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RESUMO

DETERMINACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DO GAMA ORIZANOL IN
VITRO

Autor: NEICI CACERES SILVA
Orientador: CRISTIANO RICARDO JESSE
Local e data: Itaqui, 13 de maio de 2013

O gama orizanol é considerado através de varios estudos como um excelente
antioxidante devido sua composicao estar atribuida a uma mistura complexa de mais
de 23 ésteres do acido ferulico e caféico com &lcoois triterpenos e esterdis. O arroz
(Oryza Sativa L.) é considerado um dos alimentos de maior consumo no mundo, no
Brasil arroz é consumido em sua maioria na forma de arroz polido, devido a uma
maior rapidez no tempo de preparo, aparéncia e soltabilidade dos graos, bem como,
a aspectos culturais da maioria dos consumidores brasileiros. O arroz integral,
dependendo da cultivar, contém em sua composi¢do de 8 a 10% de farelo, onde
ficam retidos os micronutrientes e 0s compostos bioativos do arroz, entre eles, o
gama orizanol. O farelo de arroz é um subproduto do beneficiamento do arroz e
constitui a matéria prima para a obtencéo do 6leo de arroz. A borra de neutralizagéo
do Oleo de arroz (RBOS) que é um subproduto da extracdo do 6leo de arroz é
considerada uma das principais fontes para a extracdo do gama orizanol e vem
recebendo muita atencdo pelos paises produtores de arroz, devido a presenca de
grande quantidade desse composto, que de acordo com varios estudos, oferece
muitos beneficios a saude. O objetivo desse estudo foi determinar a capacidade
antioxidante do gama orizanol através dos métodos 2,2-difenil-1-picril-hidrazil
(DPPH) e 2,2-azinobis-3-etil-benzotiazolina-6-acido sulfénico (ABTS). O resultado da
avaliacdo de atividade antioxidante através do método por DPPH foi realizado
através da monitorizacdo do sequestro do radical livre DPPH, pelas aliquotas de
ensaio das amostras, comprovada através das medidas do decréscimo das
respectivas medidas de absorbéancia, o resultado de maior significancia para este
método foi obtido na concentracdo de 250 pmol. mL™* onde sua atividade
antioxidante foi expressa em 50,53%. O resultado da atividade antioxidante com o
método ABTS que obteve maior significancia também foi obtido na concentracéo de
250 umol. mL™ com 90,63%. Desta forma, verificou-se que o gama orizanol teve a
sua capacidade antioxidante confirmada nos dois métodos de avaliagdo in vitro.

Palavras-chave: ABTS, acido ferulico, DPPH, radicais livres.



ABSTRACT

DETERMINATION OF ANTIOXIDANT CAPACITY IN VITRO GAMMA ORYZANOL

Author: NEICI CACERES SILVA
Advisor: CRISTIANO RICARDO JESSE
Place and date: Itaqui, May 13, 2013

The gamma oryzanol is considered by many studies as an excellent antioxidant
because of its composition being attributed to a complex mixture of over 23 esters of
caffeic and ferulic acid with sterols and triterpene alcohols. Rice (Oryza sativa L.) is
considered one of the most consumed foods in the world, in Brazil rice is consumed
mostly in the form of polished rice, due to a faster time of preparation, appearance
and separation grain and as the cultural aspects of most Brazilian consumers. Brown
rice, depending on the cultivar, in its composition contains 8-10% bran, which are
retained micronutrients and bioactive compounds of rice, between them, gamma
oryzanol. The rice bran is a byproduct of rice milling and constitutes the raw material
for obtaining rice bran oil. The sludge neutralization of rice bran oil (RBOS) which is a
byproduct of the extraction of rice bran oil is considered one of the main sources for
the extraction of gamma oryzanol and has received much attention by rice producing
countries, due to the presence of large amounts this compound, which according to
several studies, offers many health benefits. The aim of this study was to determine
the antioxidant gamma oryzanol through methods 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl
(DPPH) and 2,2-azinobis-3-ethyl-benzothiazoline-6-sulfonic acid (ABTS). The result
of the evaluation of antioxidant activity by DPPH method for monitoring was
conducted by the kidnapping of free radical DPPH, the rates of test samples, proven
by measuring the decrease of its absorbance measurements, the result of greater
significance for this method was obtained at a concentration of 250 micromol. mL-1
where its antioxidant activity was expressed in 50.53%. The result of antioxidant
activity by the ABTS method with highest significance was also obtained at a
concentration of 250 micromol. mL-1 with 90.63%. Thus, it was found that the
gamma oryzanol had its antioxidant capacity observed between the two methods of
evaluation in vitro.

Key words: ABTS, ferulic acid, DPPH, free radicals.



FIGURA 1

FIGURA 2

FIGURA 3

FIGURA 4

FIGURA 5

FIGURA 6

FIGURA 7

FIGURA 8

LISTA DE FIGURAS

Principais classes de fitoquimicos naturais.

Estrutura quimica dos principais componentes do
gama orizanol.

Reacéo da evolucao da cor do radical DPPH com
antioxidantes.

Reacéo da evolucao da cor do radical ABTS com
antioxidantes.

Estabilizagdo do radical ABTS por um antioxidante
e sua formacao pelo persulfato de potassio

Reducéo do radical DPPH com o uso do gama ori-
zanol.

Reducgéo do radical ABTS com o uso do gama ori-
zanol.

Reducéo do radical DPPH e ABTS com o uso do
gama orizanol.

19

21

27

27

27

31

32

33



LISTA DE SIGLAS

ABTS 2,2-Azinobis-3-Etil-Benzotiazolina-6-Acido Sulfénico
ATP Adenosina Trifosfato

BHA Butilhidroxianisol

BHT Butilhidroxitolueno

CAT Catalase

DMSO Dimetilsulfoxido

DNA Acido Desoxirribonucleico
DPPH 2,2-Difenil-1-Picril-Hidrazil
EROs Espécies Reativas de Oxigénio
GPx Glutationa Peroxidase

GSH Glutationa Reduzida

GSSG Glutationa Oxidada

HDL Lipoproteina de Alta Densidade

IN VITRO Técnica Laboratorial com Reacdes em Vidro (tubos, placas, entre outros)
IN VIVO Ensaio Laboratorial Envolvendo Seres Vivos
JOSAPAR Joaquim Oliveira S/A e Participacdes

LDL Lipoproteina de Baixa Densidade

RBOS Borra de Neutralizac&o do Oleo do Farelo de Arroz
SOD Superoxido Dismutase

TBHQ Terc-Butilhidroquinona

UNIPAMPA Universidade Federal do Pampa
UV-VIS Espectroscopia no Ultravioleta Visivel



TABELA 1

TABELA 2

TABELA 3

TABELA 3

LISTA DE TABELAS

Concentracgdes utilizadas para sequestro do radical DPPH.

