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RESUMO

Tese de Doutorado
Programa de P6s-Graduagao em Ciéncia e Tecnologia dos Alimentos
Universidade Federal de Santa Maria

AVALIAGAO DE COMPOSTOS FUNCIONAIS DE GRAOS E EXTRATO
CONCENTRADO DE CEVADA VISANDO APLICAGCOES NUTRICIONAIS
AUTORA: ALINE SOBREIRA BEZERRA
ORIENTADOR: JOSE LAERTE NORNBERG
Santa Maria, 04 de dezembro de 2012

O presente trabalho tem por objetivo avaliar os compostos funcionais fibra alimentar
e fragdes, antioxidantes, minerais, bem como a atividade antioxidante de cultivares de
cevada, e de um extrato concentrado obtido a partir de gréos integrais de cevada por meio
de metodologias in vitro e investigar a influéncia da regido de cultivo e dos fatores climaticos
no conteudo dos compostos funcionais das cultivares. O trabalho esta dividido em trés
capitulos tratando respectivamente de: Revisao de literatura sobre cevada (Hordeum
vulgare L.) abordando as caracteristicas anatdmicas do grdo de cevada, componentes
funcionais do grao de cevada (fibra alimentar, B-glicanas, minerais, flavonodides),
identificacdo e fungdes dos compostos fendlicos (rutina, acido caféico, acido ferulico,
miricetina, acido galico, catequina, acido tanico, acido p-cumarico), metodologias analiticas
para deteccdo e quantificagdo de compostos fendlicos (Cromatografia a liquido de alta
eficiéncia (CLAE), Espectrometria de massas com ionizagdo electrospray (ESI-MS/MS),
meétodo de Folin-Ciocalteau, atividade antioxidante in vitro (determinagdo da capacidade
antioxidante pela captura do radical livre DPPH, determinacdo de espécies reativas de
oxigénio (ANCOMROS) e radical anion superoxido); Desenvolvimento (subdividido na forma
de capitulos tematicos, conforme as normas de publicagdo do Instituto Nacional da
Propriedade Industrial (INPI) e revistas cientificas da area) e das consideragdes finais da

autora sobre os seus achados.

Palavras-chave: Cevada, atividade antioxidante, compostos bioativos.



ABSTRACT

Thesis of Doctor's Degree
Postgraduate Program in Science and Food Technology

Universidade Federal de Santa Maria

EVALUATION OF GRAIN FUNCTIONAL COMPOUNDS AND BARLEY
CONCENTRATE EXTRACT IN SEARCH OF NUTRITIONAL APPLICATIONS
AUTHOR: ALINE SOBREIRA BEZERRA
ADVISOR: JOSE LAERTE NORNBERG
Santa Maria, December 04™, 2012

The present study aims to evaluate the functional compounds dietary fibre and
fractions, antioxidants, minerals, and antioxidant activity of barley cultivars, and a
concentrated extract made from whole grains of barley through methodologies in vitro and to
investigate the influence of the growing region and climatic factors on the content of
functional compounds of cultivars. The work is divided into three chapters dealing
respectively with: Literature review on barley (Hordeum vulgare L.) addressing the
anatomical characteristics of barley grain, functional components of barley grain (dietary
fibre, B-glucans, minerals, flavonoids), identification and functions of the phenolic compounds
(rutin, caffeic acid, ferulic acid, myricetin, gallic acid, catechin, tannic acid, p-coumaric acid),
analytical methods for detection and quantitation of phenolic compounds (High-liquid
chromatography (HPLC), Mass spectrometry electrospray ionization (ESI-MS/MS), Folin-
Ciocalteau’s method, antioxidant activity in vitro (determination of antioxidant capacity by
capturing the free radical DPPH, determination of reactive oxygen species (ANCOMROS),
and superoxide anion radical); Development (subdivided in the form of thematic chapters,
according to the standards published by the National Institute of Industrial Property (INPI)
and scientific journals in the area) and the final considerations from the author about their her

findings.

Keywords: Barley, antioxidant activity, bioactive compounds.
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O papel exercido pela alimentagdo equilibrada na manutencao da saude tem
despertado interesse pela comunidade cientifica que tem produzido inumeros
estudos com o intuito de comprovar a atuacao de certos alimentos na prevencao de
doencgas (PIMENTEL; FRANCKI; GOLLUCKE, 2005).

Qualquer alimento, sendo ele natural ou preparado, que contenha uma ou
mais substancias classificadas como nutrientes ou ndo nutrientes, os quais sao
capazes de atuar no metabolismo e na fisiologia humana, promovendo efeitos
benéficos para a saude, retardando o estabelecimento de doencgas crdnico-
degenerativas, melhorando a qualidade e expectativa de vida das pessoas, inibindo
a degradacéo oxidativa, limitando assim o fendmeno da oxidacéo lipidica durante as
fases de processamento e armazenamento de alimentos a nivel industrial tem sido
amplamente investigados e atualmente denominados como alimentos funcionais
(PIMENTEL; FRANCKI; GOLLUCKE, 2005).

Os componentes que fazem com que um alimento seja funcional sempre
estiveram presentes na natureza, mas estes tém sido analisados nas ultimas
décadas por pesquisadores que comecaram a identifica-los e a determinar os
beneficios concretos que estes proporcionam ao nosso organismo (ARABBI, 2001).

Sendo assim, podemos selecionar os alimentos naturais que por si mesmos
contenham estas substancias benéficas, sem necessidade de se recorrer aos
alimentos enriquecidos ou fortificados que se englobam no conceito de alimento
funcional (ARABBI, 2001). Dentre os componentes dos alimentos mais destacados,
com fungdes biotivas, encontra-se a fibra alimentar, (3-glicanas, vitaminas, minerais,
acidos graxos poliinsaturados (w3 € we) € 0s antioxidantes.

As fibras alimentares tém sido fortemente implicadas na prevencédo e
tratamento da sindrome metabdlica. O efeito benéfico dos alimentos ricos em fibras
e fibras isoladas, tanto insoluveis como soluveis, sobre a obesidade, doencas
cardiovasculares e diabetes tipo 2 tem sido mostrado em estudos randomizados
(MCKEOWN et al., 2004; SAHYOUN et al., 2006).

Dietas ricas em fibra contribuem na melhoria do controle glicémico em
pacientes com diabetes tipo 2 (BRENNAN, 2005), reduz a lipoproteina de baixa
densidade (LDL) na hipercolesterolemia (BROWN et al., 1999; ANDERSON et al.,
2000), e contribui positivamente a longo prazo no controle de peso (SLAVIN, 2005).
Em estudos epidemioldgicos, associagdes positivas foram observadas entre

aumento no consumo de cereal, fonte de fibras insoluveis e soluveis, e diminuigdo

17



do risco de sindrome metabdlica, doengas cardiovasculares, e dos marcadores de
inflamacéo sistémica (LIU et al., 2003; QI et al., 2006). Dietas ricas em gréos
integrais tém sido negativamente associadas a sindrome metabdlica (MCKEOWN et
al., 2004; ESMAILLZADEH, MIRMIRAN, AZIZI, 2005; SAHYOUN et al., 2006).

