem a c b
(n=6) 129°+0,4 0,9°+£0,1 16"+0,1

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas (p<0,05).

Em um estudo anterior com trés cultivares de arroz integral nao
pigmentado produzidas em Santa Catarina, o teor protéico das amostras, foi em
média, 8,6 g/100g o que torna o arroz nao pigmentado semelhante, nesse aspecto,

ao arroz-vermelho e ao arroz-preto de grdos médios (KAWASSAKI, 2011).

A presenca de maior teor protéico no arroz-preto de grdos longos em
relacdo aos demais graos da espécie Oryza sativa, possivelmente ocorre em funcao
do formato do grdo. Esse nutriente encontra-se em maior concentracdo nas
camadas mais externas do gréo e, o fato da proporcéo de farelo rico em proteinas
ser maior nos grdos mais longos, em relacdo aos graos médios, pode justificar a

maior concentracao protéica nos graos longos.

A comparacédo dos resultados obtidos neste trabalho com outros estudos
torna-se dificil em funcéo da divergéncia nos fatores de conversdo do nitrogénio em

proteina utilizados na expressdo dos teores. De forma geral, os estudos utilizam
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fatores que variam entre 5,26 a 6,25 e em alguns casos, o fator utilizado no trabalho
nem mesmo € mencionado, podendo gerar uma grande amplitude de concentragfes

proteicas para amostras com teores similares (FUJIHARA et al., 2008).

O fator de conversao de 5,75 utilizado neste trabalho é recomendado pela
ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) sendo o fator preconizado para
vegetais em geral segundo orientagdes internacionais (SOSULSKI; IMAFIDON,
1990).

No trabalho publicado por Sompong et al. (2011), os teores de proteinas
em nove variedades de arroz-vermelho variaram de 7,2 a 10,4 g/100g e foram
semelhantes aos encontrados nas trés variedades de arroz-preto (8,2 a 10,8 g/100g).
Teores protéicos de 7,6 a 9,4 g/100g foram encontrados em 16 genadtipos de arroz-
vermelho, sendo que onze deles foram cultivados na regido sul e cinco na regiao
nordeste do Brasil (WALTER; MARCHESAN; AVILA, 2008). Segundo a Tabela
Brasileira de Composicao de Alimentos (USP, 2008) o teor protéico em base seca é

de 9,0 g/100g. Nos trés casos foi utilizado o fator de correcao de 5,95.

Frank et al. (2012) atribuem ao arroz pigmentado preto e vermelho teores
protéicos maiores quando comparados aos do arroz ndo pigmentado, enquanto que,
em outro trabalho, Sompong et al. (2011) ndo constataram tais diferencas. E
importante mencionar que nesses estudos nao foram descritas as dimensdes dos

graos.

No presente trabalho, os teores de proteinas de arroz-preto de gréos
médios e de arroz-vermelho foram comparaveis aos obtidos anteriormente nas
amostras de arroz ndo pigmentado (KAWASSAKI, 2011). O gue sugere que o teor
de proteinas do arroz esta mais relacionado ao formato do grdo do que a coloracéo
do pericarpo, sendo que graos mais finos e longos tendem a apresentar teores

protéicos maiores.

Ja o arroz selvagem tem mais proteinas do que qualquer variedade de
arroz do género Oryza. O conteludo deste nutriente avaliado em 12 amostras de
arroz selvagem (Zizania spp.) foi em média de 13,8 g/100g no trabalho publicado por
Watts e Dronzek (1981) (fator de conversao igual a 5,7), valor semelhante ao

encontrado neste trabalho.
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Os teores de lipideos também foram diferentes nos grupos de amostras
analisadas. O arroz-preto de graos longos apresentou o maior teor médio de 3,6 (3,2
—4,3) g/100g seguido pelo arroz-vermelho e arroz-preto de grdos médios com teores
lipidicos de 2,6 (2,3 — 3,0) g/100g e 2,7 (2,5 — 2,9) g/100g, respectivamente. O arroz
selvagem foi o que apresentou o menor teor lipidico, 0,9 (0,7 -1,1) g/100g.

O arroz integral ndo pigmentado apresentou teores lipidicos semelhantes
aos encontrados no arroz-vermelho e no arroz-preto de grdos médios. Um teor
meédio de 2,8 g/100g foi determinado em trés cultivares de arroz integral néo
pigmentado (KAWASSAKI, 2011). Tabelas de composicdo de alimentos brasileiras
descrevem teores semelhantes (2,2 a 2,3 g/100g) de lipideos para arroz integral em
base seca, valores comparaveis aos obtidos neste estudo (UNICAMP, 2006; USP,
2008). Em relacdo ao arroz pigmentado, os teores lipidicos de 16 gendtipos de
arroz-vermelho produzidos no Brasil variaram de 2,6 a 3,3 g/100g (WALTER,
MARCHESAN; AVILA, 2008). Enquanto que gendtipos de arroz-vermelho e preto,
provenientes da Tailandia, Sri Lanka e China, apresentaram teores de lipideos,
respectivamente, entre 1,2 e 3,2 g/100g e entre 2,8 e 3,7 g/100g (SOMPONG et al.,
2011).

O arroz-preto de grao longos, além de apresentar mais proteinas dentre
0s graos da espécie Oryza sativa, também contém maior teor lipidico. O formato
alongado do gréo dessa espécie pode justificar nos dois casos 0s maiores teores, ja

gue esses nutrientes estdo concentrados nas camadas mais externas do grao.

O baixo teor lipidico é caracteristico no arroz selvagem; em 12 amostras
de arroz selvagem (Zizania spp.) provenientes do Canada, o conteudo deste
nutriente foi em média de 0,5 g/100g (WATTS; DRONZEK, 1981), valor semelhante

ao encontrado neste trabalho.

Ainda nas Tabelas 5 e 6 observa-se que a variacdo dos teores de residuo
mineral nos quatro grupos avaliados foi pequena, embora o arroz-preto de graos
longos tenha apresentado teor de 1,8 (1,6 — 1,9) g/100g, significativamente maior do
gue o encontrado no arroz-vermelho e no arroz selvagem, com teores de residuo
mineral de 1,5 (1,3 - 1,7) g/100g e 1,6 (1,5 — 1,6) g/100g, respectivamente. O arroz-
preto de grdos médios apresentou teores estatisticamente iguais aos demais tipos
de arroz 1,7 (1,5 -1,8) g/100 g.



66

Variacdes maiores nos teores de residuo mineral foram encontradas em
dezesseis amostras de arroz-vermelho (1,1-2,1 g/100g). No mesmo estudo, uma
amostra de arroz-preto e uma de arroz integral ndo pigmentado apresentaram o
mesmo teor de residuo de mineral (1,8 g/100g) (WALTER; MARCHESAN; AVILA,
2008).

No arroz integral branco os teores de residuo mineral variam entre 1,4 a
1,5 g/100g (KAWASSAKI, 2011; UNICAMP, 2006, USP, 2008).

Esses dados indicam que o teor de minerais totais nao caracteriza uma
propriedade que diferencie graos nao pigmentados, de graos vermelhos ou pretos.
Novamente observa-se uma tendéncia de encontrar maiores teores em gréos mais
longos e alongados, assim como maiores teores de proteinas e lipideos. Os minerais
também estdo distribuidos nas camadas mais externas do grdo que compdem o

farelo.

O teor de minerais no arroz selvagem encontrado neste trabalho foi muito
semelhante ao conteddo médio de 12 amostras de arroz selvagem (1,7 g/1009)
descrito no trabalho de Watts e Dronzek (1981).

Na Tabela 8 estdo apresentados os teores de fibras soluveis, insollveis e
totais bem como de carboidratos disponiveis nos grupos de amostras de arroz-preto

de graos longos, arroz-preto de grdos médios, arroz-vermelho e arroz selvagem.

De forma geral, ndo houve diferenca significativa nos teores de fibra
soluvel, insoluvel e total nos quatro grupos de amostras estudados. A fibra do arroz,
em todos os grupos, € predominantemente do tipo insoluvel e variou de 3,5 a 5,4
g/100g, enquanto a fibra soluvel variou de 0,2 a 1,4 g/100g. Em termos percentuais

a fibra insoltvel corresponde de 71 a 95% da fibra total.

Os teores de fibra soltvel e insoluvel no arroz integral branco foram em
média de 1,0 e 3,1 g/100g, respectivamente, sendo que a fibra insolGvel representou
74% da fibra total (KAWASSAKI, 2011). Embora o teor de fibra total no arroz integral
branco (4,1 g/100g) tenha sido semelhante ao de algumas amostras analisadas
neste trabalho, o mesmo tende a ser menor do que o teor médio encontrado no

arroz-preto, vermelho e selvagem.
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Tabela 8. Teores de fibras solaveis, insolaveis, totais e carboidratos disponiveis, em

base seca.

Fibras Fibras Fibras Carboidratos

Amostras L P . . Lo
Soluveis Insoldveis Totais disponiveis

0/100g arroz base seca

Arroz-preto (grdos médios)

Ruzene® 2009 1,4+0,1 3501 49+0,1 82,704
Ruzene® 2010 0,7+0,0 36+0,1 43+0,1 82,3+0,4
Ruzene® 2011 0,3+0,0 3,6+0,0 39+0,1 82,5+0,6
Namorado® 2009 1,2+0,0 3,6+x0,1 4,8+0,2 82,2+0,2
Namorado® 2010 0,4+0,0 4,3+0,2 4,7+0,1 81,7+0,2

Média + dp 0,8+0,4 3,7+0,3 45+0,4 82,3+0,4

Arroz-preto (graos longos)

SC 606 2009 1,2+0,0 4,4+0,.2 5,6+0,2 78,7+0,3
SCS 120 Onix 2009 0,9+0,0 49+0,2 5,8+0,2 79,0+0,3
SC 704 2011 0,5+0,0 41+0,1 4,6+0,1 80,9+0,4
SC 705 2011 0,6 £0,0 43+0,1 49+0,1 80,1+0,4
SC 706 2011 0,9+0,0 4,1+0,.2 5,0+0,1 79,7+0,2
SC 707 2011 0,7+0,0 45+0,1 5,2+0,2 79,7+0,2
SC 708 2011 0,9+0,0 4,7+0,2 5,6 £0,2 80,5+0,5
Média + dp 0,8+0,2 4,4+0,3 52+0,4 79,8+0,8
Arroz-vermelho
Ruzene®2010 1,0+0,0 45+0,2 55+0,2 80,6 +0,2
Namorado® 2009 0,5+0,0 54+0,2 59+0,2 80,2+0,2
SCS 119 Rubi 2010 0,2+0,0 3,5+0,2 3,7+0,1 83,8+0,3
SC 709 2011 0,2+0,0 3,8+0,2 4,0+0,2 84,1+0,2
SC 710 2011 0,2+0,0 3,6+0,1 3,8+0,1 84,0+0,2
Média + dp 0,4+0,4 42+1.2 46+14 82,5+2,0
Arroz selvagem
Blue Ville® 2009 0,3+0,0 4,4+0,1 4,7+0,1 79,5+0,3
Blue Ville® 2010 0,7+0,0 4,0+0,1 4,7+0,1 80,2+0,3
Namorado® 2010 0,5+0,0 49+0,2 54+0,2 78,8+ 0,3
Média + dp 0,5+0,2 4,4+0,5 49+0,4 79,5+0,7

Média das analises em triplicata. Médias + desvio padrdo com diferentes letras na mesma coluna
tém diferenca significativa (p<0,05).

Em tabelas brasileiras de composicéo de alimentos o teor de fibra total do
arroz integral branco varia de 3,5 g/100g a 5,5 g/100g, em base seca (UNICAMP,
2006; USP, 2008). Gendtipos de arroz pigmentado, provenientes da Tailandia, Sri
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Lanka e China, apresentaram teores de fibra, entre 2,5 e 4,5 g/100g nos gréaos de
pericarpo vermelho e entre 3,4 e 4,1 ¢g/100g nos grédo de pericarpo preto
(SOMPONG et al., 2011). Nos quatro casos nao sdo mencionados os teores das

fracOes sollvel e insolavel.

Dentre as amostras analisadas, os teores de carboidratos disponiveis
variaram de 78,7 a 84,1 g/100g, entretanto os teores médios dos grupos de arroz-
preto, vermelho e selvagem ndo foram estatisticamente diferentes. Segundo as
tabelas de composicdo centesimal brasileiras, o arroz integral ndo pigmentado
apresenta teores que variam de 82,8 a 83,8 g/100g de carboidratos disponiveis
(UNICAMP, 2006; USP, 2008), que estdo dentro da faixa de variacdo encontrada

neste estudo.

5.2 Composicdo em acidos graxos

Na Figura 14 estdo apresentados cromatogramas representativos obtidos
a partir da analise do 6leo de arroz-preto, vermelho e selvagem, por cromatografia
gasosa. Nas tabelas 9 e 10 estédo apresentados os teores de acidos graxos de arroz-
preto, vermelho e selvagem. Os principais acidos graxos do Oleo de arroz-preto de
graos medios e de graos longos, bem como de arroz-vermelho, sdo os acidos: oléico
(37-41%), linoléico (36-41%), palmitico (17-19%), estearico (1-2%) e a-linolénico (1-
2%). Portanto, os acidos graxos insaturados representam cerca de 80% dos acidos

graxos totais.

O perfil de acidos graxos de arroz ndo pigmentado, descrito na literatura,
€ semelhante ao encontrado nesse estudo para arroz pigmentado. Embora ocorram
variacfes na proporcao de acidos graxos em decorréncia de fatores genotipicos e
ambientais uma composicao basica do 6leo de arroz ndo pigmentado consiste em
36-49% de acido oléico, 27-41% de &cido linoléico, 14-22% de acido palmitico, 2-3%
de acido estearico e 1-2% de acido a-linolénico (RUKMINI; RAGHURAM, 1991).
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Figura 14. Cromatogramas representativos dos Oleos de arroz-preto (A), vermelho (B) e

selvagem (C).



Tabela 9. Perfil de &cidos graxos de arroz-preto.

16:0 18:0 18:1 18:2 18:3 Saturados  Insaturados
Amostras Palmitico Estearico Oléico Linoléico a-Linolénico totais totais
Teor (g/100g arroz base seca)

Arroz-preto (grdos médios)
Ruzene® 2009 0,44 + 0,01 0,06 + 0,00 1,00 £ 0,03 1,06 £ 0,02 0,04 + 0,00 0,50+ 0,01 2,10+ 0,08
Ruzene® 2010 0,50+ 0,02 0,05+ 0,00 1,11 £ 0,05 1,19+ 0,01 0,04 + 0,00 0,55+ 0,01 2,34 + 0,07
Ruzene® 2011 0,43+0,01 0,05+ 0,00 0,94 + 0,02 1,05+ 0,04 0,04 + 0,00 0,48 + 0,01 2,03+0,08
Namorado® 2009 0,45+0,01 0,05+ 0,00 0,99+0,01 1,07 +0,01 0,04 + 0,00 0,50+ 0,01 2,10+ 0,06
Namorado® 2010 0,49 +0,01 0,06 + 0,00 1,07 +£0,01 1,14 £ 0,02 0,04 + 0,00 0,55+0,01 2,25+ 0,05

Média+dp 0,46 £ 0,03 0,05+0,01 1,02 £ 0,07 1,10 £ 0,06 0,04 + 0,00 0,52 +£0,03 2,16 +0,13
Arroz-preto (gréos longos)
SC 606 2009 0,67 + 0,02 0,08 + 0,00 1,31+0,05 1,49+0,4 0,05+ 0,00 0,75+0,01 2,85+ 0,06
SC 606 2010 Itajai 0,70+ 0,01 0,08 + 0,00 1,35+ 0,06 1,52 + 0,06 0,05+ 0,00 0,78 + 0,02 2,92 +0,05
SC 606 2010 Ararangua 0,65+ 0,03 0,07 + 0,00 1,29 + 0,08 1,44+ 0,04 0,05+ 0,00 0,72 +0,02 2,78 £ 0,06
SCS 120 Onix 2009 0,68 + 0,01 0,08 + 0,00 1,19 £ 0,07 1,41+ 0,07 0,04 + 0,00 0,76 + 0,02 2,64 + 0,07
SCS 120 Onix 2010 ltajai 0,64 +0,01 0,06 + 0,00 1,10 £ 0,03 1,35+ 0,08 0,05+ 0,00 0,70+ 0,03 2,50 + 0,07
SCS 120 Onix 2010 Araranguéa 0,64 + 0,02 0,07 + 0,00 1,19+ 0,03 1,36 + 0,03 0,04 + 0,00 0,71+ 0,02 2,59+ 0,04
SC 704 2011 0,79+ 0,04 0,06 + 0,00 1,42 + 0,03 1,59+ 0,04 0,05+ 0,00 0,85+ 0,02 3,06 + 0,09
SC 705 2011 0,76 + 0,06 0,06 + 0,00 1,40 £ 0,05 1,53+ 0,03 0,05+ 0,00 0,82+ 0,03 2,98 + 0,04
SC 706 2011 0,81 + 0,04 0,07 + 0,00 1,74 £ 0,06 1,62 +£0,04 0,06 + 0,00 0,88 + 0,03 3,42 + 0,06
SC 707 2011 0,65 + 0,05 0,05+ 0,00 1,27 £ 0,04 1,48 + 0,03 0,04 + 0,00 0,70+ 0,02 2,79+0,08
SC 708 2011 0,75+ 0,06 0,08 + 0,00 1,37 £ 0,03 1,26 £ 0,05 0,05+ 0,00 0,83+ 0,02 2,68 + 0,04

Média+dp 0,70 £ 0,06 0,07 £ 0,01 1,33+0,17 1,46 £ 0,11 0,05+0,01 0,77 £ 0,06 2,84 + 0,26

Média das analises em triplicata.
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Tabela 10. Perfil de &cidos graxos de arroz-vermelho e arroz selvagem.