Concentracgdes utilizadas para sequestro do radical ABTS.

Resultados das avaliagdes antioxidantes do gama orizanol
utilizando o método DPPH.

Resultados das avaliagdes antioxidantes do gama orizanol
utilizando o método ABTS .

29

29

30

31



mg

pumol. mg
pumol. L™
L

nm

LISTA DE SIMBOLOS

Alfa.

Beta.

Grama.

Miligramas.

Micro.

Micro mol por Miligrama.
Micro mol por Litro.
Micro Litros.

Nano Mol.

NUmero.

Igual.



15

1 INTRODUCAO

Dentre os cereais de importancia no Brasil, destaca-se o arroz, que contém,
aproximadamente, de 6 a 8 % do seu peso em farelo. E neste farelo que se encontra
a maior parte da reserva lipidica do arroz, entre 15 e 20 %. Além disso, possui de 5
a 8 % de proteinas, 40 a 50 % de carboidratos soluveis e de 5 a 8% de fibras
(MORETTO e FETT, 1998).

Outro estudo de Silva et al. (2001) indicou que o farelo de arroz possui teores
de lipidios entre 16 % e 22 %, mas é no arroz parboilizado, devido ao tratamento
diferenciado do gréo, que esses indices sdo maiores e o teor de amido € reduzido. O
Oleo de arroz possui pouco acido linolénico e alta quantidade de tocoferdis, o que
garante mais estabilidade oxidativa. E uma boa fonte de acidos graxos essenciais e
possui orizandis e tocotriendis, que ha muito séo estudados por causarem beneficios
a saude.

Vérias investigacbes mostram que o farelo de arroz, considerado um
subproduto do processamento do arroz, assim como seu Oleo, possuem
propriedades hipocolesterolémicas, diminuindo o nivel de colesterol em animais e
humanos (SCAVARIELLO, 1998).

O gama orizanol foi inicialmente encontrado no 6leo de arroz em 1954. Como
foi isolado do 6leo obtido a partir do arroz (Oryza Sativa L.) e continha um grupo
hidroxila em sua estrutura, foi convenientemente chamado de orizanol. Estudos
posteriores revelaram que o orizanol ndo € um composto simples e sim uma mistura
de ésteres do acido ferulico (GRAF, 1992).

Segundo Kim et al. (2001) e Fang et al. (2003), o gama orizanol é um
importante fitoquimico do farelo de arroz, classificado como antioxidante e sendo
mais resistente ao calor torna-se mais efetivo que os tocoferdis, consiste em uma
mistura complexa de ésteres do acido ferulico com alcoois triterpenos e esterois.
Mais de 23 ésteres do acido ferulico e caféico ja foram identificados no gama
orizanol, sendo os principais componentes (mais de 80% da fracdo do gama
orizanol): o 24-metileno cicloartenil ferulato, cicloartenilferulato ou cicloartenol, (-
sistoterilferulato e campesterilferulato ou campesterol.

O grande interesse no estudo dos antioxidantes é decorrente, principalmente,

do efeito dos radicais livres no organismo. A oxidacdo é indispensavel a vida
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aerébica e, dessa forma, os radicais livres sdo produzidos naturalmente
(BARREIROS et al., 2006).

Segundo Palanisamy et al. (2011), o desenvolvimento de novos métodos
analiticos para determinacdo da atividade antioxidante ou a quantificacdo de
antioxidantes especificos em matrizes complexas como extratos vegetais, frutas e
alimentos em geral, pode ser justificado pela relevancia comercial e farmacoldgica
destes aditivos e pela necessidade de metodologias mais simples e de baixo custo.

O meétodo de sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) é
amplamente utilizado para determinacdes de atividades antioxidantes, esse método
€ baseado na variacdo da absorbancia obtida por uma perda estequiométrica da cor
da solucdo do radical na presenca de substancias antioxidantes presentes nas
amostras.

No Japédo, em estudo de Akiyama et al. (2005), foi examinada a atividade
sequestradora do radical DPPH em quatro componentes individuais do gama
orizanol onde foi considerado que o acido ferulico foi a unidade ativa de todos os
componentes. Com o resultado dessa atividade sequestradora, foi observado que o
gama orizanol possui atividades biol6gicas, tais como, antioxidante e anti-
inflamatoéria.

Outro método muito utilizado para medir a atividade antioxidante é através da
captura do radical 2,2-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonado (ABTS), que
pode ser gerado através de uma reagdo quimica, eletroquimica ou enzimatica
(HALLIWELL et al., 1996).

O objetivo deste estudo foi avaliar a capacidade antioxidante do gama
orizanol in vitro através da utilizacdo de duas metodologias: a captura do radical
DPPH e o método ABTS.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Radicais livres

As moléculas organicas e inorganicas, assim como 0s atomos que contém um
ou mais elétrons ndo pareados, com existéncia independente podem ser
classificadas como radicais livres (HALIWELL et al., 1995).

Radical livre € qualquer atomo, molécula ou ion que possui um ou mais
elétrons livres na sua orbita externa. Essa configuracdo faz dos radicais livres
moléculas altamente instaveis, mesmo tendo uma meia vida muito curta, apresentam
uma grande capacidade reativa, que pode ocorrer com qualquer composto que
esteja proximo, captando um elétron dessa substancia para sua estabilizacao,
independente de ser uma molécula, uma célula ou tecido do organismo. A partir
disto, acontecem reagfes em cadeia de lesdo celular e em razdo dessas
caracteristicas, os radicais livres sdo denominados substancias oxidantes
(DOLINSKI, 2009).