Em comparagdo com as fibras insoluveis, as fibras soluveis sdo mais potentes
em atenuar a presengca de componentes da sindrome metabdlica em animais e
seres humanos. Adicoes de a-ciclodextrina, uma fibra dietética soluvel, em uma
dieta rica em gordura para ratos Wistar machos durante seis semanas atenuou o
ganho de peso e o aumento nos niveis plasmaticos de colesterol e triglicerideos,
reduzindo o conteudo de gordura fecal em relagdo ao grupo controle (ARTISS et al.,
2006).

Com relagéo as B-glicanas, observa-se um aumento no interesse nas duas
ultimas décadas em funcido de suas propriedades bioativas e funcionais. De todas
as fibras, os efeitos desempenhados por essa fragdo da fibra soluvel tém sido
documentados e o uso da alegagado de alimento saudavel, em produtos que a
contém, tem sido permitido em varios paises do mundo, incluindo o Canada, os
Estados Unidos da América, Suécia, e outros. Ndo existem relatos de efeitos
adversos apos o consumo de uma dieta rica em [B-glicana de aveia ou farinha de
cevada ou seus extratos (HALLFRISCH & BEHALL, 2003; KHOURY et al., 2012).

Avaliagbes recentes também demonstram algumas vantagens da aplicagao
da farinha de cevada (em fungao da fibra soluvel e/ou B-glicanas) na redugéo dos
seguintes parametros bioquimicos em ratos: colesterol, triglicerideos e glicose
(FUKE, 2007), indicando assim a possivel funcionalidade e aplicabilidade deste
produto na alimentacido humana.

O papel antioxidante da cevada tem sido observado por metodologias in vitro
e diante da diminuigdo da peroxidagéo lipidica do figado de ratos expostos a dietas
ricas em gordura, pela adicdo de extrato aquoso de cevada em dietas padrdes,
obtido a partir de um extrato hidroetandlico previamente evaporado do solvente
etandlico (BEZERRA, 2009; ZIMMERMANN, 2010).

Nesse contexto, objetivou-se avaliar os compostos funcionais (fibra alimentar
total, soluvel e insoluvel, B-glicanas, antioxidantes, minerais) de cultivares de cevada
e de um concentrado obtido a partir de graos integrais de cevada, bem como a

atividade antioxidante de extratos elaborados, através de metodologias in vitro.
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2 ESTUDO BIBLIOGRAFICO
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2.1 Cevada (Hordeum vulgare L.)

Segundo dados da Embrapa Trigo (2012) a cevada € um cereal de inverno
que ocupa a quinta posicdo, em ordem de importancia econdmica, no mundo, onde
o grao é utilizado na industrializagdo de bebidas (cerveja e destilados), na
composicao de farinhas ou flocos para panificacdo, na produgao de medicamentos e
na formulagao de produtos dietéticos e de sucedaneos de café.

A mesma vem sendo cultivada no Brasil desde a década de 1930 e como
consequéncia dos esforgcos do melhoramento genético e do desenvolvimento de
técnicas de manejo cada vez mais apropriadas, a cultura foi difundida pelo sul do
Brasil, onde se localizam as areas mais adequadas em termos de clima e solo para
o desenvolvimento deste cereal. Este incremento ocorreu, também, gragas ao
trabalho de fomento realizado pelas companhias cervejeiras Brahma e Antartica. O
seu cultivo ocupa uma area superior a 120.000 hectares, sendo distribuida nos
planaltos do Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parana, mostrando assim, uma
significativa importéncia econémica (BOROWSKI, 2012).

Na maioria dos paises do mundo, principalmente na Europa e América do
Norte, a cultura da cevada tem multiplos propdsitos, sendo utilizada pela industria
cervejeira, como ragao animal e na alimentacdo humana. No Brasil, por existirem
alternativas de menor custo de producédo para alimentacdo animal e humana, mais
de 95% da cevada € cultivada para fins cervejeiros (EMBRAPA, 2012). Este fato faz
com que todos os programas de melhoramento genético de cevada no Brasil tenham
a qualidade cervejeira e malteira como foco de pesquisa, pois a mesma é
determinante no langamento de novas cultivares mais produtivas, de melhor
qualidade de malte e adaptada as condi¢des de cultivo (BOROWSKI, 2012).

2.1.1 Caracteristica anatébmica do grao de cevada

O grao de cevada (Figura 1) é constituido por casca, aleurona, endosperma,
escutelo e embrido. A casca € formada pela palha, que é eliminada no

beneficiamento e por uma fina camada, a aleurona, que recobre o endosperma e o
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embrido. O endosperma é constituido basicamente de amido e proteina sendo
responsavel pela formacdo de enzimas durante a malteacdo, enquanto que o
embrido é o local das atividades vitais do grao (VICENZO, 2007).

Dentre os embrides das monocotiledéneas (Figura 1), o das gramineas é o
mais altamente diferenciado. Este, quando totalmente formado, possui um
cotilédone macico, o escutelo, estreitamente aderente ao endosperma. O escutelo
encontra-se preso a um lado do eixo do embrido que possui uma radicula em sua
extremidade inferior e uma plumula em sua extremidade superior (ANATOMIA
VEGETAL, 2012).

ENDOSPERMA

ESCUTELO
ALEURONA

Figura 1.  Estrutura do grdo de cevada. (fontes: http://www.crc.dk/flab/the.htm;
http://www.gramene.org/species/hordeum/barley_anatomy.html).
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A casca tem a funcao de protecao, contém fibras, antioxidantes, minerais e
vitaminas. A diferenga da cevada para outros graos se deve ao fato de que a fibra
alimentar esta distribuida em todo o grao e ndo apenas na camada externa (YALCIN
et al., 2007). Assim, quando se remove a casca, ou a camada externa, apenas parte
da fibra é perdida (XUE et al., 1997). No entanto, o descascamento dos gréos de
cevada reduz a concentracdo de proteina bruta, de extrato etéreo, de cinzas, de
fibra soluvel, e, em especial, nos teores de fibra total e de fibra insoluvel (MAYER et
al., 2007).

2.2 Componentes funcionais do grao de cevada

2.2.1 Fibra alimentar

O consumo apropriado de fibra alimentar vem sendo valorizado em fungao de
seu efeito benéfico a saude, pois atua na prevencao e tratamento da obesidade,
reducdo do colesterol sanguineo, regulagdo da glicemia pos-prandial e diminuigao
do risco de doencgas cardiovasculares. Estudos cientificos tém mostrado que dietas
contendo cevada, em virtude de seu expressivo conteudo de fibra alimentar, em
especial da fragdo soluvel (B-glicanas), tem exercido efeitos benéficos na saude
humana (BEHALL; SCHOLFIELD; HALLFRISCH, 2006).

