> °
/\ XXVIII Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica
L V Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica Jinior

¥

EXTRACAO DE ANTOCIANINAS E COMPOSTOS FENOLICOS DO ARROZ
PRETO (ORYZA SATIVA L.) POR METODOLOGIA DE SUPERFICIE DE
RESPOSTA COM SOLVENTE ATOXICO

Isabela Leite Neves (PIBIC/FA), Neiva Deliberali Rosso (Orientador), e-mail:
ndrosso@uepg.br.

Universidade Estadual de Ponta Grossa/Departamento de Quimica.
Ciéncias Exatas e da Terra e Quimica
Palavras-chave: Espectroscopia, Uv-Vis, Flavondides, DPPH.

Resumo

O extrato do arroz preto (Oryza sativa L.) apresenta um conteudo significativo de
antocianinas, flavonoides e compostos fendlicos. Associado a estes compostos
apresenta uma elevada atividade antioxidante. O objetivo do projeto foi extrair o
maior contetudo de antocianinas a partir de um planejamento experimental com as
variaveis independentes. As antocianinas do arroz preto (Oryza sativa L.) foram
extraidas com uma solucdo de &agua:acetona na proporcdo de 60:40, por
metodologia de superficie de resposta. O efeito da combinacdo entre as
temperaturas 10, 30 e 50 °C e os tempos de 15, 30 e 45 min foram observados para
as variaveis de resposta antocianinas, flavonoides, compostos fendlicos e atividade
antioxidante por DPPH e FRAP. Observou-se que 0 arroz preto apresenta um alto
teor de antocianinas, de 177,51 mg de antocianinas por 100 g de arroz preto, sendo
este obtido no ponto central em uma temperatura de 30 °C durante 30 min.

Introducao

O arroz (Oryza sativa L.) € um commodity agricola, € um dos graos mais
produzidos e consumidos mundialmente (WALTER et., 2008; MIRA et al., 2008). O
mais consumido € o arroz branco, no entanto existem algumas variedades de arroz
pigmentadas, conhecidas como arroz preto e vermelho que sdo consumidas em
diversos lugares do mundo como na China, Japdo e Coreia. De acordo com
Agosttineto et al. (2001) e Tananuwong, Tewaruth (2010) as variedades
pigmentadas de arroz, como 0 arroz preto, apresentam em Seu pericarpo uma
grande quantidade de antocianinas. As antocianinas ocorrem em frutas, vegetais,
legumes e cereais (BRIDLE, TIMBERLAKE, 1997). S&o pigmentos naturais,
responsaveis pelas variadas cores, desde vermelha, roxa e azul. Sao utilizadas
como corantes naturais, por conferir cores vibrantes aos alimentos, beneficios a
saude e elevada solubilidade em agua, o que permite que sejam incorporados aos
alimentos (LOYPIMAI et al., 2015; PEDRO et al., 2016).

As antocianinas apresentam um relevante potencial antioxidante, devido a sua
estrutura. O grupo hidroxila presente na molécula apresenta elétrons livres, e esta
préximo ao anel benzénico, liberando assim mais facilmente o 4tomo de hidrogénio
para inativar espécies reativas (PEDRO et al., 2016). O mecanismo de compostos
bioativos priméarios promove a remocéo ou inativacéo dos radicais livres, por meio da
doacdo de atomos de hidrogénio, formando assim espécies inativas e um radical
inerte, que é procedente do antioxidante, este € estabilizado por ressonancia, assim
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nao apresenta capacidade de iniciar ou propagar reagdes oxidativas (RAMALHO,
JORGE, 2006).

Material e Métodos

Os grdos de Arroz Preto foram adquiridos no comércio de Santa Catarina
(Floriandpolis). Os graos foram triturados em um moinho analitico (Quimis-628A21)
e a farinha peneirada para padronizacdo do tamanho das particulas a 60 mesh.

Extracdo e determinagdo das antocianinas e flavonoides

Um delineamento Composto Central Rotacional foi proposto para avaliar o efeito da
combinacdo entre os fatores tempo e temperatura, variaveis independentes. As
temperaturas foram 10, 30 e 50 °C, e os tempos de 15, 30 e 45 min. As variaveis de
resposta foram contetdo de antocianinas, flavondides, compostos fendlicos totais, e
a atividade antioxidante DPPH e FRAP. O planejamento foi composto por 11
combinagdes, com 3 pontos centrais. Estabeleceu-se que o solvente seria uma
solucdo agua:acetona, na propor¢cdo 60:40. Uma amostra de aproximadamente
0,5000 g foi pesada, e transferida em uma cela termostatizada, com a solugao
extratora e a solucdo foi filtrada em um baldo volumétrico de 25 mL. As antocianinas
e os flavonoides foram quantificados de acordo com Pedro et al. (2016), pelo método
espectrofotométrico UV-Vis (Shimadzu UV-1800), no comprimento de onda de 535
nm para antocianinas e 374 nm para os flavondides. Um volume de 1 mL do extrato
foi adicionado em um baldo de 5 mL e o volume completado com uma solugéo
tampéao KCI/HCI, pH=1.