A fragdo do oxigénio que é reduzida ao anion radical superdxido durante a
respiragdo mitocondrial depende das condi¢cbes experimentais e tem sido estimada
em 0,1 a 1%. Pode parecer pouco, mas ndo € porque consumimos uma grande
guantidade de oxigénio. Um adulto de 70 kg em repouso consome aproximadamente
353 litros de oxigénio por dia, o equivalente a 14,7 mols de oxigénio por dia. Mesmo
que s6 1% desse oxigénio molecular seja reduzido ao anion radical superoxido,
forma-se 0,147 mols de superoxido por dia, ou 1,7 kg em um ano. Estimativas desse
tipo s6 reforcam a ideia de que a enzima superéxido dismutase (SOD) é importante
para proteger os organismos aerébios do dano ocasionado por radicais livres e a
evolucao do conhecimento s6 tem corroborado essa teoria (AUGUSTO, 2006).

2.2 Estresse Oxidativo

Os radicais livres sdo constantemente produzidos durante o funcionamento
normal da célula, na maior parte sob a forma de espécies reativas de oxigénio
(EROs). Uma vez produzidos, a maior parte dos radicais livres sdo removidos pelas

defesas antioxidantes da célula que incluem enzimas e moléculas ndo enzimaticas.
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A manutencgdo do equilibrio entre a producdo de radicais livres e as defesas
antioxidantes é uma condicdo essencial para o funcionamento normal do organismo
(VALKO et al., 2007).

Em concentra¢cdes baixas ou moderadas, as EROs podem ser benéficas para
a célula, estando envolvidas em varios processos fisiolégicos de sinalizacdo e de
regulacdo (FRIDOVICH, 1999). No entanto, ha situagdes em que o equilibrio entre a
producdo de espécies reativas de oxigénio e as defesas antioxidantes pode ser
destruido, devido a producbes excessivas de EROs ou deficiéncia nas defesas
antioxidantes da célula (MACHLIN et al., 1987).

O desequilibrio entre a producdo de EROs e as defesas antioxidantes é
chamado de estresse oxidativo, processo que pode oxidar e danificar lipidios
celulares, proteinas e o acido desoxirribonucleico (DNA), ocasionando sua
modificacao, inutilizacdo ou inibindo sua fungdo normal (FU et al., 1999, RIDNOUR
et al., 2005, VALKO, 2007).

Segundo Oldham e Bowen (1998) o estresse oxidativo leva a reducdo de
formacdo de adenosina trifosfato (ATP), a inibicdo da gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase e a diminuicdo da atividade da enzima ATP sintase durante a
fosforilacdo oxidativa nas mitocondrias, promovendo reducédo do metabolismo celular
ou morte celular.

O estresse oxidativo é capaz de induzir a oxidacao lipidica e, na presenca de
oxigénio, ocasionar a peroxidacao lipidica de membranas celulares (OZATA, 2002).

A peroxidacao lipidica é definida como um processo complexo e amplo de
deterioracdo oxidativa dos &cidos graxos poli-insaturados. Ela inicia-se com a
abstracdo de um atomo de hidrogénio do grupo metil localizado entre duas duplas
ligacbes do acido graxo. Ocorre, portanto, a formacdo de um radical perdxido
suficientemente reativo para continuar a reacdo em cadeia, formando novos radicais
peréxidos. A decomposicédo dos hidro peroxidos e dos radicais peroxidos resulta em
uma variedade de intermediarios e produtos finais, alguns biologicamente ativos,

destacando-se o malondialdeido, que pode lesar proteinas e o DNA (STAHL, 2000).

2.3 Antioxidantes
De forma geral, denominam-se antioxidantes as substancias que presentes
em concentragbes baixas, comparadas ao substrato oxidavel, retardam

significativamente ou inibem a oxidagcdo desse substrato. Os radicais formados a
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partir de antioxidantes ndo sao reativos para propagar a reacao em cadeia, sendo
neutralizados por reagdo com outro radical, formando produtos estaveis ou podem
ser reciclados por outro antioxidante (BARREIROS et al., 2005).

Os antioxidantes agem interagindo com os radicais livres antes que estes
possam reagir com as moléculas bioldgicas, evitando que ocorram as reacfes em
cadeia ou prevenindo a ativagdo do oxigénio a produtos altamente reativos
(RATNAM et al., 2006).

Segundo Ratnam et al. (2006), o sistema de defesa antioxidante humano nao
€ completo sem os antioxidantes dietéticos, o que confirma a importancia da
ingestdo diaria destes compostos. Dessa forma, o consumo de antioxidantes
apresenta varios beneficios, proporcionando melhoria na qualidade de vida.

Nos sistemas enzimaticos que ocorrem de forma enddgena, as principais
enzimas que fazem parte sdo a superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a
glutationa peroxidase (GPx). A (SOD) esté& localizada nas mitocdndrias e no citosol e
possui funcdo de catalisar a desmutacdo do radical superéxido em peroxido de
hidrogénio. A (CAT) é uma enzima heme que contem ferro, localizada nos
peroxissomos, sendo responsavel pelo metabolismo de peréxido de hidrogénio a
dgua e o oxigénio. A (GP) depende de selénio e atua com co-substrato na
conversdo da glutationa reduzida (GSH) a glutationa oxidada (GSSG), enquanto
converte o peroxido de hidrogénio a agua (DOLINSKI, 2009).

No sistema ndo enziméatico, temos como principais antioxidantes as vitaminas
C, E e carotenos que promovem protecdo a célula e, principalmente, ao plasma
ajudando as defesas enzimaticas ao combate das EROs (GALIZIA, 2001).

Os antioxidantes ndo enzimaticos sdo em sua maioria exdgenos, ou seja,
necessitam ser absorvidos pela alimentacdo apropriada. Os principais podem ser
divididos em: vitaminas lipossoluveis (vitamina A, E e betacaroteno), vitaminas
hidrossoluveis (vitamina C, do complexo B) e oligoelementos: zinco, cobre, selénio,
magneésio, entre outros (DOLINSKY, 2009).

2.4 Fitoquimicos

De acordo com o estudo de Badger (2003), o gama orizanol é um importante
fitoquimico do farelo de arroz.