Com excecao da lignina, as fibras alimentares pertencem ao grupo dos
carboidratos e sdo considerados polissacarideos nao amilaceos compostos por
moléculas de agucares (pentoses, hexoses, 6-deoxyhexoses ou acidos urdnicos).
Por definicdo, sdo polimeros com mais de onze unidades destes acgucares unidas
por ligagdes glicosidicas. As cadeias laterais ou ramificadas da estrutura basica sao
responsaveis pela solubilidade das fibras alimentares totais (FAT), sendo estas
divididas em fibra soluvel (FS) e fibra insoluvel (FI) sendo essa classificagcéo util para
o entendimento das propriedades fisiologicas exercidas pelas fibras alimentares
(FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2008).

As fibras insoluveis, presentes em expressiva quantidade nos farelos de

cereais, exercem sua agado fundamentalmente no intestino, e pela sua extrema
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capacidade em reter agua, aumentam em volume, distendem a parede do colon e
facilitam a eliminagdo do bolo fecal. No entanto, devido a sua insolubilidade, as
mesmas nao sao fermentaveis pela flora intestinal, ndo sendo entdo praticamente
metabolizadas pelo organismo. Dentro desse grupo encontram-se as ligninas,
celuloses e algumas hemiceluloses (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2008).

Ja as fibras soluveis, assim com as insoluveis, agem igualmente sobre a
velocidade do transito intestinal, porém sem aumento da adsor¢cdo de agua. As
mesmas sofrem reagdes de fermentacdo pelas bactérias intestinais, produzindo
altas concentragdes de substancias especificas denominadas de acidos graxos de
cadeia curta (AGCC), que sao os principais promotores da motilidade do conteudo
fecal e regularizam o transito intestinal de forma suave. Além disso, funcionam como
agentes protetores e como fonte de energia para a mucosa intestinal, bem como
retardam a absor¢cdo da glicose e diminuem os niveis de colesterol sanguineo.
Dentro deste grupo encontram-se as pectinas, algumas hemiceluloses, gomas,
mucilagens e B-glicanas (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2008).

Segundo MAYER et al. (2007), valores médios de FAT entre cultivares de
cevada, na forma integral (22,06%) € aproximadamente o dobro do verificado em
graos sem casca (11,10%). Quanto ao teor de Fl observa-se um aumento cerca de
2,5 vezes maior na forma integral (16,63%) do que na forma descascada (6,46%). Ja
a FS, composta predominantemente por B-glicanas, os valores médios observados

foram de 5,43%, em graos integrais e 4,64% em grédos sem casca.

2.2.2 B-glicanas

As B-glicanas (ou B-glucanas) sdo componentes da fibra soluvel presentes
principalmente na aveia e na cevada e sua importancia deve-se as propriedades
funcionais e aos efeitos hipocolesterolémicos e hipoglicEmicos apresentados. Estéo
contidas no endosperma da semente e sao caracterizadas por uma cadeia linear de
unidades B-D-glicopiranosil unidas por ligagdes B (1—4) e B (1—3). As ligagdes
(1—4) respondem por aproximadamente 70% das ligagdes glicosidicas, ocorrendo
em sequéncia de uma, duas a trés unidades de glicose, interrompidas por ligacéo 8

(1—3) isolada, sendo encontradas em um alto nivel na parede celular de fungos,

23



leveduras, aveia, cevada, assim como nas bactérias. Suas estruturas sdo diferentes
das B-glicanas fungicas, sendo esta uma cadeia ramificada B (1—3) e B (1—6)
(CHEN & RAYMOND, 2008).

Produtos naturais que contém B-glicanas tém sido usados a milhares de anos
com beneficios a saude humana, mas essa fragéo foi identificada como componente
ativo apenas recentemente. Desde entdo, tém sido estudada extensivamente seus
efeitos na estimulagdo imunolégica e no tratamento de varias doencgas, incluindo
cancer, Diabetes mellitus e doengas cardiacas (CHEN & SEVIOUR, 2007,
AKRAMIENE et al., 2007; CHEN & RAYMOND, 2008).

Estudo realizado por FUJITA & FIGUEROA (2003) sobre teores de B-glicanas,
encontrou valores entre 2,04 a 9,68% desse componente em cultivares de cevada,

de 0,55 a 0,72%, em trigo e na aveia entre 5,94% a 6,48% (aveia preta).

2.2.3 Minerais

Os minerais constituem uma classe de micronutrientes, sendo em sua maioria
considerados essenciais. Sdo comumente divididos entre macroelementos (calcio,
fésforo, potassio, sédio, cloro, magnésio, enxofre) e microelementos (ferro, cobre,
cobalto, manganés, zinco, iodo, fluor, molibdénio, selénio, cromo, silicio), de acordo
com maiores ou menores quantidades encontradas no organismo humano (MAHAN
& ESCOTT-STUMP, 2005).

A ingestdo de uma dieta balanceada é essencial para o bom funcionamento
do organismo e para manutengao da saude. Porém, o atual estilo da sociedade tem
depreciado tais conhecimentos em detrimento de alimentos de preparo rapido, mas
nem sempre, com valor nutricional balanceado. Este fato é o principal responsavel
pela incidéncia de uma alimentagdao pobre em nutrientes, a qual é causada pela
baixa ingestao de minerais e vitaminas, que sao elementos essenciais para o bom
funcionamento do organismo humano.

De acordo com CORDAIN (1999), o conteudo de minerais na cevada é
representativo em relagdo a outros graos e em 100 gramas de amostra esta em
torno de 452 mg de potassio (K), 12 mg de sédio (Na), 33 mg de calcio (Ca), 264 mg
de fésforo (P), 133 mg de magnésio (Mg), 3,6 mg de ferro (Fe), 2,77 mg de zinco
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(Zn), 0,5 mg de cobre (Cu), 1,95 mg de manganés (Mn) e 0,066 mg de selénio (Se)
e dentro desses valores a cevada pode suprir até 120% das necessidades dietéticas
recomendadas para adultos (NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1989).

2.2.4 Flavonodides

Os flavonodides sdo compostos polifendlicos que se diferenciam tanto em
estrutura quimica quanto em suas caracteristicas, sendo encontrados em plantas,
frutas, vegetais e bebidas como vinho e cha (OLIVEIRA et al., 2010). Desempenham
um importante papel acerca da fisiologia vegetal, uma vez que respondem a luz e
controlam os niveis de auxinas reguladoras do crescimento e diferenciagdo das
plantas. Apresentam uma grande capacidade antioxidante que depende das
propriedades redox de seus grupos hidroxifendlicos e da agao inibitéria do radical
hidroxila, altamente reativo na cadeia de peroxidagao lipidica (RUSSOA &
SANCHEZ, 2006).

Os mesmos constituem compostos de baixo peso molecular contendo um
esqueleto comum de difenilpiranos (Ce-C3-Cg), composto por anéis de fenil (A e B)
ligados através de um anel C pirano (heterociclico). Os atomos de carbono nos
anéis C e A se numeram de 2 a 8, e os do anel B desde o carbono 2 ao carbono 6,
conforme Figura 2 (MARTINEZ- FLORES et al., 2002).
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Figura 2. Estrutura basica dos flavondides (Fonte: Russoa & Sanchez, 2006).