Quantificacdo dos compostos fendlicos

O conteudo de compostos fendlicos foi determinado de acordo com Singleton et al.
(1999), com algumas modificacées. Em um baldo de 5 mL, foram adicionados 3 mL
de agua ultrapura, 250 pyL de reagente Folin-Ciocalteu 0,2 N e 100 pL do extrato.
Agitou-se a solucdo e adicionou-se 750 pL de uma solucdo de Na.COs (0,9435
mol/L), e o volume foi completado com agua ultrapura. Colocou-se os balées em um
ambiente em auséncia de luz, durante 60 min, a temperatura ambiente. A
absorbancia foi registada no comprimento de onda de 761 nm, em um
espectrofotometro (SHIMADZU 1800). O conteudo de compostos fendlicos foi
determinado com uma curva padrdo de acido galico na faixa de concentracdo de 10
a 70 umol L.

Atividade Antioxidante por DPPH e FRAP

A atividade antioxidante por DPPH, dos extratos foi determinada de acordo com
Brand-Williams et al. (1995) com ligeiras modificacdes. Aliguotas de 100 pL do
extrato foram adicionadas em baldes de 5 mL e o volume foi completado com uma
solucdo etandlica de DPPH. Os baldes foram armazenados em auséncia de luz,
durante 60 min, a temperatura ambiente, a absorbancia foi registrada em A = 517
nm. A atividade antioxidante foi expressa em mg de acido ascorbico, AA, por 100 g
de amostra, a partir de uma curva padrdo de AA na faixa de concentragédo de 1,46 a
4,78 mg.mL1. A atividade antioxidante por FRAP, foi realizado de acordo com
Benzie e Strain (1996). O reagente FRAP foi preparado a partir de 2 mL da solucao
TPZ 0,01 mol/L com 2 mL da solugao cloreto de Fe(lll) 0,2 mol/L, e o volume do
baldo de 25 mL foi completado com uma solucdo tampdo acetato/acido acético
pH=3,6. Adicionou-se em baldes de 5 mL, 1 mL do reagente FRAP (2,4,6-
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tripiridiltriazina-Felll), 100 yL do extrato, e o volume completado com a solucao
tampéo pH 3,6. A absorbéancia foi registrada em 596 nm. A atividade antioxidante foi
determinada com a curva padrdo de Fe(ll) na faixa de concentracdo de 0,464 a
3,193 mg/mL.

Resultados e Discusséao

O conteudo de antocianinas variou estatisticamente (p < 0,0001) de 135,78 —
177,51 mg de antocianinas por 100 g de amostra. O maior teor ocorreu na
temperatura de 30 °C durante 30 minutos. Os teores de flavondides variaram
estatisticamente de 93,45 — 185,37 mg de flavonoides por 100 g de arroz preto. O
menor teor ocorreu na temperatura de 10 °C durante 15 minutos e o maior contetdo
na a 58,28 °C por 30 minutos. O conteudo de compostos fendlicos totais variou de
689,84 — 987,57 mg de acido galico por 100 g de amosra. O maior teor ocorreu na
temperatura de 50 °C e 45 min e 0 menor contetido a 1,70 °C durante 30 min.
Para a extracdo de antocianinas, os fatores temperatura linear e quadratica e o
tempo linear e quadratico foram significativos. Para os flavonoides observou-se que
a temperatura linear, tempo linear e quadratico foram significativos. Para a extracao
dos compostos fendlicos, verificou-se que nenhuma das variaveis independentes,
tempo e temperatura, foram significativos. A Figura 1 mostra os graficos de Pareto
para as variaveis de respostas antocianinas, flavonoides e compostos fendlicos
totais.

Figura 1 — Graficos de Pareto para as varidveis de resposta antocianinas,
flavonoides e compostos fendlicos totais.
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Os valores da atividade antioxidante pelo método de DPPH variaram
estatisticamente (p < 0,0001) de 626,31 — 847,99 mg de AA por 100 g de arroz preto.
As andlises da atividade antioxidante por DPPH mostraram que a maior
porcentagem de inibicdo foi de 46%, para o extrato obtido a 50 °C por 15 min. A
atividade antioxidante por FRAP variou estatisticamente de 376,35 — 569,47 mg
equivalente de Fe(ll) por 100 g de arroz preto. O maior teor ocorreu na temperatura
de 30 °C e 30 min e a menor atividade antioxidante na temperatura de 10 °C durante
45 min. Para a atividade antioxidante por DPPH, somente a temperatura linear foi
significativa, enquanto por FRAP nenhum dos fatores analisados foram
significativos. A diferengca observada para os dados da atividade antioxidante entre
DPPH e FRAP para as mesmas amostras, pode ser atribuido ao diferente
mecanismo envolvido nos dois processos.
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Conclusdes

A partir dos resultados conclui-se que os gréos de Arroz Preto (Oryza sativa L.)
apresentam um elevado conteddo de antocianinas e associado a uma elevada
atividade antioxidante. A metodologia de superficie de resposta permitiu avaliar o
efeito do tempo com a temperatura para a extragcdo de antocianinas, flavonoides,
compostos fendlicos e atividade antioxidante do arroz preto. O melhor contetdo de
antocianinas foi obtido no ponto central, com uma temperatura de 30 °C durante 30
min, sendo este de 177,51 mg de antocianinas por 100 g de arroz preto.
Temperaturas mais elevadas podem degradar as antocianinas e associado uma
menor atividade antioxidante. Conclui-se assim que o arroz preto é uma fonte rica de
antocianinas, considerado um alimento rico em compostos bioativos, com elevada
atividade antioxidante.
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