Os fitoquimicos séo classificados como compostos bioativos provenientes de

diferentes partes das plantas, tais como, sementes, cereais, vegetais, frutos, folhas,
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raizes, especiarias e ervas, e estdo relacionados com a reducdo do risco de
ocorréncia de varias doencgas cronicas. Ja foram identificados mais de 5000
fitoquimicos, no entanto, uma grande percentagem destes compostos € ainda
desconhecida, sendo importante a sua identificacdo para melhor compreender a sua
contribuicdo para a saude ao serem incluidos na nossa dieta (LIU et al., 2003).

Os fitoquimicos englobam carotendides (a- caroteno, [-caroteno, J-
criptoxantina, luteina, zeaxantina, astaxantina e licopeno); compostos fendlicos:
acidos fendlicos (acidos hidroxibenzoicos e acidos hidroxicinamicos), flavondides
(flavonais, flavonas, flavandis, flavanonas, antocianidinas e isoflavondides),
estibenos, cumarinas e taninos; alcaloides; compostos azotados (derivados da
clorofila, aminoacidos e aminas) e compostos organossulforados: (isotiocianatos,
indoles, compostos de enxofre alilicos) (HALL et al., 1997).

As principais classes de fitoquimicos naturais estéo representados na Figura 1.
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FIGURA 1. Principais classes de fitoquimicos naturais.
Fonte: LIU, R. H. et al., 2003.

2.5 Compostos fendlicos
Neste grupo incluem-se os flavonoides e demais polifendis, que constituem

um grupo extenso de substancias amplamente distribuidas em vegetais (frutos,
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folhas, caules, sementes). Fendlicos de plantas constituem um grupo quimicamente
heterogéneo. Todos os compostos contém um grupo fenol — fung&o hidroxil em um
anel aromatico. Ocorrem frequentemente com derivados na forma de ésteres,
éteres, glicosideos ou misturas e sao subdivididos em grupos incluindo milhares de
compostos, com base na estrutura quimica. Varios desses compostos tém sido
investigados como bioativos da dieta: acidos fendlicos, acidos hidroxicinAmicos
(ferulico, caféico), xantonas (mangiferina), flavonoides, cumarinas, lignanas, ligninas,
entre outros. (COSTA e PELUZIO, 2008).

O acido ferulico que € um dos principais componentes do gama orizanol e o
acido caféico pertencem ao grupo dos &cidos fenodlicos. Os compostos fendlicos sao
metabdlitos secundarios e constituem a maior classe de fitoquimicos do reino
vegetal. No arroz integral os principais compostos fendlicos pertencem ao grupo dos
acidos fendlicos e dos flavonoides (ADOM e LIU, 2002).

2.6 Gama orizanol

O gama orizanol é caracterizado como um po6 branco ou levemente amarelo,
cristalino, insipido, com pouco ou nenhum odor. Definido como uma mistura de
ésteres do &cido fertlico com esterol ou A&lcoois triterpénicos. Consiste
principalmente de cicloartenil ferulato, 24-metileno-cicloartanil ferulato, campesteril
ferulato, B-sistoteril ferulato e cicloartanil ferulato (EVERSHED et al. 1988).

Segundo Xu e Godber (1999) o gama orizanol possui também outros
componentes menores como: estigmastenil ferulato, campestenil ferulato e sitostanil
ferulato e dependendo da técnica cromatografica utilizada, diferentes componentes
tém sido identificados.

A atividade antioxidante do gama orizanol pode ser atribuida principalmente
ao acido ferdlico. Este esterificado com esterdéis de plantas, como € o caso do gama
orizanol, aumenta o potencial antioxidante promovendo acesso molecular a
componentes hidrofébicos que sdo mais susceptiveis a destruicdo celular oxidativa
(GRAF, 1992).

As estruturas quimicas dos principais componentes do gama orizanol estao

representadas na Figura 2.
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f-sitoestertl ferulato

FIGURA 2. Estrutura quimica dos principais componentes do gama orizanol.
Fonte: TSUJI, 2003.

2.6.1 Principais componentes do gama orizanol

A concentracéo de cada componente pode variar de acordo com a cultivar e o
tipo de extragéo. O cicloartenil ferulato e o 24-metileno cicloartanil ferulato sdo os
componentes majoritarios na mistura, com cerca de 42% e 31% da concentracao
total de gama orizanol, respectivamente (SCAVARIELO, 1998). Os demais

componentes do gama orizanol estdo demonstrados quimicamente no Anexo A.

2.6.1.1 Ferulatos

O gama orizanol é um éster de ferulato lipofilico encontrado no farelo de
arroz, o ferulato € um composto fendlico vegetal pouco conhecido, mas quase
onipresente, demonstrou propriedades de possivel beneficio para os halterofilistas. E
um antioxidante potente, com propriedades semelhantes ao tocoferol e ao ascorbato
(BONNER et al., 1996).

Os ferulatos sdo promovidos como alternativas seguras aos esteroides
anabolicos para halterofilistas e fisiculturistas. Os resultados de pesquisa
potencialmente Uteis indicam que se necessita de uma confirmacdo dos efeitos
ergogénicos reais (COOMBES, 2000).

2.6.1.2 Acido ferulico

De acordo com Bucci, (1989), o efeito anabolizante do acido ferulico esta
atribuido a este composto por ser rico em esteroides de plantas. O acido ferdlico
pertence ao grupo dos acidos hidroxicinamicos e é um precursor, componente ativo

e purificado das duas partes que formam a molécula do gama orizanol, sendo
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relatado como precursor de muitos componentes de plantas, incluindo lignina
estrutural e flavanoides.

O acido ferulico esterificado com esteroides de plantas, como é o caso do
gama orizanol, aumenta o potencial antioxidante, favorecendo o acesso molecular a
componentes hidrofébicos que sdo mais susceptiveis a destruicdo celular oxidativa
(SCAVARIELLO, 1998).

2.6.1.3 Acido Caféico

Segundo Badger (2003) ésteres do &cido caféico foram encontrados nas
fracOes analisadas de gama orizanol. A suplementacdo com esse composto € util
para a recuperacdo a partir do estresse de um exercicio intenso, possivelmente
ajudando nos resultados dos programas de treinamento.

O &cido caféico, um polifenol amplamente distribuido em plantas superiores
como glicosideos ésteres, ou forma livre, é outro fitocomposto que por sua alta
atividade antioxidante vem sendo exaustivamente estudado por técnicas

eletroquimicas (HOTTA et al., 2002).