16:0 18:0 18:1 18:2 18:3 Saturados  Insaturados
Amostras Palmitico Estearico Oléico Linoléico  a-Linolénico totais totais
Teor (g/100g arroz base seca)

Arroz-vermelho
Ruzene® 2009 0,43+0,01 0,05+ 0,00 1,15+ 0,04 0,92+0,04 0,04 + 0,00 0,48 + 0,02 2,11+0,10
Ruzene® 2010 0,47 + 0,02 0,06 + 0,00 1,21+£0,010 1,02+0,03 0,04 + 0,00 0,53+0,02 2,27 +0,08
Ruzene® 2011 0,41 +0,01 0,06 + 0,00 1,13+ 0,03 0,96 +0,05 0,04 + 0,00 0,47 + 0,03 2,13+0,09
Namorado® 2009 0,63 +0,02 0,06 + 0,00 1,22+ 0,05 1,05+0,03 0,05+ 0,00 0,69+ 0,02 2,32+ 0,08
Namorado® 2011 0,62 +0,02 0,06 + 0,00 1,19+ 0,04 1,00+ 0,04 0,04 + 0,00 0,68 + 0,02 2,23 +0,06
SCS 119 Rubi 2010 0,50+ 0,01 0,05+ 0,00 1,09+0,07 1,01+0,03 0,04 + 0,00 0,55+ 0,03 2,14 + 0,07
SCS 119 Rubi 2011 0,47 + 0,01 0,05+ 0,00 0,95+0,06 0,99+0,03 0,04 + 0,00 0,52+ 0,02 1,98 + 0,09
SC 709 2011 0,49+ 0,01 0,04 + 0,00 0,91+0,08 0,82+0,05 0,04 + 0,00 0,53+0,03 1,77 +£ 0,08
SC 710 2011 0,48 + 0,01 0,04 + 0,00 0,93+0,05 0,81+0,03 0,04 + 0,00 0,52+ 0,02 1,78 £ 0,06

Média+dp 0,50 + 0,08 0,05+0,01 1,09+0,122 0,95+ 0,09 0,04 + 0,00 0,55+ 0,08 2,08 + 0,20
Arroz selvagem
Blue Ville ® 2010 0,27 + 0,01 0,03+ 0,00 0,32+0,01 0,36+0,03 0,13+0,01 0,30+ 0,02 0,81+ 0,03
Blue Ville ® 2011 0,25+ 0,00 0,02 + 0,00 0,28+0,00 0,32+0,05 0,12 + 0,00 0,27 + 0,01 0,72 + 0,06
Namorado® 2009 0,18 + 0,00 0,02 + 0,00 0,18+ 0,00 0,23+0,03 0,09+ 0,00 0,20+ 0,02 0,50 + 0,03
Namorado® 2010 0,24 + 0,01 0,02 + 0,00 0,27+0,00 0,34+0,04 0,13+0,01 0,26 + 0,02 0,74 + 0,05
Namorado® 2011 0,24 + 0,00 0,02 + 0,00 0,24+0,00 0,29+0,03 0,11 + 0,00 0,26 + 0,01 0,64 +0,04

Média+dp 0,24 +0,03 0,02 + 0,00 0,26 +0,05 0,31 +0,05 0,12 £ 0,02 0,26 £ 0,04 0,68 +0,12

Média das analises em triplicata.

71



72

O arroz selvagem apresentou perfil diferente em relagdo a todas as
amostras do género Oryza, sendo que 0s principais acidos graxos foram &cido
linoléico (33%), oléico (27%), palmitico (25%), a-linolénico (13%) e esteéarico (2%).
As principais diferencas estdo nos teores mais baixos de acido oléico e maiores de

acido a-linolénico.

O arroz-preto de gréos longos apresentou 0os maiores teores de &cido
palmitico, estearico, oléico e linoléico, e tal fato deve-se ao maior teor de lipideos
totais nesses gréos em relacdo as demais amostras. O arroz-preto de grédos médios
e o arroz-vermelho apresentaram teores de acidos graxos semelhantes e, de forma

geral, menores do que o arroz-preto de graos longos (Tabela 11).

O arroz selvagem teve os menores teores de acidos graxos, exceto de
acido a-linolénico. Esse acido graxo representa 13% dos acidos graxos totais do
arroz selvagem, enquanto que representa somente 1-2% nos grédos de arroz
pigmentado vermelho e preto. Embora essa caracteristica seja um diferencial do
arroz selvagem, ndo parece ser relevante do ponto de vista nutricional, uma vez que
o teor no grao é baixo. No entanto, pode ser uma caracteristica importante quanto a
estabilidade do grao frente as reacdes de oxidacdo, pois quanto maior o grau de

insaturacdo do lipideo maior a velocidade das reacdes de oxidacao lipidica.

Tabela 11. Teores médios de acidos graxos de arroz-preto, vermelho e selvagem.

16:0 18:0 18:1 18:2 18:3
Grupos Palmitico Esteérico Oléico Linoléico a-Linolénico
0/100g arroz (base seca)

Arroz-preto - gra edi
(nr_rg)z Preto -graos medios 4 46+ 0,03 0,05*°+0,01 1,02°+0,07 1,10°+0,06 0,04"+ 0,00
Arroz-preto - gréos |
(nr_rcl’i)pre ©-Qraosiongos 4 26a+ 006 007°+001 1,33°+0,17 1,46°+0,11 0,05°+0,01
Arroz-vermelho b b b b b
(n=9) 0,50"+0,08 0,052"+0,01 1,09%°+0,12 0,95 +0,09 0,04 +0,00
Arroz selvagem . b c . a

0,24°+0,03 0,02°+0,00 0,26°+005 0,31"+0,05 0,12°+0,02

(n=6)

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas (p<0,05).
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5.3 Analise de compostos fendlicos

5.3.1 Teores de compostos fendlicos totais (CFT) e flavonoides

Nas Tabelas 12 e 13 estdo apresentados os teores de CFT e flavonoides
de arroz-preto, arroz-vermelho e arroz selvagem, expressos em mg eq. acido ferulico

e catequina/100g de arroz (base seca), respectivamente.

De forma geral, o arroz-preto apresentou os maiores teores CFT; no
arroz-preto de gréos longos a variacao foi de 358,6 a 593,8 mg eq. &c. feralico/100 g,
enquanto que no arroz de grdos médios foi de 339,8 a 509,3 mg eq. ac.
feralico/100g.

Tabela 12. Teores de compostos fendlicos totais e flavonoides de arroz-preto

Amostras CFT Flavonoides

mg eq. ac. ferllico/100 g mg eg. catequina/100 g
arroz base seca arroz base seca

Arroz-preto (grdos médios)

Ruzene® 2009 339,8 + 16,3 320,2+8,0
Ruzene® 2010 426,6 + 3,1 393,055
Ruzene® 2011 509,3 + 39,6 392,7+3,1
Namorado® 2009 410,6 £7,5 367,8+6,6
Namorado® 2010 411,8+7,0 404,6 + 8,2
Média + dp 419,6 + 60,4 375,7+ 33,8
Arroz-preto (gréos longos)
SC 606 2009 358,6 + 8,8 341,0+ 11,9
SC 606 2010 Itajai 470,1 + 15,3 405,5 + 3,7
SC 606 2010 Ararangua 322,1+16,4 322,2+10,2
SCS 120 Onix 2009 402,3 + 16,3 402,1+8,5
SCS 120 Onix 2010 Itajai 434,7+8,5 397,9+ 13,2
SCS 120 Onix 2010 Ararangué 436,2 + 19,6 361,9+12,7
SC 704 2011 512,8 + 15,3 428,3+ 13,2
SC 705 2011 564,7 + 22,5 470,9+8,8
SC 706 2011 593,8 + 10,2 400,2+4,9
SC 707 2011 499,4 + 9,6 4442 + 4.8
Média + dp 459,5 + 86,4 397,4 + 45,6

Média das analises em triplicata.
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Tabela 13. Teores de compostos fendlicos totais e flavonoides de arroz-vermelho e

arroz selvagem

Amostras CFT Flavonoides
mg eq. ac. fertlico/ mg eq. catequina/
100 g arroz base seca 100 g arroz base seca

Arroz-vermelho

Ruzene® 2009 328,2+21,0 2416 +52
Ruzene® 2010 365,1+6,5 2478+79
Ruzene® 2011 338,1+14,4 199,2 + 4,6
Namorado® 2009 333,0+3,8 204.4 + 6.3
Namorado® 2011 347,7+6,3 189,6 + 4,0
SCS 119 Rubi 2010 Ararangué 307,5+4,0 173,424
SCS 119 Rubi 2010 Itajai 335,5+8,2 190,6 + 2,2
SC 608 2011 432,3+ 14,5 208,3+6,2
SC 709 2011 489,6 + 19,7 238,2+5,0
SC 710 2011 437,3+12,0 278,4+6,3
Média + dp 371,4 60,0 217,2+32,8
Arroz selvagem
Blue Ville ® 2010 187,7+2,7 99,0+0,8
Blue Ville ® 2011 233,4+5.2 109,1+1,5
Namorado® 2009 219,4+48 108,2+0,8
Namorado® 2010 2243+1,7 109,3+2,0
Namorado® 2011 212,3+7,8 104,6 +1,3
Média + dp 2154 +17,3 106,0 +4,4

Média das analises em triplicata.

No arroz-vermelho a variagdo foi de 307,5 a 489,6 mg eq. Ac.
fertlico/100g , enquanto que no arroz selvagem foi de 187,7 a 233,4 mg eq. ac.

fertlico/100g.

O arroz ndo pigmentado tem teores muito menores de CFT do que as
variedades pigmentadas e o arroz selvagem. Em um estudo anterior, com dez
gendtipos de arroz ndo pigmentado os teores variaram de 38,8 a 89,3 mg eq. ac.
fertlico/100g (MASSARETTO et al., 2011).

O teor médio de CFT no arroz-preto de grdos longos foi de 459,5 mg eq.
ac. ferulico/100g, estatisticamente igual ao de grdos médios. Em comparacdo com o

arroz-vermelho (371,4 mg eq. ac. ferulico/100g) e com o arroz selvagem (215,4 mg
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eq. ac. ferulico/100g), o arroz-preto de grdos longos apresentou, respectivamente,
20% e 110% mais CFT (Tabela 14).

Tabela 14. Teores médios de compostos fendlicos totais e flavonoides de arroz-
vermelho, preto e selvagem.

CFT Flavonoides

Grupos
mg eq. ac. ferdlico/ mg eq. catequina/
100 g arroz base seca 100 g arroz base seca

A -preto - gré 2di
(nr_rg)z preto - graos medios 419,6%° £ 60,4 375,7° + 33,8
A -preto - gréos |
(nr_rii)pre © -graosfongos 459,5% + 86,4 397,4% + 45,6
Arroz-vermelho b b
(n=9) 371,4" + 60,0 217,2° + 32,8
Arroz selvagem . c
(n=6) 215,4" £ 17,3 106,0" £ 4,4

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas (p<0,05).

Comparando-se os teores médios de CFT das variedades analisadas
neste trabalho com o teor de CFT do arroz ndo pigmentado (57,0 mg eq. ac.
fertlico/100g) obtido a partir de um estudo anterior com dez gendtipos de arroz
integral produzidos em Santa Catarina (MASSARETTO et al, 2011), concluimos que
0 arroz-preto, o arroz-vermelho e o arroz selvagem, tém em média, oito, seis e

guatro vezes mais CFT do que o arroz integral ndo pigmentado, respectivamente.

A diferenca de teores de CFT entre variedades ndo pigmentadas de arroz
e variedades pigmentadas também foi evidenciada em outros estudos. Goffman e
Bergman (2004), num trabalho de triagem, quantificaram os fendlicos de 320
gendtipos de arroz integral que haviam sido agrupados em diferentes classes de
acordo com a cor do pericarpo. Os resultados para as linhagens roxas e vermelhas
variaram entre 29,0 e 583,0 mg eq. ac. galico/100g, enquanto que as linhagens de
coloracdo marrom variaram de 25,0 a 286,0 mg eq. ac. galico/100g. Em linhagens
com pericarpo mais claro os teores encontrados foram de 23,0 a 62,0 mg eg. ac.

galico/100g.
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Outros autores também observaram diferencas significativas nos teores

de CFT de acordo com a coloracao dos gréos de arroz.

Shen et al. (2009) descreveram teores medios de 1056, 470 e 152 mg eq.
ac. gdlico/100g em amostras de arroz-preto, vermelho e ndo pigmentado,
respectivamente. Os autores verificaram que 0 arroz-preto apresenta o maior teor de
CFT, sete vezes maior do que 0 encontrado em amostras ndo pigmentadas,
enquanto que o arroz-vermelho apresentou teor trés vezes maior do que o

encontrado nos graos nao pigmentados.

Min et al. (2012) ao contrario do trabalho anterior, encontraram teor maior
no arroz-vermelho (697 mg eq. ac. galico/100g) do que em duas variedades de
arroz-preto (540 e 240 mg eq ac galico/100g) e o arroz ndo pigmentado apresentou
0s menores teores (58 e 62 mg eq. ac. galico/100g).

Chen et al. (2012) analisaram trés cultivares de arroz-preto, quatro de
arroz-vermelho e uma de arroz ndo pigmentado; as variedades pigmentadas
apresentaram teores de CFT semelhantes, quatro a sete vezes maiores do que a
variedade ndo pigmentada. No arroz-vermelho os teores variaram de 450 a 700 mg
eg. ac. galico/100g, no arroz-preto a variacdo foi de 400 a 650 mg eq. Aac.
galico/100g e a variedade ndo pigmentada apresentou teor de 100 mg eq. ac.
galico/100g. O mesmo foi observado por Sompong et al. (2011), em um estudo com
trés cultivares de arroz-preto e dez de arroz-vermelho. Os autores quantificaram os
teores de CFT e verificaram variacdo de 336,7 a 665,0 mg eq. ac. galico/100g nas
amostras de arroz-preto e uma variagdo ainda maior nas amostras de arroz-

vermelho, de 79,2 a 691,4 mg ac. galico/100g.

De fato, no presente trabalho alguns gendétipos de arroz-vermelho
também apresentaram teores de CFT maiores do que determinados genoétipos de
arroz-preto, embora, em média, o grupo de arroz-preto tivesse quantidades
siginficativemnte maiores. O arroz-preto de gréos longos, teve 20% mais CFT do que
o arroz-vermelho, o que demonstra que existe uma tendéncia para que as amostras
de arroz-preto tenham maiores teores de CFT, embora nem sempre isso aconteca

para todas as amostras.
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Em um estudo com dezesseis amostras de arroz-vermelho, todas
cultivadas no Brasil, sendo cinco provenientes do nordeste, dez do estado do Rio
Grande do Sul e uma de Santa Catarina, os teores de CFT variaram de 478,7 a
973,0 mg eq, ac. géalico/100g e a variagdo observada ndo estava relacionada ao
local de cultivo do arroz (WALTER et al., 2011). Nesse trabalho, os teores de CFT
foram maiores do que os observados em nossas amostras de arroz-vermelho. Tal
fato eventualmente esteja relacionado ao método de extragcdo empregado pelos
autores, que combina a utlizagdo sequencial com trés solventes: metanol 80%,
metanol 80% acidificado (pH 1,0) e acetona 70%. Nos demais estudos, incluindo o
nosso, foi empregado somente um dos solventes para a extracdo dos compostos

fendlicos.

Em um dos poucos estudos de fitoquimicos do arroz selvagem, os
autores avaliaram nove amostras comerciais de arroz selvagem produzidas no
Canada, e observaram grande variagéo nos teores de CFT, de 247,2 a 407,2 mg eqQ.
ac. ferdlico/100g (QIU; LIU; BETA, 2009). Os teores foram da mesma ordem de

grandeza dos encontrados neste trabalho.

De forma geral, por meio da avaliacdo dos resultados deste e de outros
estudos, o arroz-preto tende a apresentar os maiores teores de CFT, seguido do
arroz-vermelho, do arroz selvagem e por fim do arroz integral ndo pigmentado.
Porém, devido a grande variacdo dos teores entre genotipos com mesma cor de
pericarpo, € comum encontrar variedades de arroz-vermelho com maiores teores de

CFT do que alguns genotipos de arroz-preto.

Os compostos fendlicos majoritarios em variedades pigmentadas de arroz
integral sdo flavonoides, enquanto que em variedades ndo pigmentadas sdo 0s
acidos fendlicos (SHEN et al., 2009; FINOCCHIARO; FERRARI; GIANINETTI, 2010;
MIN; RYU; KIM., 2010).

Neste trabalho os teores de flavonoides foram maiores no arroz-preto do
gue no arroz-vermelho e no arroz selvagem. Os teores variaram de 320,2 a 404,6
mg eq. catequina/100g no arroz-preto de grdos médios e de 322,2 a 470,9 mg eq.
catequina/100g no de graos longos. No arroz-vermelho e no arroz selvagem os
teores variaram de 173,4 a 278,4 e de 99,0 a 109,3 mg eq. catequina/100g,

respectivamente (Tabelas 12 e 13).
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Os teores médios de flavonoides nos dois grupos de arroz-preto nao
foram significativamente diferentes (375,7 e 397,4 mg eq. catequina/100g) entre si e,
de forma geral, foram 80% superiores ao teor médio de flavonoides do arroz-
vermelho (217,2 mg eq. catequina/100g) e 260% superiores ao do arroz selvagem
(106,0 mg eq. catequina/100g).

