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ANOTOCIANINAS

BLACK RICE (Oryza sativa L.) AN EXCELLENT SOURCE OF FLAVONOIDES
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RESUMO

O arroz preto, nutricionalmente superior ao
arroz branco por possuir teores mais elevados de pro-
teinas e fibras tem sido alvo do interesse gastronomico
nacional e internacional devido a presenca de pigmen-
tos, sabor e aroma diferenciados. O pigmento presente
no pericarpo do arroz preto pertence a classe das anto-
cianinas, substancias que tém sido pesquisadas devido
as suas contribui¢des na reducdo do risco de doengas
cronicas. Neste trabalho tais substancias foram investi-
gadas no pericarpo da cultivar de arroz preto IAC 600,
desenvolvida pelo Instituto Agrondmico de Campinas
(IAC) e adaptada as condic¢des climaticas do Brasil.
Para isso, foi utilizado Cromatografo Liquido de Ul-
tra eficiéncia (CLUE) acoplado ao Espectrometro de
Massas de Alta Resolucao (ESI-Q-TOF-EM). Foram
identificadas cinco antocianinas: cianidina-3,5-O-di-
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glicosideo, cianidina-3-O-diglicosideo, cianidina-3-O-gli-
cosideo (majoritaria), cianidina-3-O-rutenosideo e peoni-
dina-3-O-glicosideo.

Palavras-chave: Perfil. Identificagdo. Caracterizacio.
Cianidina. Peonidina. Espectrometria de massas.

ABSTRACT

Black rice, which is nutritionally superior to white
rice because it has higher protein and fiber contents, has
been the target of national and international gastronomic
interest due to the presence of different pigments, flavor
and aroma. The pigment present in the pericarp of black
rice belongs to the class of anthocyanins, substances that
have been researched due to their contributions in redu-
cing the risk of chronic diseases. In the present work, these
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substances were investigated in the pericarp of the bla-
ck rice cultivar IAC 600, developed by Instituto Agro-
ndémico de Campinas (IAC) and adapted to the clima-
tic conditions of Brazil. For this purpose, Ultra High
Performance Liquid Chromatograph (UPLC) coupled
to High Resolution Mass Spectrometer (ESI-Q-TOF-
-MS) was used. The five anthocyanins were identified:
cyanidin-3,5-O-diglucoside, cyanidin-3-O-diglucosi-
de, cyanidin-3-O-glucoside (majority), cyanidin-3-O-
-rutenoside and peonidin-3-O-glucoside.

Keywords: Profile. Characterization. Identification.
Cyanidin. Peonidin. Mass spectrometry.

1. INTRODUCAO

O arroz est4 entre os cereais mais consumidos
pela populagdo, principalmente em paises em desen-
volvimento, pois ¢ uma importante fonte de nutriente.
Por muitas décadas o arroz branco destacou-se como o
preferido do consumidor, mas a procura por alimentos
que apresentem sabor diferenciado por chefes Gourmet
despertou o interesse em outros cultivares especiais de
arroz, principalmente os que apresentam pigmentos,
tais como aqueles vermelhos e pretos.

O consumo de arroz preto vem crescendo ao
longo dos anos no mundo, principalmente em muitos
paises asiaticos, tornando-se popular. O arroz preto
pertence a espécie Oryza sativa L., a mesma do ar-
roz branco, apresenta a casca cor de palha mas com
pericarpo do grao preto, originario da China onde ¢
plantado ha mais de 4000 anos (BASTOS, AZZINI &
MEYER, 2004).

No Brasil, os pesquisadores do Instituto Agro-
ndémico de Campinas (IAC) desenvolveram uma culti-
var adaptada as condi¢des de solo e clima do estado de
Sao Paulo, 0 IAC 600, caracterizada por sua resisténcia
as doengas, precocidade, excelente qualidade de grao e
possivel de ser cultivado em areas alagadas e também
de sequeiro (BASTOS; AZZINI; MEYER, 2004). A
cultivar, IAC 600, tem origem da selecdo massal reali-
zada em 1994, em uma populacdo da variedade chine-
sa Wang Xue Ren e foi langada no Brasil para atender
a demanda da cadeia produtiva de arroz.