As variagdes em substituicdo do anel C padrao resultam em importantes
classes de flavondides, como os flavondis, flavonas, flavanonas, flavandis (ou
catequinas), isoflavonas e antocianidinas. Substituicdes dos anéis A e B originam
diferentes compostos dentro de cada classe de flavonoides (HOLLMAN & KATAN,
1999).

Nos ultimos anos, se tem descrito uma série crescente de compostos que
demonstram emergente potencial antioxidante, entre estes, os polifendlicos como
acidos fendlicos, polifendis e flavondides. Varios efeitos benéficos a saude tém sido
atribuidos aos compostos fendlicos presentes nos alimentos. Estudos realizados
correlacionam aos mesmos, propriedades antioxidantes, anti-inflamatéria,
antimicrobiana e anticarcinogénica (ABE et al., 2007).

A literatura tem referido a capacidade destes compostos na prevencado da
agregacao plaquetaria (efeitos antitrombéticos) e na protegdo da oxidagdo das
proteinas de baixa densidade (LDL), prevenindo assim a formagao de placas de
ateroma (RUSSOA & SANCHEZ, 2006).

Entre as funcionalidades interessantes esta a capacidade de proteger as
plantas contra patégenos e predadores herbivoros (alguns compostos podem atuar
como toxinas naturais ou conferir sabor indesejado ao alimento tornando-o menos
palatavel) (BRAVO, 1998) e principalmente contra estresse fotossintético e formacéo
de espécies reativas de oxigénio (ERO) (YANG et al., 2001).
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2.3 Identificacao e fungdoes dos compostos fendlicos

A identificacao e quantificacdo dos niveis de compostos fendlicos em cevada
também €& uma importante etapa inicial de qualquer investigacdo de funcionalidade
fisiologica a respeito desses constituintes para posterior estimulo ao consumo desse
cereal, bem como sua utilizagdo com fins farmacolégicos e a nivel industrial.

Segundo BRAVO et al. (1993; 1994), os compostos fendlicos podem ser
classificados em dois grupos: extraiveis e ndo extraiveis. Os extraiveis sao
compostos de baixo ou médio peso molecular que podem ser extraidos empregando
solvente aquoso e aquoso-organico. Os nao extraiveis sdo compostos de elevado
peso molecular ou polifendis ligados a fibra dietética ou a proteinas que podem ser
encontrados nos residuos das extracgoes.

Os polifendis extraiveis podem ser classificados de acordo com sua estrutura
quimica em acidos fendlicos, estruturas simples que podem aparecer livres, como o0s
acidos caféico, ferulico, p-cumarico e sinaptico, ou esterificados, como os acidos
clorogénico, isoclorogénico, neoclorogénico e criptoclorogénico; e flavonadides,
estruturas muito mais complexas que se formam a partir de fenilalanina, tirosina e
grupos acetato, e que por sua vez se subdividem em flavonas (luteolina, apigenina,
crisina), flavondis (quercetina, rutina, kaempferol e miricetina), flavanéis (catequina,
epicatequina, galato de epicatequina, epigalocatequina, galato de epigalocatequina),
flavanonas (taxifolina, hesperetina, naringenina), antocianidinas (pelargonidina,
delfinidina, malvidina, cianidina), isoflavonas (daidzeina, gliciteina, genisteina), entre
outros (PEREZ-JIMENEZ, 2007; HUBER & RODRIGUEZ-AMAYA, 2008).

Entretanto, os polifendis nao extraiveis incluem os taninos hidrolisaveis e
condensados com um elevado numero de unidades na cadeia polimérica, como as
ligninas. Os taninos hidrolisaveis sao estruturas poliméricas que podem ser
derivados do acido galico ou de produtos oriundos da condensagdo como o acido
hexahidroxidifénico (PEREZ-JIMENEZ, 2007).
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2.3.1 Rutina

A rutina, um composto fendlico pertencente, a classe dos flavondis, é
tradicionalmente empregada como potente antioxidante, na prevengao ou tratamento
da insuficiéncia venosa ou linfatica e da fragilidade ou permeabilidade capilar, e
também na prevencao aos danos causados pela radiagéo ultravioleta (GUARDIA et
al., 2001).

A suplementacdo nutricional com rutina tem demonstrado um importante
papel na prevencdo da aterosclerose, segundo estudo conduzido por RODRIGUES
et al. (2003). Nesse estudo foi observado uma elevagéao significativa da lipoproteina
de alta densidade (HDL-colesterol) de 35,82+2,31mg/dL para 44,40+3,11mg/dL,
demonstrando os efeitos benéficos da rutina, com consequente diminuicdo dos
fatores de risco para a aterosclerose e doenga cardiovascular (DCV), associado a
elevacdo na atividade da enzima antioxidante superéxido-dismutase. A atuacdo da

rutina como ativadora desta importante enzima antioxidante foi evidente.

2.3.2 Acido caféico

Dentre os acidos hidroxicinamicos, aquele mais comumente encontrado e de
maior representatividade na dieta € o acido caféico (AC), composto sensivel ao calor
(DIMBERG et al.,1996) e produzido a partir da L-fenilalanina ou L-tirosina.

Os estudos acerca dos efeitos fisioldgicos do AC incluem relatos sobre a sua
capacidade de atuar como anti-inflamatério (CHEN; TSAI; WU, 1995), inibidor da
xantina oxidase (CHIANG; LO; LU, 1994), ligante metalico (NARDINI et al., 1995) e
como agente protetor contra citotoxicicidade induzida por perdxido de hidrogénio
(NAKAYAMA, 1994).

Estudos com AC em sistemas lipidicos indicaram um potencial deste polifenol
em atenuar na oxidacéo de lipoproteinas de baixa densidade (CASTELLUCIO et al.,
1995; 1996) e mesmo inibir a oxidagdo de LDL catalisada por ions metalicos
(NARDINI et al., 1995).
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Em estudo sobre avaliacdo do potencial dos acidos caféico, protocatequinico,
p-hidroxibenzadico, ferulico e p-cumarico em banha na concentracdo de 200mg/kg,
utilizando o método Rancimat a temperatura de 90°C, foi observado que os acidos
caféico e protocatequinico apresentaram uma maior atividade antioxidante do que o
a-tocoferol e BHT na mesma concentragéo (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2009).

2.3.3 Acido fertlico

O acido ferulico (AF), um polifenol natural pertencente a classe dos acidos
hidroxicinamicos, extraido de graos de alguns cereais como o0 arroz e a cevada,
exerce efeito antioxidante, hipotensivo e anti-inflamatério de acordo com estudos
publicados na literatura (UCHIDA et al.,1996; SUZUKI et al., 2002).

Segundo FUJITA et al. (2008) o acido ferulico pode exercer também um efeito
benéfico na prevencdo da neuropatia diabética em ratos, efeito esse muito mais
exacerbado quando comparado ao do a-tocoferol. De acordo com os autores, isso
pode ser possivel em funcédo do efeito exercido pelo mesmo na reducao do stress
oxidativo gerado por este processo.