De forma geral, os teores de flavonoides sdo bastante varidveis nos
trabalhos com arroz pigmentado, tanto em graos com diferentes coloracbes como

também entre grdos com a mesma cor.

Min et al. (2012) quantificaram os teores de flavonoides em duas
variedades de arroz-preto e uma de arroz-vermelho e os teores foram menores do
gue os observados no presente estudo; o arroz-preto apresentou 88 e 228 mg eq
catequina/100g e no arroz-vermelho 134 mg eq. catequina/100g. No trabalho de
Huang e Ng (2012) com variedades pigmentadas de arroz, produzidas em Taiwan,
as duas amostras de arroz-preto apresentaram teores de flavonoides discrepantes
(234 e 590 mg eq catequina/100g) enquanto nas duas variedades de arroz-vermelho

os teores foram semelhantes (441 e 473 mg eq catequina/100g).

Em outro estudo, todos os teores de flavonoides foram maiores,
principalmente no arroz-preto. Nesse estudo as duas variedades de arroz-preto
avaliadas apresentaram 420 e 1030 mg eq. catequina/100g enquanto que as cinco
variedades de arroz-vermelho tiveram os teores de flavonoides variando entre 300 e
500 mg eq. catequina/100g (FINOCCHIARO; FERRARI; GIANINETTI, 2010).

Ainda que seja dificil comparar os dados apresentados por Shen et al.
(2009) por terem utilizado rutina como padrdo e ndo catequina é interessante cita-los
pois trata-se de um estudo com 52 cultivares de arroz-vermelho e 6 de arroz-preto.
O teor médio de flavonoides no arroz-preto (240,6 mg eq. rutina/100g) foi maior do
gue o teor no arroz-vermelho (147,2 mg eq. rutina/100g), e por esse motivo se

assemelha ao presente trabalho.

A grande variacao nos teores de compostos fendlicos e de flavonoides no
arroz pigmentado, observada nos trabalhos publicados, pode ser decorrente ndo sé
das diferencas varietais, mas também das condi¢fes de cultivo dos gréos, tais como

o clima, o solo e a safra. Ainda, as diferencas nos métodos de extragdo e analise
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empregados, para a quantificacdo desses fitoquimicos, também podem contribuir
para essa variagao.

5.3.2 Teores de proantocianidinas

Os teores de proantocianidinas ou taninos condensados foram
determinados nas amostras de arroz-vermelho e selvagem. O arroz-preto néo foi
submetido a essa quantificacdo devido a interferéncia das antocianinas, principais
compostos fendlicos presentes nesses graos e que sdo simultaneamente extraidos

com 0s taninos.

No arroz selvagem os teores de taninos condensados foram menores do
gue o limite de quantificacdo do método analitico empregado e, portanto, estédo
apresentados somente os teores de taninos condensados do arroz-vermelho (Tabela
15). Os teores de proantocianidinas no arroz-vermelho variaram de 105,6 a 198,5
mg eq. catequina/100 g, sendo o teor médio igual a 146,83 mg eq. catequina/100g.

Tabela 15. Teores de proantocianidinas em arroz-vermelho.

Amostras Proantocianidinas
mg eq. catequina/
100 g arroz base seca

Arroz-vermelho

Ruzene® 2009 133,855
Ruzene® 2010 169,0 + 6,8
Ruzene® 2011 105,6 £ 3,0
Namorado® 2009 143,3+5,0
Namorado® 2011 116,5+ 4,3
SCS 119 Rubi 2010 Ararangua 145,0£2,4
SCS 119 Rubi 2010 Itajai 155,0+1,2
SCS 119 Rubi 2011 127,3+1,4
SC 709 2011 173,959
SC 710 2011 198,5+ 6,2

Média + dp 146,8 + 28,2

Média das analises em triplicata.
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Existem poucos trabalhos de quantificagéo de proantocianidinas em arroz
pigmentado. Em dois trabalhos publicados por Finocchiaro et al. (2007 e 2010), os
teores foram muito baixos quando comparados aos obtidos neste estudo e, talvez
seja em decorréncia da utilizacdo de diferentes métodos analiticos e diferentes
padrdes para elaboracéo da curva de calibragdo. Os autores obtiveram, no primeiro
estudo, o teor de 7,6 mg eq. cianidina/100g para uma amostra de arroz-vermelho.
No estudo mais recente, quantificaram as proantocianidinas em cinco diferentes
cultivares de arroz-vermelho e os teores variaram de 9,4 a 11,8 mg eq.
cianidina/100g.

Em um estudo recente realizado por Min et al. (2012), o procedimento
analitico e o padrédo utilizado foram iguais aos empregados neste trabalho e,
portanto, as informacdes podem ser comparadas. Os autores quantificaram as
proantocianidinas totais em uma variedade de arroz-vermelho e o teor foi 202 mg eq.
catequina/100g, conteado semelhante ao encontrado neste trabalho. Também foram
guantificadas as fracbes de proantocianidinas de diferentes graus de polimerizacao,
com estruturas variando de mondémeros a decameros, por CLAE. No arroz-vermelho
as proantocianidinas encontram-se sob diferentes graus de polimerizacéo
predominando estruturas maiores que trimeros. A distribuicdo observada foi: 6,5%
dos compostos com estruturas de monémeros a trimeros, 33,5% com estruturas de
tetrameros a hexameros, 30,6% com estruturas de heptamero a decamero e 29,4%
com estruturas de polimeros, compostos por mais de 10 unidades de catequina ou

epicatequina.

5.3.3 Teores de antocianinas monomeéricas totais

Os teores de antocianinas foram determinados nas amostras de arroz-
preto, vermelho e selvagem. No arroz-vermelho e no arroz selvagem os teores de
antocianinas foram menores do que o limite de quantificacdo do método analitico
empregado e, portanto, estdo apresentados na Tabela 16 somente os teores de

antocianinas do arroz-preto.

Dentre as amostras de arroz-preto, tanto médios como longos, os teores

de antocianinas monomeéricas totais variaram de 275,1 a 551,8 mg eq. cianidina-3-
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glicosideo/100g. Os teores médios do grupo de grdos meédios e do grupo de graos
longos foram significativamente diferentes, sendo que o de gr&os longos apresentou

0 maior contelldo médio de antocianinas.

Tabela 16. Teores de antocianinas totais em arroz-preto.

Amostras Antocianinas totais

mg eq. cianidina-3-glicosideo/
100 g arroz base seca

Arroz-preto (grdos médios)

Ruzene® 2009 278,5+3.3
Ruzene® 2010 354,9+3,9
Ruzene® 2011 293,8+55
Namorado® 2009 337,9+4,2
Namorado® 2010 320,9+3,1

Média + dp 317,2+31,3

Arroz-preto (graos longos)

SC 606 2009 280,2+2,0
SC 606 2010 lItajai 400,7 £ 3,1
SC 606 2010 Ararangua 2241 £ 4,7
SCS 120 Onix 2009 368,5+ 3,1
SCS 120 Onix 2010 Itajai 378,6 £4,1
SCS 120 Onix 2010 Ararangua 275,1+19
SC 704 2011 420,2+4,1
SC 705 2011 426,474
SC 706 2011 551,8+6,8
SC 707 2011 428,6 + 2,6
SC 708 2011 498,8 +4,1
Média + dp 386,6 + 97,5

Média das analises em triplicata.

O arroz-preto foi o cereal pigmentado com maior teor de antocianinas
segundo estudo conduzido por Abdel-Aal, Young e Rabalski et al. (2006). Os autores
guantificaram as antocianinas totais em variedades pigmentadas de arroz, milho,
trigo e cevada. Em cultivares pigmentadas de milho os teores variaram de 5,1 a
127,7 mg eq. cianidina-3-glicosideo/100g; em amostras de trigo pigmentado 0s
teores ficaram entre 0,7 a 21,2 mg eq. cianidina-3-glicosideo/100g e na cevada azul

o teor foi de 3,5 mg eq. cianidina-3-glicosideo/100g. No arroz, os teores variaram
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muito de acordo com a pigmentacéo do gréo; o arroz selvagem e o arroz-vermelho
apresentaram somente 2,7 e 94 mg eq. cianidina-3-glicosideo/100g,
respectivamente, enquanto o arroz-preto apresentou 327,6 mg eq. cianidina-3-
glicosideo/100g, o maior teor entre todos os cereais analisados e que foi semelhante
ao observado em gendtipos de arroz-preto avaliados no presente trabalho.

Em outros estudos foram descritos teores mais baixos de antocianinas
totais em arroz-preto do que o encontrado neste trabalho. Finocchiaro, Ferrari e
Gianinetti (2010) quantificaram as antocianinas em cinco cultivares de arroz-
vermelho e duas de arroz-preto. Enquanto ndo foram detectadas antocianinas no
arroz-vermelho; o arroz-preto apresentou teores que variaram de 70 a 130 mg eq.
cianidina-3-glicosideo. Sompong et al. (2011) quantificaram as antocianinas em dez
cultivares de arroz-vermelho e trés cultivares de arroz-preto. O arroz-vermelho
apresentou teores insignificantes de antocianinas, enquanto no arroz-preto o
conteudo desses compostos variou de 109,5 a 256,6 mg cianidina-3-glicosideo
/100g.

Alguns trabalhos mostram grande variacdo nos conteudos de
antocianinas em amostras de arroz-preto ou de farelo extraido dos graos. Min et al.
(2012) descreveram teores de 123,0 e de 470,0 mg cianidina-3-glicosideo para duas
variedades de arroz-preto, enquanto nas cinco variedades de arroz-vermelho os
teores foram insignificantes. Em um trabalho de quantificacdo de fitoquimicos em
farelo de doze variedades diferentes de arroz-preto, os teores de antocianinas totais
variaram entre 1227 e 5096 mg eq. cianidina-3-glicosideo/100g, o que corresponde
a teores nos grdos de arroz equivalentes a 122,7 a 509,6 mg eq. cianidina-3-
glicosideo/100g , uma vez que o farelo representa cerca de 10% do peso do gréo
(ZHANG et al., 2010).

O contetudo de antocianinas totais também pode ser determinado por
CLAE por meio do calculo da area debaixo do pico e da utilizagdo de um padréo
externo. Embora haja indicios de que os teores medidos por meio dessa analise
possam ser maiores do que os encontrados por método espectrofotométrico, ha
forte correlacdo entre as duas metodologias. Utilizando CLAE, Kim et al. (2010)
guantificaram as antocianinas em duas variedades de arroz ndo pigmentado, duas

de arroz-vermelho e trés de arroz-preto. No arroz ndo pigmentado nao foram



83

detectadas antocianinas e no arroz-vermelho seus teores foram baixos (15,7 e 62,7
mg cianidina-3-glicosideo /100g), no arroz-preto os conteudos foram 143,2, 311,3 e
344,5 mg cianidina-3-glicosideo /100g nas trés cultivares analisadas. O mesmo
método foi utilizado por Chen et al. (2012) e, enquanto ndo foram detectadas
antocianinas na variedade de arroz ndo pigmentado, nas quatro variedades de
arroz-vermelho os teores foram baixos e variaram de 7,9 a 34,4 mg cianidina-3-
glicosideo /100g, no arroz-preto os teores foram maiores e variaram muito nas trés

cultivares (79,5 a 473,7 mg cianidina-3-glicosideo /100g).

5.3.4 Separacao e identificacdo das antocianinas por CLAE-DAD-MS/MS

As antocianinas de dois gendtipos de arroz-preto, SCS 120 Onix Itajai
(2010) e SC 707 (2011), antes e ap0Os o cozimento, foram identificadas por CLAE-
DAD-MS/MS (Figuras 15 e 16).
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Figura 15. Cromatograma, obtido por CLAE-DAD, das antocianinas de arroz-preto cru (a)
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SC 707 (2011) e (b) SCS 120 Onix Itajai (2010). Picos identificados de acordo com a Tabela

17.
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Figura 16. Cromatograma, obtido por CLAE-DAD, das antocianinas de arroz-preto cozido
(a) SC 707 (2011) e (b) SCS 120 Onix Itajai (2010). Picos identificados de acordo com a
Tabela 17.
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Na Tabela 17 reltnem-se as caracteristicas cromatogréficas e dos
espectros de UV-vis e de massas apresentadas por esses fitoquimicos. Trés
antocianinas foram encontradas tanto no arroz cru quanto no cozido, a cianidina-di-
hexosideo (pico 1), a cianidina-3-O-glicosideo (pico 2) e a peonidina-3-O-glicosideo
(pico 3).

Tabela 17. Caracteristicas cromatograficas e espectroscépicas, obtidas por CLAE-

DAD-MS/MS, das antocianinas de arroz-preto cru e cozido.

fons fragmentos

Pico®  Composto tg (Min)® Amax (NnM)° [MI"(M/2)  obtidos por MS/MS
(m/z)

p Clanidinadi- 13,6 280, 518 611 287 [M-324]"
hexosideo

o  Clanidina 3-O- 15,4 280, 517 449 287 [M-162]°
glicosideo

g "eonidina 3-O- 18,3 301, 518 - 521 463 301 [M-162]°
glicosideo

& picos numerados de acordo com as Figuras 15 e 16.
® tempo de retenc&o na coluna Cys Shim-pack.
¢ gradiente linear de agua/metanol, ambos com 5% de &cido férmico.

Foram encontradas somente duas agliconas, a cianidina e a peonidina, as
guais foram identificadas devido a presenca do ion fragmento no MS/MS a m/z 287

e a m/z 301, respectivamente.

O pico 1 foi tentativamente identificado como cianidina di-hexosideo por
apresentar ion molecular ([M]+) a m/z 611 (Figura 17) e fragmento no MS/MS
resultante da perda de 324 u, o qual corresponde a perda de duas unidades de
hexose, semelhantemente a dados encontrados na literatura (HIEMORI; KOH,;
MITCHELL, 2009). Nas demais antocianinas identificadas (picos 2 e 3), a
fragmentacdo do [M]+ no MS/MS (Figuras 18 e 19) resultou na perda de 162 u
(Tabela 17), o que corresponde a perda de uma unidade de hexose. A hexose
presente nos picos 2 e 3 foi identificada como glicose por comparacéo do tempo de

retencdo com padrdes de cianidina 3-O-glicosideo e peonidina 3-O-glicosideo.
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Figura 17. Espectro de massas da cianidina di-hexosideo (pico 1) em arroz-preto (a) cru e
(b) cozido.
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Figura 18. Espectro de massas da cianidina-3-O-glicosideo (pico 2) em arroz-preto (a) cru e

(b) cozido.
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Figura 19. Espectro de massas da peonidina-3-O-glicosideo (pico 3) em arroz-preto (a) cru
e (b) cozido.

Resultados similares foram encontrados por Lee (2010) e Yawadio,

Tanimori e Morita (2007), que empregaram ressonancia magnética nuclear (RMN)
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das estruturas, hexoses e posi¢cédo de substituicdo para a identificagdo da cianidina-
3-O-glicosideo e da peonidina-3-O-glicosideo em arroz-preto.

A proporgdo de antocianinas observada em cada amostra encontra-se
descrita na Tabela 18.

Tabela 18. Proporcéo (porcentagem de area) das antocianinas presentes em arroz-
preto cru e cozido.

Arroz-preto cianidina di- cianidina 3-O- peonidina 3-O-
hexosideo glicosideo glicosideo

SC 707 cru 1,7 83,5 14,8

SC 707 cozido 1,6 82,7 15,7

SCS 120 Onix cru 0,6 85,0 14,4

SCS 120 Onix cozido 0,7 84,3 15,0

Observa-se que a propor¢cdo das antocianinas € semelhante nos graos

crus e cozidos das duas cultivares analisadas.

Varios trabalhos de identificacdo de antocianinas a partir de arroz-preto
ou farelo de arroz-preto descrevem uma distribuicdo semelhante a encontrada neste
estudo, com a cianidina-3-O-glicosideo como o composto predominante (>70%),
seguido de quantidades menores de peonidina-3-O-glicosideo (5 a 25%) (ABDEL-
AAL; YOUNG; RABALSKI, 2006; YAWADIO; TANIMORI; MORITA., 2007; KIM et al.,
2010; ZHANG et al., 2010; LAOKULDILOK et al., 2011; SOMPONG et al., 2011;
FRANK et al., 2012; MIN et al.,, 2012). Diferentes antocianinas, presentes em
guantidades pouco significativas, foram identificadas nesses trabalhos, sendo a
cianidina-3-O-galactosideo, cianidina-3-O-rutenosideo e de cianidina-di-glicosideo,

os mais frequentemente identificados.

Embora a petunidina-3-O-glicosideo seja raramente encontrada em arroz-
preto, € a antocianina predominante na cultivar Chinakuromai, proveniente do Japao,

correspondendo a 50% do total, seguida da peonidina-3-O-glicosideo (30%) e de
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pequena quantidade de cianidina-3-O-glicosideo (10%); tal composicdo difere essa
cultivar de arroz-preto de outras ja estudadas (CHEN et al., 2012).

5.4 Atividade antioxidante pelo método de ORAC e do DPPH"

Os extratos de compostos fendlicos do arroz-preto apresentaram, pelo
método do ORAC, 125% e 165% mais atividade que os extratos de arroz-vermelho e

selvagem, respectivamente.