O arroz preto além de ser muito apreciado pe-
los chefes da gastronomia nacional e internacional por
seu sabor adocicado e aroma leve de castanha, apresen-
ta valor nutricional diferenciado quando comparado ao
arroz polido e integral, pois possui mais proteinas e
fibras. A pelicula que envolve o grao do arroz integral

preto também € rica em vitaminas, 6leos e substancias
fenolicas. Dentre as substancias fenolicas destacam-
-se as antocianinas, pigmento que pertence a classe
dos flavonoides e sdo responsaveis pela cor do peri-
carpo dos graos ( MIN et al., 2012; SUN et al., 2015;
SAMYOR; DAS ; DEKA, 2017). A essas substancias
tém sido atribuidas capacidades antioxidante e antin-
flamatoria assim como estao relacionadas a reducao do
risco de doencas crénicas como cancer ¢ doengas coro-
narianas (LING; WANG; MA, 2002; HU et al., 2003;
CHEN et al., 2006; KONG; LEE, 2010; ABDEL-A-
AL; YOUNG; RABALSKI, 2010; SAMYOR; DAS ;
DEKA, 2017; SILVA et al., 2017)

Este trabalho teve como objetivo caracterizar
as antocianinas do pericapo do arroz preto (IAC 600),
através das analises realizadas por Cromatografia Li-
quida de Ultra Eficiéncia (CLUE) acoplado ao Espec-
trometro de Massas de alta resolug¢ao (Q-TOF), utili-
zando como fonte Eletronebulizagdo (ESI) em modo
positivo.

2. METODOLOGIA

A matéria-prima utilizada, arroz (Oryza sativa
L.) IAC 600 preto, marca Tio Joao®, foi adquirida em
um mercado local do Rio de Janeiro, Brasil.

Para o procedimento experimental, foram em-
pregados os solventes: acido formico 98%, metanol e
acetonitrila grau MS (Merck - Alemanha) e agua ul-
trapura (Milli Q®-Gradient A10 Millipore e Elix®/
RIOS™S5- EUA).

Alguns graos do arroz (0,5 g) foram submer-
sos em 2 mL de &gua ultrapura por 2 horas, sendo pos-
teriormente levados ao banho de ultrassom por 10 mi-
nutos. O sobrenadante (1mL) foi inserido em cartucho
Sep-Pack C , Waters previamente condicionado com
metanol acidificado com acido formico (90:10-v/v)
seguido de agua acidificada (0,1% 4acido féormico em
agua ultrapura). A eluicdao das antocianinas retidas no
cartucho foi realizada com solu¢do metanol acidificada
com acido formico (90:10-v/v). O extrato obtido foi
seco sob fluxo de ar comprimido e posteriormente re-
suspendido com 1 mL de solugdo de &cido férmico/
metanol/ dgua ultrapura (10:10:80-v/v/v). Para a ana-
lise por cromatografia liquida, uma aliquota de 100 puL.
desse extrato foi diluida em 1,5 mL de solu¢do de acido
férmico/agua ultrapura/metanol (0,6: 59,4: 40-v/v/v) e
levado ao injetor.

A anadlise cromatografica foi realizada em
sistema Cromatografico Liquido de Ultra Eficiéncia
(CLUE- Waters) acoplado ao espectrometro de massas
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(Waters®-Synapt), fonte ESI+, equipado com anali-
sadores de alta resolucdo, quadrupolo em série com o
Time Of Flight (TOF) onde foram realizadas as anali-
ses EM e EM/EM, em modo V, para as identificagdes
das massas.

Foram utilizados fluxo de 0,2 mL/min, colu-
na Acquity UPLC BEH C18 (2,1 x 1,7 mm Waters®)
e temperatura de 35°C. As amostras foram injetadas
em volume de 1pL seguindo condi¢des descritas na
Tabela 1 para o gradiente de eluigdo e no Quadro 1 os
parametros utilizados para o detetor de Massas.