Em estudos realizados, quatro acidos apresentaram atividade antioxidante
significativa quando aplicados em 6leo de soja, sendo esses 0 acido clorogénico,
caféico, p-cumarico e ferulico, tendo este ultimo a maior atividade antioxidante. A
oxidagao foi acompanhada através do indice de perdxidos (FOOD INGREDIENTS
BRASIL, 2009).

2.3.4 Miricetina

Estudos investigaram os diversos efeitos terapéuticos biologicos de miricetina,
incluindo seu uso como um potente antioxidante, como um agente anticarcinogénico
e antimutagénico, na prevengdo da agregagcdo plaquetaria, doencas
cardiovasculares, com propriedades antimicrobianas contra bactérias de diferentes
cepas, entre outros (KIAN & HOON-ENG, 1997; TIJBURG et al., 1997).
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Derivados de miricetina também tém sido sugeridos para expor outras
relevantes atividades farmacologicas, como os relacionados a geragao de radicais
fenoxil na inibicado da peroxidagao lipidica em cultura de hepatdcitos (MOREL et al.,
1998; AHERNE & O'BRIEN, 1999).

2.3.5 Acido galico

O acido galico é uma substancia fendlica, originado pela rota biossintética via
acido chiquimico, sendo um derivado do acido benzodico. E frequentemente
encontrado na natureza na forma de seu dimero de condensagao, o acido elagico, e
ambos s&o constituintes de taninos hidrolisaveis, dos quais sao liberados por
hidrélise acida. E utilizado como antioxidante agindo na inibicdo de radicais livres e
como adstringente (LONGHINI, 2006).

MASAKI, ATSUMI e SAKURAI (1994) verificaram a sua atividade antioxidante
como scavenging de anions superoxidos, de oxigénio singleto, de radical organico,
pelo método de DPPH e na peroxidagao de lipideos biliares por AAPH (2, 2’- azobis-
(2- amidinopropano) diidrocloreto), conferindo protecao dos fibroblastos contra dano

celular.

2.3.6 Catequina

As catequinas sdo compostos incolores, hidrossoluveis, que contribuem para
o0 amargor e adstringéncia. De acordo com NAGAO et al. (2005), o consumo em
longo prazo de bebidas que contém catequinas tende a inibir a formagao de lipidios
oxidados, tais como malonaldeido-LDL (MDA-LDL), sendo este um fator de risco
para o desenvolvimento de aterosclerose, além de diminuir a gordura corporal,
contribuindo entdo para a prevengao e melhoria de varias doengas relacionadas com

o estilo de vida, particularmente obesidade.
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2.3.7 Acido tanico

Os polifendis sdo metabdlitos secundarios de plantas que se encontram sob
as formas hidrolisaveis e condensadas. O acido tanico (AT), que faz parte do
primeiro grupo, tem uma estrutura consistindo de um carboidrato central (glicose) e
10 grupos galoil. O mesmo é encontrado na casca e frutos de muitas plantas e
apresenta ag¢des antimutagénica, anticarcinogénica e atividade antioxidante, mas os
mecanismos envolvidos nestas atividades ndo sdo completamente compreendidos.
A atividade antioxidante do AT foi anteriormente atribuida a sua capacidade de
formar um complexo com ions de ferro, o que interfere com a reacado de Fenton, que
gera radicais livres (LOPES; SCHULMAN; HERMES-LIMA, 1999).

2.3.8 Acido p-cumarico

O acido p-cumarico € um fendlico derivado do acido hidroxicinamico que
apresenta propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias. A  atividade
antiplaquetaria deste composto foi analisada tanto ex vivo como in vitro (LUCERI et
al., 2007).

Segundo estudo conduzido por SALAMEH et al. (2012) com vinhos, o acido p-
cumarico manteve-se estavel a temperatura de 20-30°C, mas instavel em
temperaturas superiores a 75°C. Os autores observaram por Espectroscopia de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e espectros de infravermelho (IV) que o
acido p-cumarico pode reagir com etanol, assim como todos os polifendis do vinho.
Segundo os mesmos, esta reacao parece ser uma esterificacdo e sua taxa torna-se

maior quando a concentracido de etanol aumenta no meio.
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2.4 Metodologias analiticas para deteccao e quantificacao de compostos

fendlicos

2.4.1 Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE) - High Perfomance Liquid
Chromatography (HPLC)

A cromatografia objetiva separar individualmente os diversos constituintes de
uma mistura de substancias seja para identificagdo, quantificagdo ou obtengdo da
substancia pura para os mais diversos fins. Tal separagcdo da-se através da
migragdo da amostra através de uma fase estacionaria (Figura 3) por intermédio de
uma fase mével (ARGENTON, 2010).
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Figura 3. Eluicdo dos analitos pela coluna cromatografica. (Fonte: Collins, C. H.; Braga, G. L;
Bonato, P. S. Fundamentos de Cromatografia, Editora Unicamp, 2006, Campinas, capitulo 1, pagina
17).
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Ap0s a introdugdo da amostra no sistema cromatografico, os componentes da
amostra se distribuem entre as duas fases e percorrem mais lentamente que a fase
movel devido ao efeito retardante da fase estacionaria (Figura 4). O equilibrio de
distribuicdo determina a velocidade com a qual cada componente migra através do
sistema (ARGENTON, 2010).
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Figura 4. Conceitos fundamentais de Cromatografia a liquido de Alto Desempenho (HPLC) (Fonte:
www.crg4.org.br).

2.4.2 Espectrometria de massas por ionizagao electrospray (ESI-MS/MS)

A Espectrometria de massas com ionizagao por electrospray (ESI-MS/MS) é
uma técnica que apresenta sensibilidade e especificidade da detecgdo do MS. Uma
das vantagens da ESI-MS é que n&o é necessaria a preparagao de amostras e pode
produzir ions com cargas multiplas ou isoladas. Tipicamente, compostos que
apresentam elevado peso molecular tém cargas multiplas, como por exemplo,
peptideos e proteinas. Esta técnica € particularmente adequada para a analise de
moléculas polares de massa menores que 2000 Da e nao requer qualquer
derivatizagao prévia na maioria das aplicagées (UNIVERSITY COLLEGE LONDON,
2010).
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A amostra é pulverizada através de um fino capilar (Figura 5). Uma forte carga
elétrica é aplicada ao capilar em goticulas carregadas. Para auxiliar a evaporagao do
eluente um banho quente de gas (normalmente nitrogénio) flui em torno da ponta do
capilar. Uma vez que a gota deixa o tubo capilar e entra no nitrogénio continua a
perder solvente até que a densidade de carga exceda a tensdo de superficie
(constante de Raleigh), a gota explode resultando em menores goticulas carregadas.
Este processo continua até que as goticulas sejam suficientemente pequenas para
ions de dessorcao. A criagao destes ions facilita a transferéncia das moléculas da
amostra a partir da fonte para o MS. Os ions sdo aceleradamente atraidos para
dentro do analisador de massas. A ionizagao por electrospray pode ser operada
tanto no modo positivo como negativo, dependendo da carga do composto de
interesse (UNIVERSITY COLLEGE LONDON, 2010).