Nao houve diferenca significativa entre a atividade antioxidante média dos
dois grupos de arroz-preto (17,2 e 18,8 mmoles eq. Trolox/100g) e os valores
individuais variaram de 14,2 a 22,2 mmoles eq. Trolox/100g de arroz (Tabela 19). No
arroz-vermelho e no arroz selvagem a atividade antioxidante variou de 6,3 a 9,5 e de
6,2 a 7,9 mmoles eq. Trolox/100g, respectivamente (Tabela 20), sendo a atividade

antioxidante média significativamente maior no arroz-preto (Tabela 21).

Em um trabalho anterior, com 27 amostras de arroz integral nao
pigmentado, cultivadas no estado de Santa Catarina, a atividade antioxidante média
das amostras foi de 2,1 mmoles eq. Trolox/100g com variacédo de 1,0 a 2,8 mmoles
eg. Trolox/100g (KAWASSAKI, 2011). A partir desses dados conclui-se que as
variedades de arroz-preto, vermelho e selvagem analisadas neste trabalho tém,
respectivamente, atividades antioxidantes, nove, quatro e trés vezes maiores do que

o0 arroz integral ndo pigmentado, pelo método do ORAC.

Em trabalhos recentes sobre atividade antioxidante de arroz integral, ha
um consenso de que as variedades pigmentadas apresentam atividade antioxidante
maior do que as nao pigmentadas em funcdo da presenca acentuada de compostos
fendlicos no pericarpo dos grdos. Em um estudo publicado por ZHANG et al. (2010)
com 14 amostras de farelo, 12 de arroz-preto e 2 de arroz ndo pigmentado, embora
tenha sido observada grande variacdo na atividade antioxidante do farelo de arroz-
preto, de 47,7 a 180 mmoles eq. Trolox/100g, a atividade antioxidante média dessas

amostras foi hove vezes maior do que a do farelo de arroz ndo pigmentado.



Tabela 19. Atividade antioxidante dos extratos de compostos fendlicos de arroz-

preto.

Amostras ORAC DPPH’

mmoles eq. trolox/100 g arroz base seca

Arroz-preto (grdos médios)

Ruzene® 2009 14,2 +0,7 1,7+0,0
Ruzene® 2010 17,1+0,5 20x£0,1
Ruzene® 2011 19,1+0,9 20x£0,1
Namorado® 2009 15,8+0,1 20+0,0
Namorado® 2010 19,9+0,7 1,8+0,0

Média + dp 17,2+ 2.3 19+0,1

Arroz-preto (graos longos)

SC 606 2009 14,8+ 0,6 1,7+0,0
SC 606 2010 Itajai 22,2+0,8 2,4+0,1
SC 606 2010 Ararangua 16,7+ 0,6 1,6 +0,0
SCS 120 Onix 2009 21,1£0,9 22+0,1
SCS 120 Onix 2010 Itajai 17,0+0,7 2,0+0,1
SCS 120 Onix 2010 Araranguéa 16,8+£0,4 2,0+£0,1
SC 704 2011 20,8 +1,0 2,4+0,1
SC 705 2011 20,4+0,5 2,4+0,1
SC 706 2011 20,6 £0,5 2,7+0,1
SC 707 2011 17,6 £0,2 2,4+0,1

Média + dp 18,8 +2,5 2,2+0,3

Média das analises em triplicata.



Tabela 20. Atividade antioxidante dos extratos de compostos fendlicos de arroz-

vermelho e selvagem.

Amostras ORAC DPPH’

mmoles eq. trolox/100 g arroz base seca

Arroz-vermelho

Ruzene® 2009 7,7+0,2 1,2+0,0
Ruzene® 2010 9,4+0,4 1,9+0,1
Ruzene® 2011 6,3+0,2 1,7+0,0
Namorado® 2009 8,4+0,2 1,7+0,0
Namorado® 2011 7,2+0,2 1,3+0,0
SCS 119 Rubi 2010 Ararangua 7,2+0,1 1,5+£0,0
SCS 119 Rubi 2010 ltajai 85%+0,1 1,7+0,0
SCS 119 Rubi 2011 7,2%+0,2 1,7+£0,0
SC 709 2011 9,5+0,2 23+£0,1
SC 710 2011 9,404 2,2+0,1
Média + dp 81+11 1,7+0,3
Arroz selvagem
Blue Ville® 2010 79+04 1,0+0,0
Blue Ville® 2011 6,6 +0,2 0,9+0,0
Namorado® 2009 6,7+0,1 0,8+0,0
Namorado® 2010 6,4+0,1 0,8+0,0
Namorado® 2011 6,2+0,2 0,8+0,0
Média + dp 6,9+24 0,9+0,1

Média das analises em triplicata.

Tabela 21. Atividade antioxidante dos extratos de arroz-preto, vermelho e
selvagem.

Grupos ORAC DPPH’

mmoles eq. trolox/100 g arroz base seca

Arroz-preto - grdos médios

a a.b +
(n=5) 17,2°+2,3 1,92°+0,1
Arroz-preto - graos longos 18.8%+ 25 228403
(n=11)
Arroz-vermelho b b
(n=9) 81 +1,1 1,7 +£0,3
Arroz selvagem . .
(n=6) 6,9°+2,4 0,9°+£0,1

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas (p<0,05).
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Em outro trabalho, no qual as atividades antioxidantes de trés cultivares
de arroz-preto, quatro de arroz-vermelho e uma de arroz ndo pigmentado foram
avaliadas pelo método do ORAC, a maior atividade foi apresentada pelo arroz-
vermelho (6,9 a 13,0 mmoles eq. Trolox/100g), seguida do arroz-preto (5,5 a 6,5
mmoles eq. Trolox/100g) e por fim do arroz ndo pigmentado (2,2 mmoles eq.
Trolox/100g) (CHEN et al., 2012).

Segundo os resultados de Min et al. (2012), duas cultivares de arroz-preto
diferiram muito em relacdo a atividade antioxidante (4,1 e 7,7 mmoles eq.
Trolox/100g) e o arroz-vermelho apresentou valor muito préximo ao arroz-preto de
menor atividade antioxidante (4,8 mmoles eq. Trolox/100g), enquanto o arroz néo
pigmentado, como em todos os estudos comparativos, apresentou a menor atividade
(1,2 mmol eq. Trolox/100g). Todos esses dados demonstram que a atividade
antioxidante &€ sempre maior em graos de arroz pigmentados do que em graos néo
pigmentados, mas a cor do pericarpo ndo define se o grao tera maior atividade
antioxidante ou ndo. Graos de arroz-preto nem sempre apresentam maior atividade
antioxidante do que grdos vermelhos e parece que essa propriedade estd mais

relacionada as caracteristicas genotipicas das variedades.

No unico estudo encontrado sobre a atividade antioxidante do arroz
selvagem, foram analisadas nove amostras e a atividade antioxidante, avaliada pelo
método do ORAC, variou de 4,0 a 6,0 mmoles eq. Trolox/100g, valores semelhantes
aos obtidos no presente estudo (QIU; LIU; BETA, 2009).

Na andlise de atividade antioxidante dos extratos de compostos fendlicos
pelo método envolvendo sequestro de DPPH’, os valores absolutos tiveram uma

ordem de grandeza menor dos que os obtidos pelo método do ORAC.

Os valores médios de atividade antioxidante pelo método do DPPH" do
arroz-preto e do arroz-vermelho foram muito proximos, mesmo havendo diferenca

significativa entre o arroz-preto de graos longos e o arroz-vermelho.

O arroz-preto de grdos longos apresentou a maior atividade antioxidante
média (2,2 mmoles eq. Trolox/100g) dentre as amostras e o0s valores individuais
variaram de 1,7 a 2,7 mmoles eq. Trolox/100g; o arroz-preto de grdos médios teve

atividade antioxidante média (1,9 mmol eg. Trolox/100g) estatisticamente igual a do
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arroz-preto de graos longos e a do arroz-vermelho e os valores individuais variaram
de 1,7 a 2,0 mmoles eq. Trolox/100g. No arroz-vermelho e no arroz selvagem a
atividade antioxidante variou de 1,2 a 2,3 e de 0,8 a 1,0 mmoles eq. Trolox/100g,
respectivamente (Tabela 20), sendo a atividade antioxidante média

significativamente maior no arroz-vermelho (Tabela 21).

Em um trabalho anterior, com 27 amostras de arroz integral nao
pigmentado, cultivadas no estado de Santa Catarina, a atividade antioxidante média
das amostras foi de 0,09 mmol eq. Trolox/100g com variacéo de 0,07 a 0,12 mmoles
eq. Trolox/100g (KAWASSAKI, 2011). A partir desses dados conclui-se que as
variedades de arroz-preto, vermelho e selvagem analisadas no presente trabalho
tém, respectivamente, atividades antioxidantes, vinte e trés, dezenove e dez vezes

maiores do que o arroz integral ndo pigmentado, pelo método do DPPH".

Em um trabalho realizado por Goffman e Bergman (2004) foi avaliada a
atividade antioxidante, pelo método do DPPH’, em cinco variedades de arroz integral
nao pimentado, dez variedades de arroz-vermelho e duas de arroz-preto. Os valores
absolutos foram muito maiores do que os obtidos no presente trabalho. Nesse
estudo, o arroz-vermelho apresentou a maior atividade antioxidante, que variou de
19,8 a 31,2 mmoles eq. Trolox/100g, seguido do arroz-preto com valores de 5,6 a
34,5 mmoles eq. Trolox/100g e por fim do ndo pigmentado com 1,0 a 1,3 mmol eq.

Trolox/100g de atividade antioxidante.

No trabalho publicado por Min et al. (2012), o arroz-vermelho também
apresentou maior atividade antioxidante (4,2 mmoles eq. Trolox/100g), pelo método
do DPPH’, do que as duas cultivares de arroz-preto (1,2 e 3,2 mmoles eq.

Trolox/100g) e do que o arroz ndo pigmentado (0,2 a 0,4 mmol eq. Trolox/100g).

No unico estudo encontrado sobre a atividade antioxidante do arroz
selvagem, foram analisadas nove amostras e a atividade antioxidante, avaliada pelo
método do DPPH’, variou de 0,7 a 0,9 mmoles eq. Trolox/100g, valores semelhantes
aos obtidos no presente estudo (QIU; LIU; BETA, 2009).

Os resultados obtidos neste trabalho, empregando duas metodologias
diferentes, podem fornecer informag¢des importantes a respeito das propriedades

antioxidantes dos fitoquimicos do arroz integral. Os dados aqui apresentados
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mostram que, pelo método do ORAC, o arroz-preto apresentou atividade
antioxidante muito maior do que o arroz-vermelho, enquanto que, pelo método do
DPPH’, os valores foram muito préoximos. Tal fato parece estar relacionado a
presenca de diferentes compostos antioxidantes, no arroz-preto e no arroz-vermelho,
e também aos diferentes mecanismos de a¢éo antioxidante envolvidos nas analises
por DPPH" e ORAC. As antocianinas s&o 0s principais compostos antioxidantes do
arroz-preto que, comparativamente as outras amostras, apresentou a maior
atividade antioxidante pelo método do ORAC. Tal dado leva a crer que as
antocianinas apresentem acao antioxidante baseada principalmente na competicéo
entre o antioxidante e o substrato pelos radicais peroxidos doando a estes, atomos
de hidrogénio. As proantocianidinas sdo os principais compostos antioxidantes do
arroz-vermelho, que apresentou atividade antioxidante semelhante a do arroz-preto
pelo método do DPPH’. Este método baseia-se na capacidade de um antioxidante
reduzir um agente oxidante pela transferéncia de elétrons. Assim, as
proantocianidinas do arroz-vermelho parecem atuar melhor transferindo elétrons do
gue as antocianinas do arroz-preto. Min et al. (2012) também observaram o0 mesmo
no seu trabalho e concluiram que os antioxidantes do arroz-preto atuam melhor
como agentes que interrompem as reac¢des em cadeia dos radicais livres, pois doam
hidrogénios a esses radicais estabilizando-os, enquanto os antioxidantes do arroz-
vermelho podem atuar melhor como agentes redutores, impedindo as reacdes de
iniciacdo dos radicais livres. Os autores sugerem que as proantocianidinas sejam,
em comparacao as antocianinas, melhores doadores de elétrons do que de atomos
de hidrogénio e que as antocianinas, por sua vez, sdo melhores doadores de atomos

de hidrogénio do que doadores de elétrons.

5.5 Efeito do cozimento do arroz nos teores de compostos fendlicos totais,

flavonoides, proantocianidinas, antocianinas e atividade antioxidante

Na Figura 20 estdo apresentados os teores médios de compostos
fendlicos, antes e apds o cozimento dos gréos, do arroz-preto, vermelho e selvagem.
A estabilidade dos compostos fendlicos frente ao cozimento do arroz foi diferente de
acordo com a coloracdo do grdo. No arroz-preto, os compostos fendlicos passaram

de 476,7 a 350,2 mg eq. acido ferulico/100g, ocorrendo portanto, uma reducdo de
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26% no teor desses compostos. Uma redugédo maior foi a apresentada pelo arroz-
vermelho, que antes do cozimento tinha, em média, 349,1 mg eq. acido ferulico/100g
e depois do cozimento perdeu 60% dos compostos fendlicos (140,8 mg eq. &cido
ferdlico/100g). Ja o arroz selvagem ndo teve altera¢cfes significativas no seu teor de
compostos fendlicos e apresentou teores de 214,4 e 217,5 mg eq. acido
ferdlico/100g, antes e apds o cozimento, respectivamente.

Considerando que o arroz € consumido apds o cozimento, pode-se dizer
gue o arroz-preto apresenta vantagens em relacdo ao arroz-vermelho e ao selvagem
no que diz respeito ao teor de compostos fendlicos totais, uma vez que aquele,

mesmo apds 0 cozimento, mantém os maiores teores desses fitoquimicos.
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Figura 20. Teor de compostos fendlicos totais dos extratos de arroz-preto, vermelho e
selvagem, antes e ap0s 0 cozimento.

Barras de variacdo representam o desvio padrao dos resultados;
Letras diferentes indicam diferencgas significativas (p<0,05);
Arroz-preto (n=8), arroz-vermelho (n=8) e arroz selvagem (n=4).
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Também ocorreu reducdo importante dos teores de flavonoides nas
amostras de arroz-preto e vermelho, enquanto o arroz selvagem nao sofreu
alteracbes significativas desses fitoquimicos (Figura 21). No arroz-preto, 0s
flavonoides passaram de 414,0 a 209,5 mg eq. catequina/100g, ocorrendo portanto,
uma reducdo de cerca de 50% no teor desses compostos. A mesma reducao foi
observada no arroz-vermelho, que antes do cozimento tinha, em média, 215,6 mg eq.
catequina/100g e depois do cozimento passou a ter 104,6 mg eq. catequina/100g. Ja
0 arroz selvagem ndo mostrou alteragdes significativas no seu teor de compostos
fendlicos e apresentou os teores de 105,5 e 88,4 mg eq. catequina/100g, antes e
apos o cozimento, respectivamente.
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Figura 21. Teor de flavonoides dos extratos de compostos fendlicos de arroz-preto,
vermelho e selvagem, antes e ap0s o cozimento.

Barras de variacdo representam o desvio padrao dos resultados;
Letras diferentes indicam diferencgas significativas (p<0,05);
Arroz-preto (n=8), arroz-vermelho (n=8) e arroz selvagem (n=4).
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Os principais flavonoides presentes no arroz-preto e no arroz-vermelho,
também foram avaliados, antes e ap6s o cozimento. No arroz-preto, as antocianinas
passaram de 313,7 a 148,0 mg eq. glicosideo de cianidina/100g, ocorrendo portanto,
uma reducao de 53% no teor desses compostos (Tabela 22). No arroz-vermelho, as
proantocianidinas passaram de 1459 a 45,6 mg eq. catequina/100g, que
corresponde a uma reducao de 70% no teor inicial desses compostos (Tabela 23).

Tabela 22. Teores de antocianinas de arroz-preto cru e cozido

Antocianinas

Amostras mg eq. cianidina-3-glicosideo /100 g arroz base seca
Cru Cozido % perda

Ruzene® 2009 278,5+ 3,3 107,0+£ 3,2 62
Ruzene® 2011 293,8+5,5 163,0+5,0 44
Namorado® 2009 337,9+4,2 1443+ 3,1 57
Namorado® 2010 3209+3,1 147,7+2,0 54
SC 606 2010 Araranguéa 2241+ 47 117,2+4,1 48
SC 606 2010 Itajai 400,7 £ 3,1 204,1+2,1 49
SCS 120 Onix 2010 Araranguéa 275,1+19 127,4+3,0 54
SCS 120 Onix 2010 Itajai 378,6 +4,1 173,2+4,2 54

Média + dp 313,7°+58,0 148,0° + 31,8 53

Média das andlises em triplicata. Médias + desvio padrdo com diferentes letras tém diferenca
significativa (p<0,05).