2.6.2 Fontes de gama orizanol

O estudo de Das et. al. (1998), indica que o 6leo de farelo de arroz é a fonte
natural mais acessivel para recuperacdo do gama orizanol.

Como foi isolado do 6leo obtido do arroz (Oryza Sativa L.) e por conter um
grupo hidroxila em sua estrutura, foi chamado de gama orizanol (GRAF, 1992).

Dentre os cereais de importancia no Brasil, destaca-se o arroz, que contém,
aproximadamente, de 6 % a 8 % do seu peso em farelo. E neste farelo que se
encontra a maior parte da reserva lipidica do arroz, entre 15 % e 20 %. Além disso, 0
arroz possui de 5 % a 8 % de proteinas, 40 % a 50 % de carboidratos sollveis e de
5 % a 8% de fibras (MORETTO e FETT, 1998).

Existe pouco estudo e informacdes para avaliar a presenca desse composto
em alguma outra fonte, porém, componentes de gama orizanol também foram
isolados de graos de milho, trigo e cevada (SEITZ, 1989 e MOUREAU et al., 1996).

2.6.2.1 Farelo de arroz
O farelo resulta da etapa de polimento dos graos de arrozes e representa de

8% a 11% do peso total dos graos, apresentando aspecto farinaceo, fibroso e suave
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ao tato. As condi¢Bes de armazenamento, tipos de processamentos e gendtipo sao
0s principais fatores que definem a composicéo e as propriedades do farelo de arroz
(PARRADO et al., 2006)..

Segundo Massaro (2001) corresponde as camadas mais externas do grao
(germe, pericarpo, camada de aleurona e pequenas por¢cbes de endosperma) e
possui proteinas em concentragdes proximas as de outros alimentos que sdo boas
fontes protéicas, sendo também rico em fibras e sais minerais, como fésforo, ferro e
magnésio. O farelo de arroz contém fitoquimicos tal como o gama orizanol e
tocoferdis, essas fragdes podem informar efeitos positivos na sailde humana.

Derivados do farelo de arroz, quando administrados por via oral em
camundongos demonstraram atividades antitumoral. Estudos realizados in vitro
evidenciaram que esse subproduto estimula os macréfagos aumentando a producao
de interleucina e gerando efeito tumoricida (CARVALHO et al., 2004).

O farelo de arroz na dose de 36 g ao dia diminuiu a excre¢éo renal de célcio e
aumentou a excrecdo de acido em mulheres na menopausa submetidas a dieta com
1 g de calcio/dia. Em pessoas com hipercalciuria e formadoras de calculos renais, o
tratamento com farelo de arroz reduziu drasticamente a formacdo dos célculos
(JARIWALLA, 2001).

2.6.2.2 Oleo do farelo de arroz

Segundo Scavariello et al. (2002), o contetdo de gama orizanol no 6leo de
farelo de arroz bruto esté na faixa de 1 a 2 %, porém, conforme Roger et al. (1993) o
teor encontrado nos Oleos refinados de farelo de arroz e comercializados por
diferentes processadores varia entre 0,0144% e 0,0787%. Tal diferenca € justificada
pelo estudo de Luh et al. (1991) e Scavariello (2004) que argumenta que no refino
quimico € usado alcali para desacidificacdo, enquanto que no refino fisico esta
desacidificacdo € realizada por destilacdo. O estudo apresenta coeréncia com a
avaliacdo de Orthoefer et al. (1996), que verificou reducdo no conteudo de gama
orizanol de 2,0% para 0,1% ao usar o refino quimico, enquanto que ao utilizar o
refino fisico a reducao ficou na faixa de 1,0-1,5%.

Essas diferencas no conteudo de gama orizanol também podem ser
justificadas pela variedade e tipo de processamento dos graos de arroz, perdas no
processamento em virtude do tipo de extragéo e refino do 6leo, além dos parametros

empregados no seu processamento (SCAVARIELLO et al., 1997).
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Varios estudos e técnicas estdo sendo avaliados para melhorar a qualidade
do Oleo de farelo de arroz pela minimizacdo das perdas de orizanol e outros
micronutrientes importantes ou através da recuperacdo do orizanol perdido nas
etapas do refino do 6leo de farelo de arroz (CAVALHEIROS, 2007).

2.6.2.3 Borra de neutralizagéo do 6leo do farelo de arroz (RBOS)

O isolamento do gama orizanol a partir da RBOS que € considerado um
subproduto da producdo do Oleo de farelo de arroz, tem recebido muita atencao,
particularmente em paises produtores de arroz. Porém a sua producdo que envolve
o isolamento e purificagcdo de orizanol apresenta alguns problemas devido a
guantidade de compostos que interferem durante sua lixiviacdo, extracdo e
cristalizacdo (NARAYAN et al., 2006).

Esse método consiste na saponificacdo total da RBOS, seguido pelos
processos de aeracdo e secagem da mesma para obter um sabdo poroso. Este
sabdo é submetido a extracdo com solvente organico para remocao da parte
insaponificavel. Apds essa etapa utiliza-se uma solucdo de solventes para remocao
das ceras presentes e cristaliza-se o material insaponificavel para remocédo de
impurezas. Este material cristalizado € submetido a coluna cromatogréfica para
obtencdo de uma fracdo rica em orizanol. Esta fracdo enriquecida € recristalizada,

utilizando solvente organico, para obtencao de orizanol puro (RAO et al., 2002).

2.6.3 Aplicabilidades e estudos com gama orizanol

Uma das caracteristicas do gama orizanol € que ele pode ser usado em
associacdo com outros antioxidantes naturais, obtendo misturas capazes de superar
0s estabilizantes sintéticos mais comumente usados. Essa caracteristica € muito
interessante, visto que 0 mesmo possui outras atividades biologicas, podendo ser
usado, assim, como um ingrediente multifuncional para formulacdes farmacéuticas,
cosmeéticas e para alimentos (JULIANO et al., 2005).

O gama orizanol tem sido preconizado como potente antioxidante natural,
além de estar relacionado a varios beneficios a saude humana, o que Ihe confere
alto valor comercial (GONGYUANSSHENG e YAO-HUIYUAN, 2001; XU et al.,
2001).