~— lonizacdo por electrospray

Figura 5. lonizagcdo por electrospray (Fonte: http://www.dionex.com/en-us/markets/life-
science/protein-sciences/proteomics/Ip-80196.html).
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2.4.3 Método de Folin-Ciocalteau

O ensaio Folin-Ciocalteau (FCR) é um dos mais antigos métodos de
quantificacdo de fendis em uma amostra, portanto também conhecido como ensaio
de fendis total. Foi desenvolvido inicialmente por Singleton et al. em 1965 e em 1999
o ensaio foi delineado e padronizado para quantificacdo de fendis totais
(SINGLETON; ORTHOFER; LAMUELA-RAVENTOS, 1999), a partir dai o ensaio
encontrou outras aplicagoes.

O método Folin-Ciocalteau trata-se de uma reacdo simultanea de
transferéncia de um atomo de H (HAT - Hidrogen Atom Transfer) e de transferéncia
de um elétron (SET - Single Electron Transfer), ndao sendo exatamente um método
de determinacdo da atividade antioxidante, mas sim do conteudo de polifendis.
Devido ao importante papel dos polifendis na atividade antioxidante dos alimentos,
em muitos trabalhos sao referidos como um método de determinacdo da atividade
antioxidante, embora seja apenas um indicador. Baseia-se na reagao de redugao de
um heteropolianion ([XM12040]X'8) que contém molibdénio (SINGLETON;
ORTHOFER; LAMUELA-RAVENTOS, 1999).

O reagente de Folin-Ciocalteau € o mais sensivel a redugédo pelos fendis e
diminui a tendéncia a precipitacdo e baseia-se na reducdo dos acidos
fosfomolibidico e fosfotunguistico pelas hidroxilas fendlicas, produzindo um
complexo de coloracdo azul que absorve entre 620 e 740 nm na quantificacdo de
fendlicos totais. A reagdo ocorre em meio alcalino e a solugao saturada de carbonato
de sodio € a base mais indicada. As moléculas reduzidas s&o azuis e as nao
reduzidas sao amarelas. Este método espectrofotométrico, ndo € um método
especifico, pois detecta todos os grupos fendlicos presentes no extrato, incluindo
aquelas proteinas extraiveis (ANGELO & JORGE, 2007).

De acordo com MOREIRA E MANCINI-FILHO (2004), os compostos fendlicos
sdo antioxidantes primarios que agem como sequestradores de radicais livres e
bloqueadores de reagbes em cadeia. Eles estdo largamente distribuidos na natureza
e s&o derivados dos acidos benzoico e cindmico, bem como de flavonoides.

LIMA, MELO e LIMA (2002) ressaltam que dentre os compostos fendlicos
com propriedade antioxidante, destacam-se os flavondides que, quimicamente,

englobam as antocianinas e os flavondis.
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Segundo VELIOGLU et al. (1998) a atividade antioxidante apresentada por
varios vegetais, incluindo frutos, folhas, sementes e plantas medicinas, esta
correlacionada ao seu teor de compostos fendlicos totais. KAHKONEN et al. (1999)
também afirmaram que os compostos fendlicos sdo responsaveis pela atividade

antioxidante de diversos vegetais.

2.4.4 Atividade antioxidante in vitro

Antioxidantes sao definidos como substancias que, quando presentes em
baixas concentracdes em relacdo ao substrato oxidavel, sdo capazes de inibir ou
retardar substancialmente a oxidagcdo daquele substrato. Adicionalmente, os
antioxidantes n&o se tornam radicais livres pela doacao de elétrons, pois eles séo
estaveis em ambas as formas. Existem duas categorias basicas de antioxidantes
nao enzimaticos denominadas de sintéticos como, por exemplo, o butilhidroxianisol
(BHA) e butilhidroxitolueno (BHT) e os naturais (HALL Il & CUPPETT, 1997).

De acordo com KAUR E KAPOOR (2001), os antioxidantes s&o importantes
na prevencao de doencgas, tanto para plantas quanto para animais, inibindo ou
retardando a oxidacao das biomoléculas por meio da prevengao da iniciacdo ou da
propagacao da cadeia de reagdes de oxidagdo. Agentes redutores, cuja fungéo é
transferir atomos de hidrogénio, como o acido ascoérbico, sado considerados
antioxidantes. Alguns antioxidantes também sao capazes de quelar ions metalicos
como cobre e ferro, os quais catalisam a oxidacéo lipidica.

Os antioxidantes sintéticos requerem testes extensos e de custo elevado para
comprovar a sua seguranga para aplicagdo em alimentos e, por esta raz&o, existe o
interesse no uso de antioxidantes naturais. Além disso, estudos tém mostrado a
associagdo dos mesmos com processos carcinogénicos em animais experimentais
(MARTINEZ-VALVERDE; PERIAGO; PROVAN, 2002; SVILAAS et al., 2004).

Dessa forma, a busca por substitutos naturais para os antioxidantes sintéticos
tem elevado o numero de pesquisas envolvendo alimentos de origem vegetal, que
sao fontes potenciais destas substancias. Frutas, hortalicas e cereais contém
diversos compostos com propriedades antioxidantes. Entre estes o acido ascérbico,

a-tocoferol, carotendides e uma ampla variedade de compostos fendlicos.
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Entre os métodos mais utilizados para a determinacdo da atividade
antioxidante em frutas e hortalicas estdao: DPPH, FRAP, sistema B-caroteno/acido
linoléico e o ABTS. Conforme alguns trabalhos de pesquisa em frutas e cereais, 0s
mais usados tém sido o DPPH e o ABTS (LEONG & SHUI, 2002; NENADIS et al.,
2004; WU et al., 2005).

2.4.5 Determinacao da capacidade antioxidante pela captura do radical livre DPPH-

O método DPPH (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995;
HILGEMANN et al., 2010), baseado na captura do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-
hidrazil) por antioxidantes, produz um decréscimo da absorbancia a 515-522 nm.
Esse método foi modificado por SANCHEZ-MORENO et al. (1998) para medir os
parametros cinéticos.

O DPPH é um radical livre que pode ser obtido diretamente por dissolugado do

reagente em meio orgéanico (Figura 6).

N—Ne NO, + R —= N—N NO,
G on O o
cor: violeta-escura cor: violeta-clara
Figura 6. Estabilizagao do radical livre DPPH. (Fonte:

http://www.cnpat.embrapa.br/cnpat/cd/jss/acervo/Ct_127.pdf).

O método esta baseado na capacidade do DPPH em reagir com doadores de
hidrogénio. Na presenca de substancias antioxidantes o mesmo recebe H* sendo

entdo reduzido. Pode ser facilmente detectado por espectroscopia devido a sua
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intensa absorgdo na regido visivel. O ensaio € iniciado pela adicdo do DPPH na
amostra, em solugdo e mensurado pela capacidade da amostra de reduzir o DPPH.
A capacidade da amostra de reduzir o DPPH é expressa em percentual (%

AA ppph), € calculada em relagao ao controle, segundo a expressao:

% AA DPPH— AC — (AA-AB) x 100
Ac

Onde Ac é a absorvancia do DPPH, Ax é a absorvancia da amostra e Ag é a

absorvancia do branco da amostra.