Tabela 23. Teores de proantocianidinas de arroz-vermelho cru e cozido

Proantocianidinas

Amostras mg eq. catequina/100 g arroz base seca
Cru Cozido % perda

Ruzene® 2009 133,8+55 31,5+1,5 76
Ruzene® 2010 169,0 + 6,8 435+1,3 74
Ruzene® 2011 105,6 + 3,0 22,4+0,8 79
Namorado® 2009 143,450 28,9+1,3 80
Namorado® 2011 116,5+ 4,3 15,2+0,5 87
SCS 119 Rubi 2010 Ararangua 1450+ 2,4 50,9+1,1 65
SCS 119 Rubi 2010 Itajai 1550+ 1,2 69,8+1,1 55
SC 710 2011 198,5+ 6,0 102,9+5,9 48

Média + dp 145,9%+ 29,3 456" + 28,9 70

Média das andlises em triplicata. Médias + desvio padrdo com diferentes letras tém diferenca
significativa (p<0,05)
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O efeito do cozimento dos graos de arroz na atividade antioxidante de
seus fitoquimicos foi avaliado pelos métodos de ORAC e DPPH" (Tabela 24). De
acordo com o método de ORAC a maior reducdo da atividade antioxidante ocorreu
no arroz-preto, que perdeu cerca de 50% da sua atividade com o cozimento, que foi
reduzido de 19,1 para 9,8 mmol eq. Trolox/100g, enquanto o arroz-vermelho perdeu
40% de sua atividade antioxidante, que passou de 8,0 para 4,7 mmol eq.
Trolox/100g; no arroz selvagem ndo houve reducdo significativa. Pelo método
envolvendo sequestro de DPPH’, a maior redugéo da atividade antioxidante ocorreu
no arroz-vermelho, que perdeu 65%, reduzindo de 1,7 para 0,6 mmol eq.
Trolox/100g, j& o arroz-preto perdeu cerca de 40% de sua atividade antioxidante,
gue reduziu de 2,2 para 1,3 mmol eq. Trolox/100g e no arroz selvagem nao houve

reducéo significativa.

E interessante observar que a reducéo da atividade antioxidante no arroz-
preto, pelo método do ORAC, foi de cerca de 50%, a mesma reducao observada no
teor de antocianinas com o0 cozimento desses grdos. Como ja foi discutido
anteriormente, as antocianinas parecem apresentar acdo antioxidante baseada
principalmente na competicdo entre o antioxidante e o substrato pelos radicais
peroxidos doando, a estes, atomos de hidrogénio, uma vez que a metodologia do
ORAC baseia-se na avaliacdo da capacidade antioxidante por este mecanismo de
acao. De acordo com o método do DPPH’, a reducéo da atividade antioxidante foi
de 40% e, portanto, o método de ORAC, comparativamente ao do DPPH’, mostra
ser mais adequado para avaliar a atividade antioxidante de alimentos ricos em
antocianinas. De fato, a atividade antioxidante por ORAC se correlaciona melhor
com o teor de antocianinas (r=0,952; p<0,05) do que a atividade antioxidante medida
por DPPH" (r=0,709; p<0,05).

Em contrapartida, alimentos ricos em proantocianidinas podem ter sua
atividade antioxidante mais bem estimada pelo método do DPPH’. Esta hipotese
baseia-se na observacdo de que a reducdo do teor de proantocianidina se
correlaciona com reducdo proporcional da atividade antioxidante. Nesse trabalho,
essa situacdo ocorreu com o arroz-vermelho: o cozimento do arroz levou a reducédo

de 70% das proantocianidinas dos graos e a mesma reducdo da atividade
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antioxidante, medida pelo método do DPPH" que foi de 65%, enquanto que no
meétodo do ORAC foi de apenas 40%.

Tabela 24. Efeito do cozimento sobre a atividade antioxidante de arroz-preto,

vermelho e selvagem, determinada pelos métodos de DPPH" e ORAC.

ORAC DPPH’
Amostras
mmol eq. trolox/100 g arroz base seca
Cru Cozido Cru Cozido

Arroz-preto
Ruzene® 2011 19,1+0,9 9,9+0,2 20+0,1 1,3+0,0
Namorado® 2009 15,8+0,1 9,6 +0,4 2,0+0,0 1,2+0,0
Namorado® 2010 19,9+0,7 9,2+0,2 1,8+0,0 1,1+0,0
SC 606 2010 Itajai 22,2+0,8 9,4+0,3 24+0,1 1,2+0,0
SCS 120 Onix 2010 ltajai 17,0+0,7 9,1+0,3 2,0+0,1 1,1+0,0
SC 704 2011 20,8+1,0 9,9+0,2 24+0,1 1,6 +0,0
SC 705 2011 20,4+0,5 11,9+0,6 24+0,1 1,4+0,0
SC 707 2011 17,6 +0,2 9,6 +0,4 24+0,1 1,2+0,0

Média + dp 19,1+ 2.2 9,8"+0,9 2,2%+0,2 1,3°+0,2
Arroz-vermelho
Ruzene® 2009 7,7+0,2 4,4+0,0 1,2+0,0 0,5+0,0
Ruzene® 2010 9,4+0,4 6,0+0,3 1,9+0,1 0,8+0,0
Ruzene®2011 6,3+0,2 42+0,2 1,7+0,0 0,5+0,0
Namorado® 2009 8,4+0,2 42+0,2 1,7+0,0 0,5+0,0
Namorado® 2011 7,2+0,2 39+0,1 1,3+0,0 0,4+0,0
igﬁﬁ;“bi 2010 7,2+0,1 44£00 1,5+0,0 0,7+0,0
SCS 119 Rubi 2010 Itajai 8,5+0,1 51+0,1 1,7+0,0 0,8+0,0
SC 710 2011 9,4+0,4 54+0,1 22+0,1 0,9+0,0

Média + dp 8,0°+1,1 47°+0,7 1,7°+0,3 0,6"+0,2
Arroz selvagem
Blue Ville® 2010 7,9+0,4 54+0,1 1,0+0,0 0,7+0,0
Blue Ville® 2011 6,6 +0,2 58+0,0 0,9+0,0 0,8+0,0
Namorado® 2010 6,4+0,1 49+0,1 0,8+0,0 0,7+0,0
Namorado® 2011 6,2+0,1 58+0,2 0,8+0,0 0,7+0,0

Média + dp 6,8°+0,8 55%+0,4 0,9°+0,1 0,74+0,0

Média das analises em triplicata.
Médias + desvio padrdo com diferentes letras na linha tém diferenca significativa (p<0,05).
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Existem poucos trabalhos publicados que avaliam o efeito do cozimento
do arroz nos seus teores de compostos fendlicos.

O trabalho realizado por Hiemori, Koh e Militchell (2009) traz conclusdes
interessantes a respeito da degradacdo das antocianinas de uma cultivar de arroz-
preto; em condi¢cdes de cozimento semelhantes a utilizada no presente trabalho, os
autores observaram perda de 65% das antocianinas presentes com o concomitante
aumento de 2,7 vezes o teor de &cido protocatecéico no arroz cozido em relacéo ao
arroz cru. As cianidinas nédo foram detectadas e os autores acreditam que o pH
neutro da agua e a alta temperatura durante o cozimento do arroz tenha favorecido a
conversao rapida da cianidina em acido protocatecéico. Nesse mesmo trabalho, os
autores estudaram os produtos de degradacdo das antocianinas isoladas, extraidas
dos graos de arroz, e confirmaram que o principal produto de degradacéo é, de fato,

0 acido protocatecaico.

No presente trabalho a reducdo média do teor de antocianinas no arroz
cozido foi de cerca de 50% do teor inicial, a mesma reducéo foi observada no teor
de flavonoides e da capacidade antioxidante do arroz-preto pelo método do ORAC.
No entanto, o teor de fendlicos totais foi reduzido em apenas 26% com o cozimento
do arroz e tal fato pode ser explicado pelo aumento do teor de acido protocatecoico,
capaz de ser oxidado pelo reagente de Folin-Ciocalteau, empregado no método de

guantificacdo de compostos fendlicos totais.

No que diz respeito ao efeito do cozimento nos teores de compostos
fendlicos do arroz-vermelho, observou-se que o teor de compostos fendlicos totais
foi reduzido em 60%, o de flavonoides em 50%, o de proantocianindinas em 70% e a
atividade antioxidante avaliada pelo método do DPPH' foi reduzida em 65%.
Finocchiaro et al. (2007) observaram que houve reducdo de 70% das
proantocianidinas apds o cozimento do arroz, igual a observada neste estudo. Em
relacdo aos compostos fendlicos, em um estudo prévio, com seis genotipos
diferentes de arroz-vermelho, houve reducdo de cerca de 80% dos compostos
fendlicos apos o cozimento do arroz, (MASSARETTO et al., 2011). Ainda, observou-
se que, com o cozimento, parte dos compostos fendlicos solUveis, capazes de
serem extraidos dos grédos por meio de solu¢gbes aquosas de metanol, etanol ou

acetona, tornou-se insoluvel devido as reacdes de polimerizagcdo ou mesmo de
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formacédo de complexos com outros componentes do grdo como as proteinas. Assim,
ainda que aumente o conteudo de compostos insollveis com o cozimento do arroz-
vermelho, a elucidacdo de suas estruturas quimicas e das interacbes com outros
componentes do grdo, bem como sua metabolizacdo pela microflora e eventual

absorcao pelo trato gastrintestinal devem ser mais bem compreendidas.

O cozimento do arroz selvagem nao provocou alteragdes significativas
nos teores de compostos fendlicos, flavonoides e de atividade antioxidantes pelos
dois métodos empregados. Nao foi encontrado nenhum estudo publicado sobre o
efeito do cozimento nos teores de seus fitoquimicos e na sua atividade antioxidante.
Sabe-se que os principais compostos fendlicos presentes nessas variedades sao 0s
glicosideos de flavonas, diglicosideo de apigeninas, glicosil-arabnosil apigenina e
diarabnosil apigenina e também monémeros e oligdbmeros de flavan-3-ol, tais como
catequinas e epicatequinas e estruturas di, tri, tetra e pentaméricas desses
compostos, presentes em teores totais que variam de 0,7 a 23,9 mg/100g, de acordo
com o genatipo (QIU; LIU; BETA, 2009). Acredita-se, portanto, que esses compostos
nao sofram degradacdo significativa nas condicdes de cozimento do arroz,

mantendo suas propriedades antioxidantes.

A partir das amostras utilizadas neste estudo conclui-se que o arroz-preto,
em comparacao ao arroz-vermelho e ao arroz selvagem, contém os maiores teores
de compostos fendlicos totais e de flavonoides, bem como, a maior atividade

antioxidante, mesmo apés o cozimento.

5.6 Andlise multivariada

5.6.1 Analise de componentes principais

A analise de componentes principais foi utilizada para reduzir o nimero
de variaveis analisadas a um numero menor de indices, que sdo combinacdes
lineares das variaveis originais. Estes indices sdo chamados de componentes

principais.
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Ao avaliar simultaneamente as Figuras 22 e 23, observa-se que o
componente principal 1 (p[1]) concentra 67,5% da variancia total dos dados. Nos
guadrantes a direita estdo distribuidos os genétipos com altos teores de proteina e
de acido a-linolénico em contraste com baixa atividade antioxidante e baixos teores
de compostos fendlicos, lipideos e acidos graxos (exceto o ac. a-linolénico). Assim,
o arroz selvagem apresenta essas caracteristicas. Nos quadrantes a esquerda
encontram-se 0s genétipos de arroz-preto de grdos longos, em funcao de sua alta
atividade antioxidante e elevados teores de compostos fendlicos e lipideos. Em
contrapartida, o arroz-preto de grdos médios e o arroz-vermelho estdo centralizados,
devido aos teores intermediarios destes compostos, sendo que 0 arroz-preto
apresenta-se um pouco deslocado para a esquerda em funcdo dos teores maiores

de compostos fendlicos e de sua maior atividade antioxidante.
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Figura 22. Andlise por componentes principais (PC1 x PC2): representacdo da dispersédo
das variaveis.
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Multivariada2.M1 (PCA-X)
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Figura 23. Andlise por componentes principais (PC1 x PC2): representacdo das amostras
de arroz-preto gréaos longos (vermelho), arroz-preto grdos médios (verde), arroz-vermelho
(azul) e arroz selvagem (roxo).

O componente principal 2 (p[2]) explica 14,6% da variancia total dos
dados e desloca para os quadrantes superiores, 0s gendétipos com maiores teores
de fibra, proteinas e residuo mineral e para os quadrantes inferiores, os genotipos
com o0s menores teores destes nutrientes. De forma geral, o arroz-vermelho

apresenta os menores teores de fibra em relacdo aos demais tipos de arroz.

5.6.2 Analise de funcao discriminante (AFD)

A partir da andlise de componentes principais utilizou-se uma ferramenta
estatistica multivariada supervisionada, a analise de funcdo discriminante, que
separa os grupos de amostras com significancia estatistica. Essa separacédo se da
por uma combinacdo linear de caracteristicas observadas que apresenta maior

poder de discriminacéo entre populacdes de amostras.

Na Figura 24 ilustra-se um dendrograma utilizando a AFD, onde ha

variacédo de zero a 250 no eixo Y, sendo que zero representa alta similaridade e 250
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baixa similaridade entre os grupos. Observa-se, na altura da linha tracejada, a
distribuicdo das amostras em quatro grupos diferentes: 1l-arroz selvagem, 2-arroz-
preto graos longos, 3-arroz-preto grdos medios e 4-arroz-vermelho. Os dois grupos
gue apresentam menor distancia entre si, ou seja, 0s que mais se assemelham séo
0 arroz-preto grdos médios e o arroz-vermelho. A uma distancia maior desses dois

grupos esta o arroz-preto grdos longos e por fim, o grupo mais distante, 0 mais
diferenciado é o arroz selvagem.
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Group 1

t[123] Il Group 2
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[ Group 4

200 -

150 -

100 -

50 -

L T T T T T

Calculated with ward and sorted by size.

Figura 24. Dendograma de andlise hierarquica de agrupamento: arroz selvagem (linha

verde), arroz-preto graos longos (linha azul), arroz-preto graos médios (linha vermelha) e
arroz-vermelho (linha amarela).

Na Figura 25 estdo apresentados os dados de analise discriminante entre
as amostras de arroz-preto grdos meédios e de arroz-vermelho. A partir da avaliacéo
simultanea das Figuras 25A e 25B pode-se dizer que esses dois grupos de amostras
sdo diferenciados principalmente pela presenca de antocianinas, pela maior
atividade antioxidante (ORAC) e maior teor de flavonoides no arroz-preto graos
médios em relacdo ao arroz-vermelho. Ainda, pode-se afirmar que variaveis como

proteinas, acidos graxos saturados e atividade antioxidante por DPPH" nao
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discriminam bem os dois grupos de arroz, mas sim as amostras dentro de cada

grupo.

Na Figura 25C mostra-se a contribuicdo das variaveis, que influenciam o

modelo estatistico, em ordem decrescente. As variaveis mais importantes na

separacao dos grupos séo aquelas que apresentam a maior contribuicdo e a menor

faixa de variacdo. Sendo assim, as principais variaveis sdo antocianinas, ORAC e

flavonoides. E interessante notar que a atividade antioxidante medida pelo método

de DPPH né&o consegue discriminar bem o arroz-preto do arroz-vermelho.

Portanto,

significativamente diferentes (Figura 25D).
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Figura 25. Analise de funcdo discriminante entre amostras de arroz-preto grdos médios
(verde) e de arroz-vermelho (azul). (A) Gréfico de dispersdo das amostras, (B) grafico das
variaveis que influenciam o modelo, (C) grafico da contribuicdo das variaveis na predicdo do
modelo e (D) andlise de validagdo cruzada ANOVA do modelo.
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Os dados de analise discriminante entre as amostras de arroz-preto graos
médios e de arroz-preto grados longos estdo apresentados na Figura 26. A partir da
avaliacdo simultanea das Figuras 26A e 26B pode-se dizer que esses dois grupos
de amostras sao diferenciados principalmente pelos maiores teores de lipideos e de
seus acidos graxos, fibras insoluveis, fibras totais e proteinas no arroz-preto de
gréos longos. Ainda, pode-se afirmar que varidveis como atividade antioxidante
(ORAC e DPPH’), compostos fendlicos totais, flavonoides e antocianinas néo
discriminam bem os dois grupos de arroz, mas sim as amostras dentro de cada
grupo. Este resultado indica que o elevado teor de antocianinas, independente do

formato do grao, é responsavel pela alta capacidade antioxidante no arroz-preto.

De acordo com a Figura 26C, as variaveis mais importantes na separacao
dos grupos sao acidos graxos em geral, lipideos totais e proteinas. Embora as fibras
apresentem contribuicdo importante, a faixa de variagcdo é grande, o que limita a
confianca nesta variavel em relagdo a separacdo dos grupos. Neste caso, a
atividade antioxidante, medida tanto por ORAC quanto por DPPH, apresentam
resposta semelhante na diferenciacdo dos grupos. O arroz-preto graos médios e o

arroz-preto gréaos longos séo significativamente diferentes (Figura 26D).
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Figura 26. Andlise de funcdo discriminante entre amostras de arroz-preto grdos médios
(verde) e de arroz-preto gréos longos (azul). (A) Grafico de dispersdo das amostras, (B)
gréfico das variaveis que influenciam o modelo, (C) grafico da contribuicdo das variaveis na
predicdo do modelo e (D) andlise de validacédo cruzada ANOVA do modelo.

Na Figura 27 estdo os dados de analise discriminante entre as amostras
de arroz-preto gréos longos e de arroz-vermelho. A partir da avaliacdo simultanea
das Figuras 27A e 27B pode-se dizer que esses dois grupos de amostras sao
diferenciados principalmente pela presenca de antocianinas, pela maior atividade
antioxidante (ORAC) e maior teor de flavonoides no arroz-preto graos longos em
relacdo ao arroz-vermelho. Essas obsevacOes sdo semelhantes as realizadas na

comparacao entre arroz-preto graos médios e arroz-vermelho.
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Figura 27. Analise de funcdo discriminante entre amostras de arroz-preto grdos longos
(azul) e de arroz-vermelho (vermelho). (A) Grafico de dispersdo das amostras, (B) gréfico
das variaveis que influenciam o modelo, (C) grafico da contribuicdo das variaveis na
predicdo do modelo e (D) andlise de validacédo cruzada ANOVA do modelo.