Pesquisas sugerem que o0s antioxidantes s&o eficazes na prevencao de

doencas cronicas associadas ao estresse oxidativo quando administrados a grupos
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que apresentem concentragfes plasméticas inadequadas destes micronutrientes
(CERQUEIRA et al., 2007).

Entre as multiplas acdes do gama orizanol, estdo os efeitos no crescimento,
combate a doencas cefalicas e cervicais, minimizacdo dos sintomas da menopausa,
combate a anemia, tratamento de Ulceras do estresse e como coadjuvante no
tratamento de doencas circulatorias. As propriedades do gama orizanol justificam
seu amplo uso, seja como medicamento, na composicdo de cosméticos, como
agente antienvelhecimento da pele e até como filtro solar. Esse fitosterol apresenta
efeito semelhante aos horménios (esteroides) quando usado na alimentagdo de
cavalos de corrida em que seu emprego é seguro e legalmente permitido (XU et al.,

2001).

2.6.3.1 Suplementacéo e desempenho fisico

Os suplementos nutricionais sdo auxiliares na melhoria do desempenho de
guem pretende adquirir uma massa muscular mais avantajada, sem o uso de
esteroides ou anabolizantes ou de quem esteja com intencdo de competir. Estes
devem ser utilizados em conjunto com alimentacdo balanceada e atividade fisica
(JENKINS, 1993).

Efeitos do gama orizanol no crescimento com aumento da massa muscular
magra, aumento da resisténcia fisica, melhora a recuperacdo apos exercicio e
reducdo na gordura corporal constituindo uma alternativa natural aos esteroides
anabdlicos, é referido em estudos conduzidos com humanos por Fry et al. (1997)
que utilizou niveis de 500 mg/dia de gama orizanol durante um periodo de até nove
semanas comparativamente a um grupo controle sem gama orizanol. Nao foram
constatados efeitos na circulacdo de hormdnios (testosterona, cortisol ou estradiol,
insulina), dos minerais (calcio e magnésio), da albumina e das lipoproteinas
(colesterol total, triglicerideos, e lipoproteina de alta densidade - HDL).

De acordo com Avila et al. (2007), o gama orizanol é uma substancia com
propriedades anabolizantes que aumentam a massa muscular e antioxidantes que
protegem as células durante o esforco fisico.

Conforme estudo de Gonzaga et al. (2008) ndo foram observados aumento
nas concentracdes plasmaticas de testosterona, demonstrando que o gama orizanol

nao apresentou efeitos anabolizantes.
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2.6.3.2 Efeito hipercolesterolémico

Estudos com frac6es de gama orizanol extraidas pelo farelo de arroz foram
testadas como alimento em animais e houve reducéo no colesterol sérico total, pode
ter atividade anti-inflamatoria e inibir efeitos de tumores (CHEN e BERGMAN, 2002).

Os niveis de colesterol e triglicerideos de ratos alimentados com dietas ricas
em colesterol foram reduzidos quando se empregou concentrado de substancias
bioativas do 6leo do farelo de arroz como suplemento. Considera-se que a presenca
abundante de cicloartenol ferulato inibe a atividade do colesterol esterase no figado,
a qual reduz os niveis de colesterol circulante (HA et al., 2005).

O orizanol possui capacidade antioxidante e hipocolesterolémica; Costa e
Franca (1993) verificaram que seu consumo apresenta fatores fisioldgicos positivos,
como a diminuicdo no colesterol de baixa densidade (LDL) e de célculos renais, pois

diminui a absorcao de calcio pelo organismo.

2.7 Captacao de radicais

A captacdo de radicais € o principal mecanismo de acdo dos antioxidantes
nos alimentos. Tém-se desenvolvido varios métodos em que se mede a capacidade
antioxidante através da captacdo de radicais-livres sintéticos em solventes organicos
polares, por exemplo, metanol a temperatura ambiente (PEREIRA, 2010).

Os meétodos espectrofotométricos sao relativamente simples e baseiam-se
invariavelmente na capacidade descolorante da amostra. Os ensaios mais utilizados
recebem o nome do reagente cuja absor¢cdo serd atenuado pelo antioxidante, ou
seja, ensaios de DPPH e ABTS.

No método de DPPH, mede-se a captacdo deste radical através da
diminuicdo da absorbancia que acontecem devido a reducdo de um antioxidante
(AH) ou por reacéo com radicais.

Os radicais de DPPH, que inicialmente apresentam cor roxa por possuirem
elétron livre, perdem esta cor quando um radical hidrogénio doado por uma molécula
antioxidante entra em ressonancia com a molécula de DPPH, diminuindo-se, assim,
a absorbancia (SOUZA et al., 2007).

Este método se baseia na transferéncia de elétrons de um composto
antioxidante para um radical livre, o DPPH que ao se reduzir perde sua coloracdo

purpura. Desta forma, avalia apenas o poder redutor do antioxidante, que ao doar
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um elétron se oxida, e por este motivo ndo detecta substéncias pro-oxidantes
(DUARTE e ALMEIDA, 2006). Esta reacéo esta demonstrada na Figura 3.

CHy CHs

HyC—+—CHs HaC—~CHs
U CHy CH3 o]
iy al Sk
(355¥ #e | T He ) 0
. \J® r—NCy r®‘ < NO4
el ON Anti-osidant 7 e P ¥
HsC. /"~ HsC
/ CHy CHg \
CHs \__CHs
~ HsC 'CH)
< DPPH radicd > < Raduced DPPH >

FIGURA 3. Reagé&o da evolucgédo da cor do radical DPPH com o antioxidante.
Fonte: PEREIRA et al., 2010.

No método ABTS a reacdo entre o antioxidante e o radical ocorre em
temperatura ambiente e pode ser usada tanto para amostras quimicas ou bioldgicas,
esta reacdo pela transferéncia de elétrons obtido através de reacdo quimica,
enzimatica ou eletroquimica é uma técnica soluvel em agua e solventes organicos e
possui boa disponibilidade comercial. As reacdes estdo demonstradas nas Figuras 4
e 5.