2.4.6 Capacidade antioxidante mensurada pela determinacdo de espécies reativas
de oxigénio (ANCOMROS - Antioxidant Competence Mensured by ROS

determination).

A metodologia € baseada na determinagdo de espécies reativas de oxigénio
(EROS) através da deteccdo indireta por método fluorimétrico (A= 485/520 nm),
empregando 2',7'-diclorofluoresceina diacetato (H,DCF-DA) como substrato. O
H,DCF-DA, apds sofrer desacetilacdo, pode ser oxidado por espécies reativas de
oxigénio, gerando fluorescéncia. Os radicais peroxila s&o gerados através da
termodegradacgao do reagente cloreto de 2,2’-azobis (2-metilaminopropano) (ABAP)
a 37°C. A capacidade antioxidante total (CAT) contra radicais peroxil € estimada
como a diferenca na area de EROS com e sem ABAP, em relacido a fluorescéncia
registrada sem o reagente ABAP (AMADO et al., 2009).

A atividade antioxidante frente ao radical peroxil (AAroo.) € determinada com
base na medida referente ao tempo de 30 minutos de reacdo. A capacidade da

amostra de reduzir radicais peroxil € calculada segundo a expressao a seguir:

%AA ROO® — 1-(FA-FAB) x100
(FS_FSB)
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Onde Fa € a fluorescéncia da amostra, com ABAP, Fag € a fluorescéncia do
branco da amostra, sem ABAP, Fs é a fluorescéncia do solvente utilizado nas

amostras, com ABAP, e Fgg € a fluorescéncia do branco do solvente, sem ABAP.

2.4.7 Radical anion superédxido

O radical anion superoxido, um redutor de elétrons de um oxigénio molecular,
tem recebido muita atengdo pela conexdo com a toxicidade por oxigénio em
sistemas biologicos. Para entender o papel do superdxido e também para
contabilizar os efeitos toxicos observado em sistemas bioldgicos que tenham sido
expostos ao mesmo, é necessario saber se rapidamente 0 mesmo reage com varias
moléculas biologicas e também a rapidez com que é eliminado por antioxidantes
(GOTOH & NIKI, 1992).

Conforme metodologia descrita por ZHAO et al. (2006) o poder da agao dos
antioxidantes frente ao radical O, é determinada pelo sistema enzimatico
hipoxantina/xantina oxidase (HPX/XOD), em presenca do acido
etilenodiaminotetracético (EDTA), cloreto de nitrotetrazolio azul (NBT) e da enzima
xantina oxidase (XOD).

A xantina oxidase (XOD) é a enzima responsavel pela transformagao tanto da
hipoxantina em xantina, quanto desta em acido urico, tendo como consequéncia a
producdo de peroxido de hidrogénio e radical superoxido, sendo por isso
considerada uma das principais fontes biolégicas de espécies reativas de oxigénio.
A atividade de um grande numero de substancias pode ser medida em termos da
atividade sequestradora do radical superoxido gerado nesse sistema enzimatico
(DEW; DAY; MORGAN, 2005).

No método utilizado para avaliar a capacidade sequestradora, o radical
superoxido produzido reduz o NBT a formazan em pH 7,4 e em temperatura
ambiente, e a geragao do formazan € acompanhada por espectrofotometria atraves
da mudanca na coloragao amarelo palido do NBT para uma coloragao purpura no
comprimento de onda de 560 nm. Assim, as moléculas que atuam como

antioxidantes no extrato reagem com o radical superdxido inibindo a formacao de
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formazan, observado a partir do decaimento da absorvancia e formacdo da
coloracgéo purpura (ALVES et al., 2010).
A leitura espectrofotométrica realizada em 560 nm ¢é calculada como

percentual de atividade antioxidante (% AAo2"), conforme a equagéo:

% AAOQ-.= 1 -(AA-AAB) x100
(Ac-Acs)

Onde Ap é a absorvancia da amostra, Axg € a absorvancia do branco da
amostra, Ac € a absorvancia do controle e Acg € a absorvancia do branco do

controle.
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3 DESENVOLVIMENTO
S —.
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Esta secdo sera discutida na forma de capitulos tematicos, conforme as
normas de publicacdo do Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI) e

revistas cientificas da area.
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-CAPITULO 1-

(Conforme normas do Instituto Nacional da Propriedade Industrial - INPI)

*Registro Pl 1101649-3 - Revista da Propriedade Industrial n°. 2137 de
20 de dezembro de 2011.

DOCUMENTO CONFIDENCIAL

CIRCULAGAO RESTRITA

ESTE DOCUMENTO E DESTINADO AO USO EXCLUSIVO DO INDIVIDUO OU
ENTIDADE A QUAL O MESMO E ENDERECADO E CONTEM INFORMACOES
PRIVILEGIADAS, CONFIDENCIAIS E QUE NAO DEVEM SER REVELADAS.

Se vocé ler este documento e n&o for o destinatario pretendido, estara por meio
deste notificado de que qualquer disseminagao, distribuicdo ou reproducao deste
documento é estritamente proibida. Se vocé recebeu este documento por engano,
por favor notifique-me imediatamente através dos telefones +55(21)3212-8200 ou
+55(11)3087-8200.

Obrigado por sua cooperagao.

THIS DOCUMENT IS INTENDED ONLY FOR THE USE OF THE INDIVIDUAL OR
ENTITY TO WHICH IT IS ADDRESSED AND CONTAINS INFORMATION THAT IS
PRIVILEGED, CONFIDENTIAL AND EXEMPT FROM DISCLOSURE.

If the reader of this document is not the intended recipient, you are hereby notified
that any dissemination, distribution or copying of this communication is strictly
prohibited. If you have received this document in error, please notify me immediately
by telephone on +55(21)3212-8200 or +55(11)3087-8200.

Thank you for your co-operation.
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Relatorio Descritivo de Patente de Invencao

PRODUTO CONCENTRADO EM COMPOSTOS BIOATIVOS A BASE DE CEREAIS, E,
AO SEU PROCESSO DE PRODUCAO

Campo da Invencao

A presente invengdo refere-se ao campo da engenharia de alimentos.
Especialmente a um produto concentrado em compostos bioativos a base de cereais
€ ao processo de producdo do mesmo.

Antecedentes da Invencao

As tecnologias/solucdes existentes sdo baseadas em extratos de plantas com
fins antioxidantes. Porém, as mesmas s&o elaboradas com solventes em sua maioria
toxicos e a metodologia aplicada para a elaboragao do produto é complexa para ser
reproduzida industrialmente. A metodologia proposta é de facil reprodutibilidade,
podendo ser utilizada na forma de p6 ou diluida em agua (solvente universal, néo
toxico).