Neste caso também, as varidveis mais importantes na separacao dos
grupos sdo antocianinas, ORAC e flavonoides (Figura 27C). Embora a variavel
‘residuo mineral” apresente contribuicdo importante, a faixa de variacdo é grande, o
gue limita a confianca nesta variavel em relacéo a separacdo dos grupos. Mais uma
vez estes dados reforcam que o melhor método de analise de atividade antioxidante
€ 0 ORAC, quando se deseja comparar um conjunto de amostras composto por
arroz-preto e vermelho. O arroz-preto grdos longos e o arroz-vermelho séo

significativamente diferentes (Figura 27D).

A analise discriminante entre os grupos de arroz-preto graos longos e de
arroz selvagem encontra-se ilustrada na Figura 28. Observa-se que o arroz-preto de
graos longos diferencia-se do arrroz selvagem devido a alta atividade antioxidante e

aos altos teores de lipideos, acidos graxos (exceto &acido a-linolénico) e de

1

3 | Regression 11.8698 4| 2.96749 | 10,4287 0.000967333 [ 1.72264

4 | Residual 3. 13008 11 0.254551 0.533433
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compostos fendlicos. O arroz selvagem, por sua vez, diferencia-se do arroz-preto
gréos longos devido ao seu maior teor de proteina e de acido a-linolénico (Figuras
28A e 28B). Assim, praticamente todas as variaveis sao importantes na separacao

significativa (Figura 28D) dos dois grupos exceto residuo mineral e fibras (Figura

28C).

Multivariada2.M5 (PLS-DA)
Colored according to classes in M5

Multivariada2 M5 (PLS-DA)
A Colored according to model terms B
3 i
Linals @
2
@FretoLong
1] Freto Long @ @ypreto Long O Seivagen2
Sel 2
@rrEoLong Osvesem
§o PrEE ong @ uagend O @Frotsinas
@PretoLong Selvagen, zQ 9 @ Residuo i
| Preto Long @ @ pretg Lgng 7
Preto Lohg 21
Preto Long @ ‘. ertol ang ]
24 13
1 @Fibas
N 041 lorar
05
i @ Fibra Tot
4 , . . 06
-15 -10 2 5 10 03 02 01 0 01 02
1] wc1]
R2X[L] = 0.874 R2X[2] = 0.0536 E1lipse: Hotelling's T2 (95%) R2X[1] = 0.874 R2X[2] = 0.0536
Multivariada2.M5 (PLS-DA)
z 3 4 | s ] [ | =
T S5 DF M5 F P sD
Total corr. 15 15 1 1
| 3 |regression 14.716 7| 2.10229 59.2225 2.90135e-00§  L.44993
Residual 0.283985 8 0.0354981 0.188409

o = o @ o = = @ @ T = Q c @ = 5 © @
s 2 8 ¢ ® E § v ¥ a k &£ € & = & 8§ £
= 2 o 5 =1 = = c k<] o (&} 4 o) £ ) » = »
0 £ © 8 ® a WU 2§ 0O c § £ 3 g = ¢
£ g 2 7§ 2 ¢ & E 2 & g 2 2 &
< o 2 2 = [l
< < [ < o
Var ID (Primary)

Figura 28. Analise de funcédo discriminante entre amostras de arroz-preto gréos longos
(azul) e de arroz selvagem (amarelo). (A) Gréafico de dispersdo das amostras, (B) grafico das
variaveis que influenciam o modelo, (C) grafico da contribui¢cdo das variaveis na predigdo do
modelo e (D) andlise de validagdo cruzada ANOVA do modelo.

As mesmas observacfes descritas acima séo validas quando se avalia a
analise discriminante entre os grupos de arroz-preto grdos médios e de arroz

selvagem (Figura 29).
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Figura 29. Analise de funcéo discriminante entre amostras de arroz selvagem (laranja) e de
arroz-preto grdos meédios (verde). (A) Gréfico de dispersdo das amostras, (B) gréfico das
variaveis que influenciam o modelo, (C) grafico da contribuicdo das variaveis na predi¢cao do
modelo e (D) analise de validacdo cruzada ANOVA do modelo.

A anadlise discriminante entre os grupos de arroz-vermelho e de arroz
selvagem encontra-se ilustrada na Figura 30. Observa-se que o arroz-vermelho
diferencia-se do arrroz selvagem devido a sua maior atividade antioxidante e aos
maiores teores de lipideos, acidos graxos (exceto acido a-linolénico) e de compostos
fendlicos em geral. O arroz selvagem, por sua vez, diferencia-se do arroz-vermelho
devido ao seu maior teor de proteina e de acido a-linolénico (Figuras 30A e 30B).
Também sdo essas as observacdes quando se diferencia o arroz-preto do arroz
selvagem. Em relacdo a contribuicdo das variaveis na separacdo dos grupos, ha
uma diferenca neste caso. A atividade antioxidante medida pelo método do ORAC
nao é uma variavel importante para a diferenciacdo dos dois grupos, assim como
fibras e residuo mineral (Figura 30C) também ndo sdo. Sendo assim, ao analisar a
atividade antioxidante de um conjunto de amostras contendo arroz selvagem e

arroz-vermelho é aconselhavel utilizar o método de DPPH".
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Figura 30. Analise de funcéo discriminante entre amostras de arroz selvagem (laranja) e de
arroz-vermelho (vermelho). (A) Grafico de dispersdo das amostras, (B) grafico das variaveis
gue influenciam o modelo, (C) grafico da contribuicdo das variaveis na predi¢cdo do modelo e
(D) analise de validacédo cruzada ANOVA do modelo.

Na Figura 31, referente a um grafico biplot, resumem-se as informacdes
da andlise discriminante de todas as amostras de arroz-preto, vermelho e selvagem,
antes e apos o cozimento. O objetivo desta analise foi observar a diferenciacdo das
amostras cruas e cozidas dos tipos de arroz, quanto aos compostos fendlicos e sua
atividade antioxidante. Portanto, nesse grafico foram somente consideradas as
variaveis: compostos fendlicos totais, antocianinas, flavonoides e atividade
antioxidante por DPPH" e ORAC.

No quadrante direito estdo alocadas as amostras com maiores teores de
compostos fenolicos e maior atividade antioxidante em contraposicdo ao quadrante
esquerdo, onde as amostras alocadas apresentam o0s menores teores desses

compostos e a menor atividade antioxidante.
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Figura 31. Gréfico biplot da analise de funcéo discriminante de amostras de arroz-preto
graos meédios, arroz-preto graos longos, arroz-vermelho e arroz selvagem, antes e apds o
cozimento.

Embora algumas vezes ndo haja a diferenciacéo clara entre os grupos de
arroz nota-se que de forma geral, o arroz-preto graos longos cru se diferencia dos
demais pelos altos teores destes fitoquimicos, em especial de flavonoides e de
antocianinas. O arroz-preto graos meédios cru apresenta caracteristicas semelhantes
as do arroz graos longos, mas com concentracdo de fitoquimicos e atividade
antioxidante inferiores na maior parte das amostras.

O cozimento do arroz-preto grdos meédios e grados longos leva a uma
perda significativa nos teores de fitoquimicos e na atividade antioxidante dos graos
reunindo essas amostras praticamente em um Gnico grupo.

O cozimento do arroz-vermelho torna-o muito semelhante ao arroz
selvagem, tanto cru quanto cozido, em termos de teores de compostos fendlicos e

atividade antioxidante formando um unico grupo.
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5.7 Andlise do y-orizanol e homdlogos da vitamina E

As condi¢cBes cromatograficas utilizadas permitiram a analise quantitativa,
simultanea, dos quatro principais constituintes dos homélogos da vitamina E e do -

orizanol, em uma mesma corrida.

Na Figura 32 (A e B) estdo apresentados os cromatogramas de uma
mistura de padrbes dos homélogos da vitamina E e do y-orizanol em concentracdes
conhecidas. Na mistura, os isdmeros da vitamina E foram detectados por

fluorescéncia e o y-orizanol por UV/Visivel.

Pelo fato do arroz apresentar maior concentracdo de y-tocotrienol em
relacdo aos demais tocois, houve a necessidade de uma corrida adicional para a

guantificacdo deste composto com o extrato de arroz diluido 50 vezes.

Homdélogos da vitamina E
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Figura 32. Cromatograma representativo por CLAE-fase reversa da mistura de padrdes: (A)
- homologos da vitamina E: (a) y-tocotrienol (2ug/mL), (b) a-tocotrienol (2,5ug/mL), (c) y-
tocoferol (10pg/mL), (d) a-tocoferol (10ug/mL)); (B) - y- orizanol: (e,f,g,h) os quatro principais
componentes (330ug/mL).

A identificacdo das substancias foi baseada no tempo de retencdo, no

espectro de absorcao e por comparagao com dados da literatura (Figura 33 A e B).
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Figura 33. (A e B) Cromatograma representativo por CLAE - fase reversa de extrato de
arroz integral. (a) y-tocotrienol, (b) a-tocotrienol, (c) y-tocoferol, (d) a-tocoferol por
fluorescéncia nos comprimentos de excitacdo e emissao de 298 e 328 nm, respectivamente
e (e,f,g,h) y-orizanol por UV/Vis a 325nm (PASCUAL et al., 2013).

Os teores de tocotrienodis (a-T3 e y-T3), tocoferdis (a-T e y-T), tocdis totais
e de y-orizanol de arroz-preto e vermelho, expressos em mg/100g de arroz (base

seca) estédo apresentados na Tabela 25.

Os tocéis totais, que representam a somatéria dos quatro homadlogos
separados da vitamina E, variaram no arroz-preto de 2,9 a 5,2 mg/100g e no arroz-
vermelho de 2,5 a 4,5 mg/100g. O y-tocotrienol foi 0 componente majoritario nos dois
tipos de arroz e representou em média 70% dos tocadis totais. Os outros homélogos,
y-tocoferol, a-tocoferol e a-tocotrienol, contribuiram respectivamente com 17%, 7% e

5% no arroz-preto e com 11%, 11% e 8% no arroz-vermelho.

Informacdes sobre o perfil e os teores de tocois em arroz-vermelho e
preto sdo praticamente inexistentes. O Unico estudo encontrado na literatura
cientifica foi desenvolvido na Coréia por Kong e Lee (2010). Os autores analisaram
duas cultivares de arroz-preto produzidas localmente e encontraram teores de tocois
totais de 4,3 e 4,5 mg/100g, semelhantes aos observados neste trabalho. Embora o
y-tocotrienol tenha sido o composto majoritario nessas cultivares, representando
47% do total, os homodlogos a-tocoferol e a-tocotrienol também contribuiram com

guantidades significativas e representaram respectivamente cerca de 30% e 20%
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dos tocdis totais, enquanto que o y-tocoferol estava presente em quantidades

insignificantes.

Tabela 25. Teores de vitamina E (a-, y-tocotrienol, a-, y-tocoferol, tocadis totais) e y-

orizanol em arroz-preto e vermelho.

Amostras a-T3 y-T3 a-T YT -I.;%(;giig y-orizanol
mg/100g arroz base seca
Arroz-preto
Ruzene®2013 0,4+0,0 1,7+0,2 0,5+0,0 0,3+0,0 29+0,1 33,7+1,2
SCS 120 Onix 2013 0,2+0,0 2,600 0,2+0,0 0,6 £0,0 36+0,1 30,1+1,2
SC 704 2013 0,1+0,0 3,3+0,2 0,2+0,0 1,0+£0,0 4,6 +0,2 20,4+0,8
SC 705 2013 0,1+0,0 3,2+0,2 0,2+0,0 1,0+£0,0 45+0,2 18,8+0,8
SC 706 2013 0,2+0,0 34+0,2 0,3+0,0 0,9+0,0 4,8+0,2 21,3+1,0
SC 707 2013 0,3+0,0 2,4+0,1 0,5+0,0 0,4+£0,0 35+£0,1 242+1,0
SC 708 2013 0,2+0,0 4,1+0,1 0,2+0,0 0,7x0,0 52+0,1 228121
Médiatdp 0,2+0,1 3,0+£0,8 0,3+0,1 0,7+0,3 4,2+0,8 245+5,5
Arroz-vermelho
Ruzene® 2013 0,3+0,0 1,4+0,1 0,5+0,0 0,3+0,0 25+0,1 27,0+1,0
SCS 119 Rubi 2013 0,1+0,0 2,8+0,1 0,2+0,0 0,7+0,0 3,8+0,1 15,8+0,5
SC 709 2011 0,2+0,0 35+0,1 0,4+0,0 0,4+0,0 45+0,2 26,1+0,8
SC 710 2011 0,4+0,0 2,8+0,1 0,5+0,0 0,3+0,0 4,0+0,2 23,6 £0,2
Média+tdp 0,3%0,1 2,6+0,9 04+0,1 0,4+0,2 3,7+0,9 23,1+51

Média das andlises em triplicata. Médias + desvio padrdo. Nao houve diferenca significativa nos
valores da coluna (p<0,05).

Teores variaveis de tocais totais de cultivares de arroz integral branco de
diferentes paises ja foram descritos na literatura. Finocchiaro et al. (2007)
encontraram teor de 4,3 mg/100g em uma Unica cultivar desenvolvida na Italia.
Enquanto Britz et al. (2007) observaram grande variacdo nos teores de tocadis totais
(3,8 — 9,1 mg/100g) de seis cultivares provenientes dos Estados Unidos. Algumas
hipéteses que tentam explicar a grande variacdo nos teores desses compostos
levam em conta diferencas nas condi¢des climaticas durante o desenvolvimento e

maturacao do gréo e variabilidade genética das cultivares.

Os teores médios de tocOis de arroz-preto e de arroz-vermelho
encontrados no presente trabalho séao, respectivamente, 40% e 30% maiores do que

0s observados no arroz integral ndo pigmentado cultivado no Brasil. Em um estudo
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anterior, com 27 amostras de arroz integral ndo pigmentado, o teor médio de tocdis
totais foi de 2,5 mg/100g (1,8 - 3,1 mg/100g), sendo que o y-tocotrienol também
correspondeu ao componente majoritario, com 70% de contribuicdo no teor total
(PASCUAL et al., 2013). Em um estudo anterior, também realizado por nosso grupo,
32 cultivares de arroz integral das subespécies japonica (n=10) e indica (n=22)
foram analisadas; observou-se que o tocois totais variaram de 1,0 a 3,2 mg/100g,
sendo que na subespécie japonica o a-tocoferol foi o tocol predominante enquanto

gue na subespécie indica foi o y-tocotrienol (HEINEMANN et al., 2008).

Ao analisar os teores médios de tocois totais e de cada um dos
homdlogos de vitamina E, observa-se que ndo ha diferenca significativa entre o
arroz-preto (4,2 mg/100g) e o arroz-vermelho (3,7 mg/100g), indicando que a
concentracdo desses compostos no gréo de arroz nao esta relacionada a coloracéo

vermelha ou preta do pericarpo.

Na Tabela 25 também estdo descritos os teores de y-orizanol presentes
nos gendtipos de arroz-preto e vermelho. A variacdo no arroz-preto foi de 18,8 a
33,7 mg/100g e no arroz-vermelho de 15,8 a 27,0 mg/100g. Os teores médios dos
dois grupos foram estatisticamente iguais (24,5 e 23,1 mg/100g) e sdo 6 vezes

maiores do que os teores médios de tocais totais.

Os teores de y-orizanol em arroz-preto e vermelho descritos na literatura
sdo bastante variaveis. Kim et al. (2013% quantificaram esse fitoquimico em 28
cultivares de arroz-vermelho e 5 de arroz-preto, provenientes de diferentes paises
da Asia e da Africa; os menores teores foram encontrados em uma cultivar de arroz-
vermelho da india (3,5 mg/100g) e em uma de arroz-preto de Taiwan (4,0 mg/100g)
e 0S maiores teores em uma cultivar de arroz-vermelho da Libéria (21,0 mg/100g) e
em uma de arroz-preto da Malasia (20,3 mg/100g). Em outro estudo, os teores de y-
orizanol em dois gendtipos de arroz-preto foram trés vezes maiores do que 0s
encontrados neste trabalho; as amostras provenientes da Coréia apresentaram
concentragfes de 60 e 75 mg/100g de arroz (KONG; LEE, 2010). Pereira-Caro et al.
(2013) também analisaram uma cultivar de arroz-preto produzida no Japéo e o teor
de y-orizanol encontrado foi de 27,9 mg/100g, semelhante aos teores observados

neste trabalho.
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Um estudo desenvolvido no Sri Lanka demonstra que a pigmentacéo do
arroz ndo esta relacionada com a maior ou menor concentracdo de y-orizanol no
grdo (GUNARATNE et al., 2013). Os autores concluiram que os teores médios de y-
orizanol de oito variedades de arroz-vermelho foram semelhantes aos das trés
variedades de arroz integral ndo pigmentado (41,5 e 48,2 mg/100g,

respectivamente).

Os teores médios de y-orizanol dos genétipos de arroz-preto e de arroz-
vermelho analisados neste trabalho s&o, respectivamente, 30% e 20% maiores do
gue os observados no arroz integral ndo pigmentado cultivado no Brasil. Em um
estudo anterior, com 27 amostras de arroz integral ndo pigmentado, o teor médio de
y-orizanol foi de 18,8 mg/100g (15,1 — 21,9 mg/100g) de arroz (PASCUAL et al.,
2013).