Tabela 1: Gradiente utilizado para separag@o das antocia-
ninas por UPLC

Tempo 0,1% acido férmico Acetronitrila
(min) (%) (%)
0,0 35,0 65,0
0.5 35,0 65,0
4,0 50,0 50,0
4,1 35,0 65,0
7,0 35,0 65,0

Quadro 1: Parametros operacionais do Espectrometro de
Massas

Polaridade (ESI) Positiva
Capilar (Kv) 3,0
Cone (Kv) 25,0
Temperatura de dessolvatagao (°C) 350,0
Temperatura da Fonte (°C) 80,0
Fluxo do gas de dessolvatacao (L/h) 350,0

Analisador Modo V

Varrredura do Massa 100,0-1000,0 Da

3. RESULTADOS

Os dados obtidos em CLUE-EM/EM, descritos na

Tabela 2, revelaram a presenga de cinco antocianinas
distintas com perfil de fragmentag@o caracteristico.
Mostraram a presenga do ion molecular, tR= 1,45
min, m/z: 611,1835 e seus fragmentos 449,1284 apds
a perda de uma hexose [M-162 Da]+ e a perda da
segunda hexose [M-162 Da]+ liberando por fim a
antocianindina 287,0636, caracterizando, portanto, a
antocianina como cianidina-3,5- O-diglicosideo (Fi-
gura 1). O tR= 1,77 min apresenta o ion de m/z com
a massa molar igual a antocianina anterior 611,1653,
mas apresenta apenas um fragmento caracterizando a
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perda de duas hexoses de uma vez s6 [M-324 Da]+ li-
berando o ion m/z 287,0636. Esse procedimento reve-
la ser a substancia uma antocianina diglicosilada em
apenas um carbono, caracterizando, portanto, a anto-
cianina como cianidina-3-O-diglicosideo (Figura 2).
Para a substancia com tR= 2,15 min os dados obtidos
em EM/EM mostraram a presenga do ion molecular a
m/z 449,1206 e fragmento m/z 287,0574 apds a perda
de uma hexose [M-162 Da] +, caracterizando, portan-
to, a antocianina como cianidina-3-O-glicosideo (Fi-
gura 3). A substancia com tR= 2,41 min apresentou no
espectro EM/EM um ion molecular de m/z 595,1742 ¢
dois fragmentos de m/z 449,1320 e 287,0569 (Figura
4). O primeiro fragmento a m/z 449,106 corresponde
a antocianidina ligada a uma molécula de hexose apds
a perda de uma desoxi-hexose (146 Da) e o fragmento
am/z 287,0665 que corresponde a aglicona cianidina
quando ha perda total da rutinose (308 Da), caracte-
rizando, portanto, a antocianina como cianidina-3-O-
-rutenosideo (Figura 5). Para a substancia com tR=
2,63 min os dados obtidos em EM/EM mostraram a
presenga do ion molecular a m/z 463,1692 e fragmen-
to 301,0985 apos a perda de uma hexose [M162 Da]+,
caracterizando, portanto, a antocianina como peonidi-
na-3-O-glicosideo (Figura 6).

Tabela 2: Massas obtidas no CLUE-QTOF ¢ EM/EM

t; {(min) [M*] {m/z) Fragmentos (m/z)
1.45 611.1835 449.1284/287.0636
1.77 611.1653 287.0636
2,15 449.1206 287.0574
2,41 585.1742 449.1320/287.0665
2,63 463.1692 301.0985

Figura 1: Espectro de massas, por EM/EM, da cianidina-3,-
5-O-diglicosideo, tR1,45 min
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Figura 2: Espectro de massas, por EM/EM, da cianidina-
-3-O-diglicosideo, tR 1,77 min

100 287.0636
611.1653
=
288.0666 612.1829
613.1832
289.0714
0 i miz
200 400 600 800 1000

Figura 3: Espectro de massas, por EM/EM, da cianidina-
-3-O-glicosideo, tR 2,15 min
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Figura 4: Espectro de massas, por EM/EM, da cianidina-
-3-O-rutenosideo, tR 2,41 min
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Figura 5: Espectro de massas, por EM/EM, da peonidina-
-3-O-glicosideo, tR 2,63 min
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Cinco antocianinas foram encontradas em ar-
roz preto (IAC 600). A investigagdo por espectrome-
tria de massa possibilitou revelar a presenca de mais
uma substancia além das relatadas por Hou e colabo-
radores em 2013, realizada em arroz proveniente de
uma provincia da China. Como o arroz desenvolvido
pelo IAC e comercializado no Brasil (IAC 600) tem
procedéncia chinesa, ja era esperado a presencga des-

tas quatro substancias (cianidina-3,5-O-diglicosideo,
cianidina-3-O-glicosideo, cianidina-3-O-rutenosideo
e peonidina-3-O-glicosideo), onde a majoritaria ¢ a
cianidina-3-0-glicosideo. A identificagdo da cianidina-
-3-O-diglicosideo trouxe novidade para a analise em
questao.
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