FIGURA 4. Reagé&o da evolucgédo da cor do radical ABTS com o antioxidante.
Fonte: UNIPAMPA, 2012.
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FIGURA 5. Estabilizacdo pelo método ABTS por um antioxidante e sua formacéo

pelo persulfato de potassio.
Fonte: SOUSA et al., 2007.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Matéria prima

O gama orizanol utilizado nos ensaios foi adquirido junto ao Sigma (Sigma-
Aldrich Co. St. Louis, Missouri). As analises de atividade antioxidante do gama
orizanol foram realizadas no laboratorio de Biologia da UNIPAMPA, campus
localizado na cidade de Itaqui RS. Os resultados das leituras foram obtidos em

espectrofotometro marca Bioespectro.

3.2 Reagentes

Os reagentes utilizados foram metanol, DMSO, 2,2-difenil-1-picril-hidrazila,
para o DPPH e para o método ABTS os reagentes 2,2-azinobis 3-etilbenzotiazolina-
acidosulfénico e persulfato de potassio, todos adquiridos pela UNIPAMPA junto a

Sigma (Sigma-Aldrich Co. St. Louis, Missouri).

3.3 Método para o sequestro do radical DPPH

Para avaliacdo da atividade antioxidante as concentracbes do composto de
gama orizanol reagiram com o radical estavel DPPH, padrdo Sigma-Aldrich D9132,
em uma solucéo de etanol. Foi adotado como tempo padrao de leitura 30 minutos, a
reacdo ocorreu em ambiente escuro com temperatura na média de 23°C (£1). Como
padrdo para esse ensaio foi utilizado como antioxidante de referéncia o acido
ascorbico com atividade antioxidante equivalente a vitamina C.

Foram pipetados separadamente na solu¢do DPPH o0s seguintes compostos:
10 pL* de agua milli Q, DMSO e gama orizanol em concentragdes contendo 1, 5, 25,
125 e 250 pmol. mL™ de DPPH com posterior incubacéo pelo periodo de 30 minutos
em ambiente com pouca luminosidade. As leituras foram realizadas a 517 nm em
espectrofotometro calibrado e zerado com agua destilada As andlises foram
realizadas em triplicatas com intervalos entre as leituras de 30 em 30 segundos.

O método do sequestro do radical DPPH foi realizado de acordo com
metodologia descrita por Charma (2009) e a atividade antioxidante foi expressa com
o percentual de inibicdo da oxidacgao.

As guantificagcdes das concentracdes estao especificadas na Tabela 1.
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Tabela 1. ConcentragOes utilizadas para sequestro do radical DPPH

Agua milli Q DMSO Gama orizanol DPPH Solucéo Diluida

Tubos (1) (1) (1) (1)
Controle negativo 10 - - 1000
Veiculos - 10 - 1000
Gama orizanol - - 10 1000

3.4 Método para a atividade antioxidante por ABTS

Foi adotado como tempo padrdo de leitura 30 minutos, a reacao ocorreu em
ambiente escuro com temperatura na média de 23°C (+1). Como padrao foi utilizado
como antioxidante de referéncia o acido ascérbico com atividade antioxidante
equivalente a vitamina C. Foram pipetados separadamente na solucdo ABTS os
seguintes compostos: 10 pL™* de &gua mili Q, DMSO e gama orizanol em
concentracdes contendo 1, 5, 25, 125 e 250 pmol. mL™ com posterior incubacao
pelo periodo de 30 minutos em ambiente com pouca luminosidade. As leituras foram
realizadas a 734 nm. As analises foram realizadas em triplicatas com intervalos entre
as leituras de 30 em 30 segundos. O método ABTS foi realizado de acordo com a
metodologia de Erel (2004). As quantificacbes das concentracbes estao

especificadas na Tabela 2.

Tabela 2. Concentragfes utilizadas para sequestro do radical ABTS

Tubos Agua milli Q DMSO Gama orizanol ABTS Solucéo Diluida

(WL) (WL) (uL) (WL)
Controle 10 - - 990
Veiculos - 10 - 990
Gama orizanol - - 10 990

3.5 Delineamento estatistico

Os resultados apresentados neste estudo correspondem a media de quatro
repeticdes (n=4) £ desvio padrdo da média. Foram considerados estatisticamente
diferentes os resultados de atividade antioxidante que apresentaram probabilidade
de nivel de significancia (***) = p < 0,001, (**) = p < 0,01. Para essas avaliacdes, a

analise estatistica utilizada foi ONE WAY, seguido pelos testes de Newman-Keuls.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 AvaliacOes dos resultados das anélises de DPPH

Neste estudo foram empregadas diferentes concentracbes para que se
pudesse avaliar a capacidade antioxidante do gama orizanol de forma fidedigna e na
Tabela 3 estdo expressos 0s resultados da avaliacdo da capacidade antioxidante
utilizando a metodologia DPPH para cada concentracéo elaborada.

O estudo de Souza et al. (2007), sugere que o teste de DPPH é um dos
métodos amplamente utilizado para determinacdo de atividades antioxidantes em
extratos e substancias isoladas como compostos fendlicos: campeferol,
carotenoides, antocianinas, entre outros. Em outro estudo de Leja et al., (2007)
foram determinados as capacidades antioxidantes de fendlicos totais, flavondis e
fenilpropanoides utilizando este método.

No estudo de Kuskoski et al. (2005) foram realizadas comparacfes no tempo
de leitura com 30 e 60 minutos na metodologia do DPPH. Neste trabalho as
avaliagOes foram realizadas em 30 minutos, conforme descrito por Sharma et al.
(2008) para compostos puros, extratos de plantas e de alimentos.

Compostos fendlicos, cumarinas e quitosana com diferentes pesos
moleculares foram analisados pelo método DPPH por Vogel et al., (2005), Kim e
Thomas (2006) respectivamente. Segundo Kuskoski et al., (2005) o DPPH é um
radical livre que pode ser obtido diretamente, sem uma preparacgao prévia.

Os resultados obtidos na determinacdo da capacidade antioxidante do gama

orizanol pelo método DPPH estdo demonstrados graficamente na Figura 6.

Tabela 3. Resultados das avaliagbes antioxidantes do gama orizanol utilizando o
método DPPH.