De forma geral, os teores de tocois totais e de y-orizanol nos genotipos de
arroz-preto e vermelho avaliados foram maiores do que os do arroz ndo pigmentado
produzido no Brasil. Entretanto, esta diferenca deve ocorrer em funcdo de
caracteristicas varietais especificas destas linhagens e/ou interacdo genotipo X

ambiente, independente da coloracédo do pericarpo.
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6. CONCLUSOES

= Com base nas analises quimicas e na analise estatistica multivariada é
possivel agrupar os diferentes tipos especiais de arroz em quatro grupos,
significativamente diferentes entre si: arroz selvagem, arroz-preto de grédos longos,

arroz-preto de graos médios e arroz-vermelho.

7

= O arroz selvagem é o que mais se diferencia, por apresentar 0s
maiores teores proteicos e de acido a-linolénico e os menores teores de lipideos, de

compostos fendlicos e atividade antioxidante.

= O arroz-preto se destaca pela presenca de antocianinas, sendo a
cianidina-O-glicosideo, a majoritaria. E também pelo alto teor de flavonoides e pela
alta atividade antioxidante.

= No arroz-preto, o formato alongado do grédo determina os maiores

teores de proteinas e lipideos.

= O método ORAC ¢é mais apropriado do que o DPPH" para avaliar a
atividade antioxidante do arroz-preto, por ser mais sensivel a presenca de

antocianinas.

= O arroz-preto de grdos médios e o arroz-vermelho sdo similares em
termos de composicdo de nutrientes e compostos fendlicos totais. Enquanto no
arroz-preto predominam as antocianinas, no vermelho as proantocianidinas sdo os

compostos fendlicos majoritarios.

= A andlise multivariada demonstrou que o formato do grdo é
determinante na diferenciacdo dos dois grupos de arroz-preto em termos de
composicao de nutrientes, como proteinas e lipideos, mas ndo de fitoquimicos e de

atividade antioxidante.

= O cozimento do arroz provoca perda significativa nos teores de
compostos fendlicos totais e na atividade antioxidante do arroz-preto e vermelho,

enquanto que no arroz selvagem nao se observa o mesmo efeito.
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= Os teores dos fitoquimicos lipossoluveis, y-orizanol e homologos da
vitamina E, sdo semelhantes em arroz-preto e vemelho, indicando que independem

da coloracgéo do pericarpo.

= Os tipos especiais de arroz apresentam perfil diferente de fitoquimicos

e, consequentemente, podem exercer fungdes diferentes no organismo humano.
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https://wwws.cnpq.br/cvlattesweb/pkg_impcv.trata#Orientacoes
https://wwws.cnpq.br/cvlattesweb/pkg_impcv.trata#Bancas
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Formag&o complementar

2011 - 2011

2010 - 2010

2008 - 2008

2007 - 2007

2007 - 2007

2007 - 2007

2007 - 2007

2006 - 2006

Bioquimica Avancada.
Instituto de Quimica, IQ/USP, Brasil

Estatistica Ndo Paramétrica.
Faculdade de Saude Publica, FSP, Brasil

Metodologia do Ensino Superior.
Faculdade de Educagéo, FE/USP, Brasil

Fundamentos de Biologia Molecular Aplicados a Nutr.
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas e Bioquimicas, FCF/USP, USP, Brasil

Seminéario em Ciéncia dos Alimentos e Nutri¢&o.
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas e Bioquimicas, FCF/USP, USP, Brasil

Aprimoramento Didatico.
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas e Bioquimicas, FCF/USP, USP, Brasil

Compostos Bioativos em Alimentos.
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas e Bioquimicas, FCF/USP, USP, Brasil

Quimica e Anélise de Alimentos Lipidicos.
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas e Bioquimicas, FCF/USP, USP, Brasil

Atuacéo profissional

1. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas e Bioquimicas, FCF/USP - USP

Vinculo
institucional

2010 - 2010 Vinculo: Estagiario , Enquadramento funcional: Monitora da disciplina Alimentos e Nutricdo |, Regime: Parcial

2009 - Atual Vinculo: livre , Enquadramento funcional: Aluno de pds-graduagao, bolsista CNPq , Carga horaria: 40, Regime:

Integral

2006 - 2009 Vinculo: livre , Enquadramento funcional: Aluno de pés graduagéo, bolsista FAPESP , Carga horaria: 32, Regime:

Parcial

2. Auténoma - AUTONOMA

Vinculo
institucional

2004 - 2005 Vinculo: Profissional autébnomo , Enquadramento funcional: Revisor de documentos farmacéuticos , Carga horaria:

40, Regime: Integral

Atividades

02/2002 - 04/2004 Servigo Técnico Especializado

Especificagdo:

Elaboragéo e revisédo de documentacéo técnica para a area de indUstria farmacéutica: documentagdo de
fabricacéo e andlise, relatérios de estabilidade, documentos de validagdo, documentos internacionais para
transferéncia de tecnologia

3. DM-Monange - DM-MONANGE

Vinculo
institucional
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2004 - 2004 Vinculo: Contrato por prazo determinado , Enquadramento funcional: Analista de desenvolvimento , Carga horéaria:
40, Regime: Integral

Atividades
10/2004 - 12/2004 Servico Técnico Especializado
Especificagéo:

Estudos de estabilidade de novas férmulas farmacéuticas. Desenvolvimento de novos produtos farmacéuticos,
adequacdo de formulas, testes em escala laboratorial e escala de producéo.

4. Boehringer Ingelheim do Brasil - Bl - BRASIL

Vinculo
institucional

1997 - 2001 Vinculo: Funcionério , Enquadramento funcional: Técnico de Tecnologia Farmacéutica , Carga horaria: 40,
Regime: Integral

Atividades
07/1997 - 09/2001 Servigo Técnico Especializado, Tecnologia da Qualidade / DQMA

Especificacéo:

ValidagOes de transporte, limpeza e de processo. Estudos de estabilidade de medicamentos. Desenvolvimento de
novos produtos. Transferéncia de tecnologia. Procedimentos operacionais. Otimizacao de processos.
Qualificagdo de equipamentos.

5. Bayer S/A - SP - BAYER

Vinculo
institucional

1996 - 1997 Vinculo: Estagio , Enquadramento funcional: Estagio , Carga horéria: 40, Regime: Integral

Atividades
07/1996 - 06/1997 Estagio, Documentagéo Técnica / Produgéo Farmacéutica
Estéagio:

Setor de Documentagao Técnica: elaboragdo de documentos de validagéo, roteiros de fabricagdo e embalagem,
treinamento técnico para pessoal de producao e elaboragéo de procedimentos operacionais.

6. Universidade Federal de Sao Paulo - UNIFESP

Vinculo
institucional

1994 - 1996 Vinculo: Estagio , Enquadramento funcional: Iniciagédo Cientifica , Carga horaria: 25, Regime: Parcial

Atividades
02/1994 - 07/1996 Estagio, Departamento de Bioquimica
Estéagio:

Estudos de inibidores de proteases isolados de sementes de Equinodorus paniculatus e Bauhinia bahunioides.
Auxilio na preparagdo de aulas praticas de Bioquimica na UNIFESP.
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Projetos de
pesquisa

2008 - 2010

Projetos de

desenvolvimento

tecnolégico

2006 - 2008

Efeito de cultivares, regido de plantio e processamento sobre o perfil de compostos bioativos em arroz integral
produzido no Brasil.

Descricéo: intengdo deste estudo é avaliar a variabilidade dos teores dos compostos bioativos (gama-orizanol,
vitamina E e compostos fendlicos) em cultivares de arroz, promissores do ponto de vista comercial, sob influéncia
daregido de plantio, diferentes safras, bem como o efeito da parboilizacéo. Para tanto foi desenvolvido junto &
EPAGRI (Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensdo Rural de Santa Catarina) Estacéo Itajai, um
delineamento amostral de cultivares com estas caracteristicas..

Situacdo: Em andamento Natureza: Projetos de pesquisa

Alunos envolvidos: Graduacao (1); Mestrado académico (1); Doutorado (1);

Integrantes: Isabel Louro Massaretto (Responsavel); ; Cristina de Simone Carlos Iglesias Pascual; José Alberto
Noldin; Ursula Maria Lanfer Marquez; Nadia Valéria Mussi de Mira; Flavia Labonia Garbin

Contribui¢édo e importancia dos compostos fendlicos na capacidade antioxidante do arroz integral

Descri¢do: A proposta deste projeto € padronizar a extragdo dos compostos fendlicos, soluveis e insolUveis do
arroz integral e a avaliar a contribuicao de cada fragdo na capacidade antioxidante total. O estudo compreende a
extragcdo destas substancias contabilizando todas as fragGes, comparando-se o uso de diferentes solventes e
tratamento alcalino para a sua liberacao. A atividade antioxidante sera avaliada por duas metodologias em
genotipos de arroz integral de pericarpo ndo pigmentado e pigmentado e sera verificado se existe correlagdo com
o contetido de compostos fendlicos.

Situacao: Concluido Natureza: Projetos de desenvolvimento tecnolégico

Alunos envolvidos: Graduacéo (1); Mestrado académico (1); Doutorado (1);

Integrantes: Isabel Louro Massaretto (Responsavel); ; Cristina de Simone Carlos Iglesias Pascual; Ursula Maria
Lanfer Marquez; Nadia Valéria Mussi de Mira; Flavia Labonia Garbin

Financiador(es): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico-CNPq

Areas de atuacio

Fabricagdo de Medicamentos

Andlise e Controle de Medicamentos

Compreende Bem , Fala Razoavelmente , Escreve Bem , Lé Bem

1. Bromatologia
2. Ciéncia de Alimentos
3. Analise de Alimentos
4.
5.
Idiomas
Inglés
Espanhol

Compreende Razoavelmente , Fala Pouco , Escreve Pouco , Lé Razoavelmente

Prémios e titulos

2008 Melhor trabalho de Iniciagédo Cientifica, XIll Semana Farmacéutica de Ciéncia e Tecnologia

Producao

Producéo bibliogréfica

Artigos completos publicados em periédicos

1.

N =
vy Pascual, Cristina de Simone Carlos Iglesias, Massaretto, Isabel Louro, Kawassaki, Fabiana, Barros,


http://lattes.cnpq.br/3504206495670533
http://lattes.cnpq.br/6554276571306010
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodres.2011.07.013
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Rosa Maria Cerdeira, Noldin, José Alberto, Marquez, Ursula Maria Lanfer
Effects of parboiling, storage and cooking on the levels of tocopherols, tocotrienols and y-oryzanol in brown rice
(Oryza sativa L.). Food Research International. , v.50, p.676 - 681, 2013.

A\
t:.f Massaretto, Isabel Louro, Madureira Alves, Marcio Fernando, Mussi de Mira, Nadia Valéria,
Carmona, Adriana Karaoglanovic, Lanfer Marquez, Ursula Maria

Phenolic compounds in raw and cooked rice (Oryza sativa L.) and their inhibitory effect on the activity of
angiotensin |-converting enzyme. Journal of Cereal Science (Print). , v.54, p.236 - 240, 2011.

A\
i"..( de Mira, Nadia Valéria Mussi, Massaretto, Isabel Louro, Pascual, Cristina de Simone Carlos Iglesias,
Lanfer Marquez, Ursula Maria

Comparative study of phenolic compounds in different Brazilian rice (Oryza sativa L.) genotypes. Journal of Food
Composition and Analysis (Print). IEE, v.22, p.405 - 409, 2009.

Trabalhos publicados em anais de eventos (completo)

1.

MASSARETTO, I. L., KAWASSAKI, F., GALVAO, N. S., MIKARO, A. S., NOLDIN, J. A., MARQUEZ, U. M. L.
Composicao centesimal e teor de antocianinas em arroz pigmentado (Oryza sativa, L.) e arroz selvagem (Zizania
aquatica, L.) In: VII Congresso Brasileiro de Arroz Irrigado, 2011, Balnearico Camboriti / S.C..

VIl Congresso Brasileiro de Arroz Irrigado. , 2011. v.2. p.721 - 724

KAWASSAKI, F., MASSARETTO, I. L., MIKARO, A. S., GALVAO, N. S., NOLDIN, J. A., RAIMONDI, J.V.,
MARQUEZ, U. M. L.
Compostos fendlicos no arroz parboilizado e sua correlagdo com a capacidade antioxidante In: VIl Congresso
Brasileiro de Arroz Irrigado, 2011, Balneario Camborit - SC.

VIl Congresso Brasileiro de Arroz Irrigado. , 2011. v.2. p.725 - 728

Trabalhos publicados em anais de eventos (resumo)

1.

MASSARETTO, I. L., GALVAOQ, N. S., SUN, J. J. L., BARROS, R. M. C., MARQUEZ, U. M. L.
Chemical composition of black and red pigmented (Oryza sativa, L.) and wild rice (Zizania aquatica, L.) In: XVII
Semana Farmacéutica de Ciéncia e Tecnologia, 2012, Sao Paulo.

Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences. Sdo Paulo: , 2012. v.48. p.43 - 43

MASSARETTO, I. L., BERTOLDI, F. C., DESCHAMPS, F. C., GALVAQ, N. S., SUN, J. J. L., BARROS, R. M. C.,
NOLDIN, J. A., MARQUEZ, U. M. L.
Diferengas na composi¢éo quimica de arroz integral preto, vermelho e selvagem In: XXIII Congresso Brasileiro de
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, 2012, Campinas.

XXIIl Congresso Brasileiro de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. , 2012.

MASSARETTO, I. L., KAWASSAKI, F., GALVAO, N. S., MARQUEZ, U. M. L.
Chemical composition and anthocyanin content in pigmented rice (Oryza sativa, L.) and wild rice (zizania aquatica,
L.) In: XLVI Semana Universitaria Paulista de Farmacia e Bioquimica, 2011, S&do Paulo.

Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences. , 2011. v.47. p.74 - 74

SILVA, C.M.B, MARQUEZ, U. M. L., MASSARETTO, I. L., KAWASSAKI, F.
Compostos fendlicos e capacidade antioxidante em arroz (Oryza sativa, L.) de pericarpo pigmentado e ndo
pigmentado e em arroz selvagem (Zizania aquatica L.) In: XXII Congresso Brasileiro de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos, 2010, Salvador - Bahia.

Ciéncia e Tecnologia de Alimentos: potencialidades, desafios e inovagdes. , 2010. p.455 - 455

KAWASSAKI, F., MARQUEZ, U. M. L., SILVA, C.M.B, MASSARETTO, I. L., PASCUAL, C. S. C. I.
Correlagao entre compostos fendlicos e atividade antioxidante de arroz integral e arroz parboilizado integral In:
XXII Congresso Brasileiro de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, 2010, Salvador - Bahia.

Ciéncia e Tecnologia de Alimentos: potencialidades, desafios e inovagdes. , 2010. p.468 - 469

KAWASSAKI, F., MASSARETTO, I. L., SILVA, C.M.B, MARQUEZ, U. M. L.
Efeito da parboilizagdo nos compostos fendlicos e na atividade antioxidante em arroz integral (Oryza sativa L.) In:
XV Semana Farmacéutica de Ciéncia de Tecnologia da FCF/USP, 2010, S&o Paulo.

Brazilian Journal of Pharmaceutical Science. , 2010.

PASCUAL, C. S. C. I, MARQUEZ, U. M. L., BARROS, R.M.C., MASSARETTO, I. L.
Estabilidade do gama-orizanol e da viatmaina E durante a cocgdo de arroz integral e parboilizado (Oriza sativa L.)
In: XXII Congresso Brasileiro de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, 2010, Salvador - Bahia.

Ciéncia e Tecnologia de Alimentos: potencialidades, desafios e inovagdes. , 2010. p.632 - 632

MASSARETTO, I. L., MARQUEZ, U. M. L., KAWASSAKI, F., SILVA, C.M.B, PASCUAL, C. S. C. I.
Substancias com atividade inibidora da enzima conversora de angiotensina | (ECA) presentes em alimentos In:
XXII Congresso Brasileiro de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, 2010, Salvador - Bahia.

Ciéncia e Tecnologia de alimentos: potencialidades, desafios e inovagdes. , 2010. p.827 - 828

MASSARETTO, I. L., FERNANDES, H. C., MARQUEZ, U. M. L.
Cooking effect on phenolic compounds of pigmented and non-pigmented rice In: XIV Semana Farmacéutica de
Ciéncia e Tecnologia, 2009, Sao Paulo.

Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences. , 2009. v.45. p.9 - 9

FERNANDES, H. C., Massaretto, Isabel Louro, MARQUEZ, U. M. L.


http://lattes.cnpq.br/2122863342403909
http://lattes.cnpq.br/4573528961800402
http://lattes.cnpq.br/3504206495670533
http://lattes.cnpq.br/1186161683363922
http://lattes.cnpq.br/8477273797750463
http://lattes.cnpq.br/9606935645524288
http://lattes.cnpq.br/1186161683363922
http://lattes.cnpq.br/8477273797750463
http://lattes.cnpq.br/9606935645524288
http://lattes.cnpq.br/1186161683363922
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http://lattes.cnpq.br/9606935645524288
http://dx.doi.org/10.1016/j.jcs.2011.06.006
http://dx.doi.org/10.1016/j.jfca.2008.06.012

11.

12.

13.

14.

15.

16.
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Inhibition of angiotensin converting enzyme (ACE) by phenolic compounds in whole rice. In: XIV Semana
Farmacéutica de Cliéncia e Tecnologia, 2009, Sao Paulo.
Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences., 2009. v.45. p.14 - 14

MASSARETTO, I. L., KANZAWA, L. A., LANFER-MARQUEZ, U. M.
Inibicdo da enzima conversora de angiotensina | (ECA) por compostos fendlicos presentes em arroz integral In:
Xl Semana Farmacéutica de Ciéncia e Tecnologia, 2008, S&o Paulo.

Rev. Bras. Ciéncias Farmacéuticas. , 2008. v.44. p.17 - 17

KANZAWA, L. A.,, MASSARETTO, I. L., LANFER-MARQUEZ, U. M.
Inibicdo da a-amilase por compostos fendlicos presentes em arroz integral cru e cozido. In: XIll Semana
Farmacéutica de Ciéncia e Tecnologia, 2008, Sao Paulo.

Xl Semana Farmacéutica de Ciéncia e Tecnologia. , 2008. v.44. p.25 - 25

MASSARETTO, I. L., MIRA, N. V. M., PINTO, P. A., PASCUAL, C. S. C. |, NOLDIN, J. A., SCHIOCCHET, M. A.,
LANFER-MARQUEZ, U. M.
Teores de compostos fendlicos em genétipos de arroz integral antes e apds o cozimento In: XXI Semana
Farmacéutica de Ciéncia e Tecnologia da FCF/USP, 2007, S&o Paulo.

Rev. Bras. Ciéncias Farmacéuticas. , 2007. v.43supl. p.9 - 9

PASCUAL, C. S. C. I, PINTO, P. A, MIRA, N. V. M., MASSARETTO, I. L., FAGUNDES, C. A. A., MARQUEZ, U.
M. L.
Teores de gama-orizanol em gendtipos de arroz integral cru e cozido In: XXI Semana Farmacéutica de Ciéncia e
Tecnologia da FCF/USP, S&o Paulo.

Rev. Bras. Ciéncias Farmacéuticas. , 2007. v.43supl. p.14 - 14

Souza, A.F., LOURO, I.J., Oliveira, C., Sampaio, M.U., Oliva, M.L.V.
Inhibition of blood clotting by Echinodorus paniculatus extract. In: Reunido Anual da Sociedade Brasileira de
Bioquimica e Biologia Molecular - SBBg, Caxambu - MG.

Abstract Book. , 1996. p.135 - 135

Souza, A.F., MASSARETTO, I. L., Oliveira, C., Sallai, R. C., Oliva, M.L.V., Sampaio, C.A.M.
Characterization of trypsin inhibitor form Echinodorus paniculatus In: Ruenido Anual da Sociedade Brasileira de
Bioquimica e Bilogia Molecular - SBBg, Caxambu - MG.

Abstract Book. , 1995. p.120 - 120

Trabalhos publicados em anais de eventos (resumo expandido)

1.

MASSARETTO, I. L., BARROS, R. M. C., BERTOLDI, F. C., NOLDIN, J. A., MARQUEZ, U. M. L.
Estudo comparativo de macronutrientes, compostos bioativos e capacidade antioxidante de arroz-preto, vermelho
e selvagem In: VIII Congresso Brasileiro de Arroz Irrigado, 2013, Santa Maria / RS.

Avaliando cenarios para a producéo sustentavel de arroz. Grafica e Editora Pallotti, 2013. v.02. p.1488 - 1491

MASSARETTO, I. L., FERNANDES, H. C., NOLDIN, J. A., SCHIOCCHET, M. A., MARQUEZ, U. M. L.
Compostos fendlicos em arroz pigmentado e nao pigmentado cru e cozido In: VI Congresso Brasileiro de Arroz
Irrigado, 2009, Porto Alegre - RS.

VI Congresso Brasileiro de Arroz Irrigado. , 2009.

MASSARETTO, I. L., ALVES, M. F. M., FERNANDES, H. C., CARMONA, A. K., MARQUEZ, U. M. L.
Inibicdo da enzima conversora de angiotensina | por compostos fendlicos de arroz pigmentado e ndo pigmentado
In: VI Congresso Brasileiro do Arroz Irrigado, 2009, Porto Alegre - RS.

VI Congresso Brasileiro do Arroz Irrigado. , 2009.

MASSARETTO, I. L., ALVES, M. F. M., KANZAWA, L. A., CARMONA, A. K., LANFER-MARQUEZ, U. M.
Inibicdo da enzima conversora de angiotensina | (ECA) e da a-amilase por compostos fendlicos presentes em
arroz integral cru e cozido. In: XXI CONGRESSO BRASILEIRO DE CIENCIA E TECNOLOGIA DE ALIMENTOS E
DO XV SEMINARIO LATINO AMERICANO E DO CARIBE DE CIENCIA E TECNOLOGIA DE ALIMENTOS, 2008,
Belo Horizonte.

XXI CONGRESSO BRASILEIRO DE CIENCIA E TECNOLOGIA DE ALIMENTOS. , 2008.

LANFER-MARQUEZ, U. M., MASSARETTO, I. L., MIRA, N. V. M.
Oryzanol y Otros Compuestos Bioactivos en Arroz Producido en Brasil In: IV Encuentro Internacional del Arroz,
2008, Havana.

IV Encuentro Internacional del Arroz. , 2008. p.576 - 581

MASSARETTO, I. L., MIRA, N. V. M., PINTO, P. A., PASCUAL, C. S. C. I., SCHIOCCHET, M. A., NOLDIN, J. A,,
LANFER-MARQUEZ, U. M.
Avaliacéo do efeito do cozimento no contetdo de compostos fenélicos em genétipos de arroz integral In: V
Congresso Brasileiro de Arroz Irrigado, 2007, Pelotas/RS.

V Congresso Brasileiro de Arroz Irrigado - Anais. Pelotas: Magalhdes Janior A. M., 2007. v.2. p.636 - 639

PASCUAL, C. S. C. I, PINTO, P. A., MIRA, N. V. M., MASSARETTO, I. L., FAGUNDES, C. A. A., LANFER-
MARQUEZ, U. M.
Efeito da cocgdo sobre os teores de gama-orizanol em arroz integral In: V Congresso Brasileiro de Arroz Irrigado,
Pelotas/RS.

V Congresso Brasileiro de Arroz Irrigado - Anais. Pelotas: Magalhdes Janior A. M., 2007. v.2. p.625 - 628

Apresentacédo de trabalho e palestra
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N
L Lf MASSARETTO, I. L., BARROS, R. M. C., BERTOLDI, F. C., NOLDIN, J. A., MARQUEZ, U. M. L.

Estudo comparativo de macronutrientes, compostos fendlicos e capacidade antioxidante de arroz-preto,

vermelho e selvagem, 2013. (Congresso,Apresentacdo de Trabalho)

2. KAWASSAKI, F., MIKARO, A. S., MASSARETTO, I. L., NOLDIN, J. A., MARQUEZ, U. M. L.
Correlation between phenolic compounds and antioxidant activity in brown rice before and after parboiling,
2011. (Congresso,Apresentacéo de Trabalho)

3. MASSARETTO, I. L., KAWASSAKI, F., NOLDIN, J. A.,, MARQUEZ, U. M. L.

Phenolic compounds in raw and cooked rice (Oryza sativa L.) and their inhibitory effect on the activity of
angiotensin I-converting enzyme, 2011. (Congresso,Apresentacéo de Trabalho)

Producéo técnica

Entrevistas, mesas redondas, programas e comentarios na midia

1. MASSARETTO, I L.
Habitos de vida e alimentagéo, 2010

Orientacg0es e Supervisoes

Orientacdes e supervisdes

Orientagdes e supervisfes concluidas

L
@( (OrientacOes de teses e dissertagfes coincidentes com informacdes na base CAPES, a
partir do ano de 1996 orient_teses_capes)

1996)
Trabalhos
de
concluséo
de curso
de
graduaca
[0}
1. Desenvolvido em grupo. Antocianinas - Uma revisao literaria. 2011. Curso (Farmacia) - Faculdades Oswaldo
Cruz
2. Lilian Aki Kanzawa. Efeito da atividade inibidora dos alimentos na Enzima Conversora de Angiotensina
(ECA) (co-orientacdo). 2009. Curso (Farmécia) - Universidade de Sao Paulo
Eventos

Eventos

Participacdo em eventos

1. VIl Congresso Brasileiro de Arroz Irrigado, 2013. (Congresso)
Estudo comparativo de macronutrientes, compostos bioativos e capacidade antioxidante de arroz-preto, vermelho
e selvagem.

2. Apresentagdo de Poster / Painel no(a) XVII Semana Farmacéutica de Ciéncia e Tecnologia, 2012. (Outra)
Chemical composition of black and red pigmented (Oryza sativa, L.) and wild rice (Zizania aquatica, L.).

3. Apresentagdo de Poster / Painel no(a) XXIlIl Congresso Brasileiro de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos,
2012. (Congresso)
Diferengas na composicéo quimica de arroz integral preto, vermelho e selvagem.

4. Apresentacdo de Poster / Painel no(a) XLVI Semana Universitaria Paulista de Farmacia e Bioquimica, 2011.
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Whole rice has been widely studied due to the abundance of Woactive compounds in its pericarp. Some
of the beneficial effects of these compownds on heman health have been attributed to their antiosxidant
and other biodogical activities, sich as enzyme inhibdton In this work, we evaluated the contents of total,
anluble and insoluble phenslic compounds of & red and 10 non-pigmented genotypes of whole roe as
well as their inhildtory effect on the activity of anglotensin l-converting enzyme (ACE)L The effects of
cooking on phenclics and their inhibitory activities were also imestigated. Red genotypes showed high
content of phenclics, mainly soluble compounds, at an average of 4027 mg ferulic ackd eq 100 g
whereas overall lower average levels (994 mg ferulic acid eq. /100 g) at an approsdmate sol ublefinsoluble
compound rate of 1:1 were ohserved in non-pigmented rice. Pigmented rice displayed a greater
iruhid ity e flect om ACE T han non-plgmenited rice. In fact, a ggnificant oorrel ation between the content of
soluble phenolics and ACE inhibidon was observed (r — OUB9ES, p < 0051 In additlon to sgnificantly
reducing  the levels of total phenolics and ACE inhibition, cooking altered the solublefinsoluble
compound ratio, especially among red foe genotypes.

i 11 EBevier Lid. All nights reserved.

1. Introduction

The angiotensin l-converting enzyme | ACE), distributed in many
tissues and biological fluids, is a key component of the renin-
angiotensin system (RAS) that controls blood pressure through
a cascade of enzymatic reactions.

Despite some side effects that may lead to clinical treatment
discontinuation, synthetic ACE inhibitors represent an important
therapeutic approach to combating high blood pressure. Clinical
management of hypertension requires lifelong commitment as well
as drug therapy coupled with changes in lifestyle and the devel-
opment of healthy eating habits (Chen et al, 2009). Although
patients with pre-hypertension do not need ant-hypertensive
drugs, they are likely to develop hypertension Interestingly, they
show a good response to non-medical treatment, including weight
loss, smoking cessation, reduction in =salt and fat intake, regular
physical activity and modemate alcohol consumpton (Chobanian
et al., 2003).

Abbrevigtions: Abz, orthoaminobemzoic acid; ACE, angiotensin |-mmeerting
enzyme; Dnp, 2 A-dintrophenyl
* Comesponding author. Tel: <55 11 3091 3684; fao <55 11 3015 4490,
E-muail addrecs: |anferumd@spbr (LW Lanfer Marquez)

0733521008 — see front mather & 2011 Elsevier Ld. All rights ressred.
i L1016 fjos 20 106006

Several food-derived peptides may contribute to reducing
blood pressure, espedally in pre-hypertensive patents, although
favanol-rich foods, including cocoa products, tea and red wine, as
will as purified compounds, such as procyanidins and catechins
have been reported to inhibit in vime ACE activity (Actis-Goretta
e al, 2006; Grassi et al., 2005; Ottaviani et al., 2006). The inhibi-
tory effects on ACE activity and the acivation of endothelial nitric
oxide synthase (eMO5), consttute the probable mechanism since
nitric cecide { MO} mediates endothelivm-dependent vasodilation by
acting as an intracellular and intercellular messenger (Chen et al.,
2009)

Consumption of whole-grain rice, espedally the red and black
pigmented genotypes, has amused considerable interest because of
both its high content of flavonoids, such as proanthocyanidins and
anthocyanins, and its wide range of phenolic adds and derivatives.

In general, the biological activities of phenolic compounds
depend on their absorption and metabolism, which are dosely
mrelated to their chemical structure ranging from simple phenolic
structures to highly polymerized compounds. Therefore, from an
analytical wview, they can be dassified into soluble (free and
conjugated) and insoluble bound forms (Maczk and Shahidi, 2004;
Zhou et al, 2004). In non-pigmented rice, soluble phenolics
contribute with ~60% of total phenaolics, whereas in pigmented
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Effects of parboiling, storage and cooking on the levels of tocopherols, tocotrienols
and ~vy-oryzanol in brown rice (Oryza sativa L)
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Vitamin E and ~yoryzanol disply a wide range of biokogical activities induding hypochalesteralemic,
anti-infhmmatory and atiocdamt activities. Although white rioe is for mare popula workwide,
cansumgeian of brown rice is inceasing, pargally on acount of the presence of bicacive compounds;
however, the efiects of parboiling, storage and maoking on them are not well-characterivad. The effers of

ﬂ"':u parbailing and 2 6-month somage period on the comtents of vigmin E and yoryzanal in thres brown rie
Mm?]ing' cultivars growm in three diffent lomtions m Brail were nvestigxed Also, their levels in branded
Coviing nan-parhailed and parboiled brown ricewer monitored before and afer moking. Vitamin E homaolo guesand
orage ~y-aryzanal were ssparated by RP-HPLC equipped with PDA and fluoreseen o detectars. The aerage lavels of
Vizamin E tital tomls and y-oryzanal in the raw brown rice culgvars studied were 25 and 188 mgkg, respartivedy. OF
“poaryzaned the viamin E homalogues, y-oootrienal comritbuted with 743 of total ks, followed by c-tompheral,
w-tomtrienal and y-mooph em]in minar quantitis . The combined proesses, parboiling, storage and moking,
led to an approcimate 0L redudbion in tocols and only y-nomtrenol was deteciable after any of the
proesses. Parhailing followed by storage resuled in an approcimate S0 Joss of paryzanol Cooking had

almast no further effect over y-aryzanal levels in parboiled rice previously stored for 6 months.
© 2011 Elsevier Lid. All rights neserved.
1. st e st v stisdies in animal amd hirnan beings have shinvn that this group of

Of all the bosctive li pophilic compownds found in the outer Liyers
of brown rice kemels, vitamin E and y-oryzanol are of greater
sdentifle interest because of their potential health benefits.

Vitamin E occurs in the fom of eight stereobkomers, four
tompherols (o, B 3, 61 and fow tocotrienoks (o B, 4, 6L which
differ in the satirstion state of the isoprenoid sde duin The mast
abundant tocols found in indim rice ane: y-tocotre nol, a-tocopheral,
a-tocotrienal and y-tocopherol [Aguilar-Garcls, Gaving, Barsgafo-
Msqueda, Hevia, & Gaving, 2007, Heinemann, Xu, Godber, &
Lanfer-Marquez, 2008). In addivion to their potential antioidant
activity, tomk have been reporied to reduce lipid peraxidation,
attenuate lipid-related risk factors [elevated LI cholesterol levels,
plateler spgregation ), display anti-inilammatory properties and show
anti-carcinogenic and cardiovascular provective elfeas. Infsct, several
minvel beneficial structre-relsted effects of individusl tocophenols
aid tocotrienals have been reported (Thwari & Cummins, 2009).

Brown rice is alio a unique source ol y-orzanol which is 2 mix-
ture of at exst 10 | ipophilic phy testeraids ( Xu &Godber, 1999). Several

* i) aathod. Tel: 455 1130590 3654 Gx + 55 11 3515 4410,
Emum addrest landenamd® wep br (LI Margueer).
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compoinds displis antieidan properties, ttakand -L0-¢holes teol-
loveering and HDL-chols terol ingessing efecs [Gerhardt & Gallo,
1958 ; Rong Ausman, & Nicolosl, 1957, Wilkon, ldreis, Taylor, & Naodsi,
2R ) Orher health benefits of y-oneanol, such &5 reduction of Dumo
incidence, inhibition of plaelet sggregation and anti- inflam matory
activity, have been observed | Lerma-Gand a, Herme ro-Mant nez, Simd-Al-
foiso, Mendonga, & Rami s-Ramaos, 209)

The [aciors alfecing the scoumulation of toool s and y-onzanol in
brown rice have been investigated. Genetic and envimonmental
Tacors, such 5 growing locations, harvesting and weather cond| tons,
are suggested to inflene their concentration in the grain | Agul-
lar-Garcia o al, 2007, Britz et al, 2007; Heinemann et al, 2008,
Miller & Engel 2006 Although studies on phytodvemicals in brown
rige have been widely carmed oul and have provided wvaluable
information 1o guide the seleaion and the development of phyte-
chemicalrich genotypes, lile & known about the elfects of
prodessing and cooldng on their soul @ntents in resdy-to-2ar
foods Waorldwide, 170 million ©ns of rough rice §5 unofficially
estimated 1o be patsoiled every year, one-fifth of the sverage annuwal
praduction (Amato & Hixs 2005 )1k Ga, the prodiucton of parbod ed
rice is likely to increxse, fueled mot ondy by the technical advaniages
and nutritional beneflts of the proces, b also by s seadily
iMCTe iS5 g Aaeplance by COnSumers