Atividade antioxidante em diferentes concentracoes

COMPOSTO (umol. mL™). !
BIOATIVO
1 5 50 125 250
Gama orizanol (n= 4) 11.87 + 17.07 + 21.45 32.93 + 50.53 +
B 0.54 5.04 2.67 3.14 1.29
Nivel de . e o

significancia

1 Atividade antioxidante expressa das diferentes concentracées em pmol. mL" das solucdes DPPH.
Resultados expressos como média das leituras de diferentes concentragbes. **Valores na mesma
coluna, houve diferencas estatisticamente significativas (p<0,01) e *** para (p<0,001) pelo teste de
Newman-Keuls.
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FIGURA 6. Redugéo do radical DPPH com o uso do gama orizanol.

4.2 AvaliacOes dos resultados das analises de ABTS

O método ABTS origina-se ap0s uma reacdo, que pode ser quimica (dioxido
de manganés, persulfato de potéssio); enzimética (peroxidase, mioglobulina), ou
também eletroquimica.

Segundo Kuskoski et al. (2005) o método ABTS é um dos mais rapidos e que
oferece resultados reprodutiveis, além de outras vantagens como: oferecer varios
maximos de absorcao e boa solubilidade, permitindo analise de compostos tanto de
natureza lipofilica quanto hidrofilica. Na tabela 4 podem-se visualizar os resultados

da atividade antioxidante pelo método ABTS.

Tabela 4. Resultados das avaliacbes antioxidantes do gama orizanol utilizando o
método ABTS.

Atividade antioxidante em diferentes concentracdes

COMPOSTO (umol. mL™). *
BIOATIVO
1 5 50 125 250
Gamaorizanol (n=4)  +15 * 7.14 + 14.05 + 53.03 + 90.63 +
0.98 2.50 2.42 6.76 2.05
Nivel de - -

significancia

1 Atividade antioxidante expressa das diferentes concentracdes em pmol. mL™ das solucdes ABTS.
Resultados expressos como média das leituras de diferentes concentracdes. ** Valores na mesma
coluna, houve diferencas estatisticamente significativas (p<0,01) e *** para (p<0,001) pelo teste de
Newman-Keuls.
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FIGURA 7. Reducéo do radical ABTS com o uso do gama orizanol.

4.3 Estimativas da atividade antioxidante obtidos nos métodos DPPH e ABTS

A capacidade de limpeza dos radicais livres determinadas por estes métodos
sdo largamente utilizadas em atividades in vitro. O gama orizanol apresentou
atividade sequestradora apreciavel contra os radicais e a mesma ordem eliminadora
foi observada em ambos os ensaios de cada método.

No método DPPH, o maximo de atividade sequestradora foi observado para
concentracdo 250 umol. mL™?, seguido pelas concentracdes de 125 e 25 pMol. mL™
respectivamente, obtendo parametros aceitaveis entre os nos niveis de significancia.

O método de ABTS apresentou melhores resultados nas concentracfes 250
e 125 pmol. mL™, porém, a diferenca mais significativa em relacdo ao método DPPH
foi observadas somente na concentracdo de 250 pMol. mL™. Conforme estudo de
Awica et al., (2003) que relata a superioridade dos métodos ABTS sobre ensaios em
DPPH, porque o ABTS é operavel numa larga gama de pH, de baixo custo e mais
rapida do que a do DPPH. No entanto, uma correlagéo linear entre o radical DPPH e
eliminagdo de atividades antioxidantes em contetudos polifenolicos tém sido relatado
como intervalos variaveis em diferentes vegetais e frutas, tal afirmacgéo pode ter uma
relagdo com os valores superiores encontrados nas duas leituras do ABTS.

Os resultados das avaliagbes das avaliagbes de DPPH e ABST estdo

graficamente demonstrados na Figura 8.
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FIGURA 8. Redugéo do radical DPPH e ABTS com o uso do gama orizanol.

4.4 Estimativas para os niveis de significancia

Diante dos resultados obtidos € importante ressaltar que no estudo de Frankel
(1993) foi observado que o uso das diversas metodologias disponiveis, muitas
vezes, coloca duvidas quanto a escolha do método mais adequado para um
determinado estudo de estabilidade oxidativa ou avaliacdo da capacidade
antioxidante. A diversidade das condicdes de ensaio (substratos lipidicos,
concentracdes, tempo de oxidacdo, temperaturas, oxigenacdo) podera também estar
relacionada com possiveis diferencas.

Porém todo o embasamento cientifico realizado € de extrema importancia
para o estabelecimento de uma melhor certificacdo em comparacédo a resultados
obtidos. Conforme estudos de Gong et al., (2001) e Xu et al., (2001), onde foi citado
gue a utilizagdo do gama orizanol tem sido bastante restrita, principalmente devido
ao alto custo desse produto, atribuido em grande parte a etapa de purificagdo das
fracbes. Convém ressaltar que outro aspecto limitante e relevante, € a relativa falta
de estudos sobre a atividade antioxidante desse composto quando associado com

outros constituintes nos alimentos.
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5 CONCLUSAO

Com os resultados obtidos neste trabalho para determinar a capacidade
antioxidante do gama orizanol foi possivel concluir que:

Apesar das diferengas observadas entre os métodos DPPH e ABTS, foi
possivel obter conclusbes semelhantes quanto a atividade antioxidante das
amostras testadas.

O método ABTS demonstrou um maior sequestro de radicais livres, com uma
maior evidencia nas concentragdes de 250 micro mols por ml em comparagdo com o
método DPPH.

De uma maneira global com os resultados obtidos, conclui-se com este
trabalho que o gama orizanol possui atividade antioxidante.

Convém ressaltar a importancia da pesquisa e dos 6rgdos cientificos na
relevancia dos estudos com o objetivo de garantir a eficiéncia e a seguranca dos
resultados.

Como sugestdo para trabalhos futuros, considera-se que mais estudos
podem ser realizados para avaliar o potencial antioxidante do gama orizanol, vindo a

somar com outras demais avaliacdes ja realizadas.
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7 GLOSSARIO

Aleuroma:
Endosperma:
et al:

Germe:
Hipercalciuria:
Interleucina:

Macréfagos:
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Proteina encontrada no endosperma de sementes.
Tecido vegetal, parte nutritiva da semente.

Entre outros.

Embrido, parte vital do arroz.

Aumento da excrecédo de calcio na urina.

Tipos de proteinas produzidas por células.

Célula com importante funcao imune.



8 ANEXOS

Anexo A - Estrutura quimica dos demais componentes do gama orizanol.
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Fonte: XU e GODBER et al., 1999.