A patente de numero Pl 9201112A, baseada na obtencdo de um extrato
liquido de especiarias, resolveria parcialmente a extracdo dos antioxidantes, porém a
extrema complexidade na producado do extrato liquido para a industria se torna
inviavel em larga escala. O invento elaborado se mostra diferenciado por se tratar de
um p6é homogéneo de facil obtengdo que pode ser utilizado também na forma de
extrato aquoso.

A patente de numero US 6,335,373 B1, baseada na obtengao de um extrato
liquido rico em acido carndsico a partir do alecrim, resolveria parcialmente a
extragdo dos antioxidantes. Porém, a extrema complexidade na produg&o do extrato
para a industria se torna inviavel em larga escala, em virtude do uso de
equipamentos complexos e de solventes de mais alta toxicidade. O invento
elaborado se mostra diferenciado por se tratar de um produto elaborado por
tecnologia de facil reprodutibilidade e de facil elaboragdo, além de ser um po
homogéneo de facil obtencdo que pode ser utilizado também na forma de extrato
aquoso.

A patente de numero EP 1 541 026 A1, baseia-se em um produto obtido a
partir da moagem do grao de trigo inteiro para utilizagdo na alimentacdo humana,
rico em antioxidantes, minerais e vitaminas. Outras fracbes que sio excluidas

(farelo, gérmen, etc) durante o processamento da farinha refinada (obtida
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exclusivamente a partir do endosperma) s&o incorporadas durante o processamento
do produto na obtengcdo de um “pseudo-cereal”’. A tecnologia proposta resolveria
parcialmente a obtencdo de um produto rico em compostos bioativos, porém pelo
fato de ser elaborado pela incorporacdo das fragdes desprezadas durante o
processamento da farinha refinada e por conter uma grande quantidade de fibra
total, o produto passa a ter uma maior quantidade de fibra insoluvel, a qual pode
apresentar efeitos anti-nutricionais na saude humana em altas concentragdes. Ja o
invento proposto, concentra o teor de fibra soluvel e reduz o de fibra insoluvel,
igualando-os na proporcédo de 1:1, além de concentrar outros compostos bioativos
quando comparado ao gréo integral, como antioxidantes, minerais, proteinas e
lipideos.

Sumario da Invencgao

E um dos objetos da presente invencdo um produto concentrado em
compostos bioativos a base de cereais.

E apresentado um produto que possui uma proporcdo fibra soltvel:fibra
insoluvel de aproximadamente 1:1, e que se diferencia de outros disponiveis no
mercado, que apresentam um elevado conteudo de fibra insoluvel. As diversas
acdes benéficas das fibras em nosso organismo sao atribuidas a fragao soluvel, e
altas doses de fibra insoluvel sdo desaconselhaveis, pois 0 excesso pode interferir
negativamente na absorcdo de minerais, especialmente calcio, ferro e zinco. A
invencao apresenta ainda um conteudo de antioxidantes que varia seu conteudo
conforme o solvente utilizado na dissolu¢do, alcangando valores 2 vezes maiores
quando adicionado em solvente aquoso e aumentando em torno de 20% esse
conteudo quando adicionado em solvente hidroalcodlico (20:80, v/v), quando
comparado ao grao integral. Com relagdo aos outros nutrientes analisados (alguns
minerais, proteina, lipideos) observa-se que o extrato seco elaborado n&o alterou
significativamente o conteudo dos mesmos em relacdo a cevada original,
aumentando estatisticamente o conteudo dos macrominerais Ca, K e P e de
carboidratos em relacao a farinha.

E um dos objetos adicionais da presente invengdo, um processo para a
produgao de um produto concentrado em compostos bioativos a base de cereais.

Em especial, o processo compreende as etapas de:

a) moagem de graos de cereais escolhidos do grupo que compreende trigo,

arroz, milho, paingos, sorgo, centeio, aveia, cevada e combinagdes dos mesmos;
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b) extragcdo com solvente aquoso-organico (20:80, v/v);

c) evaporagao do solvente aquoso-organico; e

d) moagem do soélido obtido da evaporagao da etapa c).

Além disso, o processo aplicado pode ser direcionado na produgao de extrato
seco em outros cereais com baixo conteudo de lipideos destinado com 0 mesmo
proposito visado por essa invengdo. Dessa forma, quando comparado a arte
relacionada anteriormente, o produto proposto tem a vantagem de manter suas
caracteristicas bioativas quando solubilizado em agua, diferentemente de outros
extratos elaborados com o mesmo objetivo, que foram obtidos a partir de uso de
solventes toxicos como acetona, metanol, e outros. Desta forma, a aplicacdo da
invencao é facilitada por nao interferir no produto a ser empregado, bem como néao
apresentar toxicidade.

A presente invengao proporciona:

a) Utilizagdo em nivel industrial do extrato seco obtido a partir de graos e/ou
cereais que nao sao aproveitadas pela industria e que, no entanto, apresentam um
alto potencial nutricional e antioxidante, a partir de produtos de baixo custo, néo-
téxico e com propriedades funcionais;

b) Aplicacdo tecnologica do extrato seco obtido que apresente elevado
potencial antioxidante em produtos alimenticios a base de gordura, visando a
substituicdo dos antioxidantes sintéticos atualmente utilizados, tendo em vista a
atividade carcinogénica observada em estudos com animais;

c) Incentivo a produgdo agricola nacional e ao plantio, visando o
melhoramento genético de espécies de cevada e/ou graos e cereais com aplicagéao
nutricional e tecnoldgica, que possam servir como subsidio na produg¢ao do extrato
Seco;

d) Aplicagdo tecnologica do extrato seco em alimentos como espessante
alimentar, tendo em vista sua composicdo em fibra alimentar (fibra soluvel e
insoluvel) e B-glucanas, componentes esses que exercem atividade funcional no
organismo humano.

e) Aplicacédo tecnoldégica do extrato seco em produtos visando o
enriquecimento dos mesmos, com o objetivo de reforgar o seu valor nutritivo, seja
repondo quantitativamente os nutrientes destruidos durante o processamento do
alimento, seja suplementando-os com nutrientes em nivel superior ao seu conteudo

normal.
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Além dos itens descritos acima, o residuo resultante do processamento pode
ser direcionado para a alimentacdo animal ou como fonte de fibra insoluvel.

Estes e outros objetos da invencédo serao imediatamente valorizados pelos
versados na arte e pelas empresas com interesses no segmento, e serdo descritos
em detalhes suficientes para sua reprodugéo na descrigdo a seguir.

Breve Descricao das Figuras

A figura 1 mostra o processo de obtencdo do extrato seco. *Legenda: A —
Cevada Integral Moida; B — Diluicdo Aquosa; C — Sonicagao; D — Filtracédo; E —
Secagem; F — Moagem; G — Produto.

A figura 2 mostra o teor médio de antioxidantes em extrato hidroalcodlico
entre diferentes concentrados e cultivares de cevada.

A figura 3 mostra o teor médio de antioxidantes em extrato aquoso entre
diferentes concentrados e cultivares de cevada.

A figura 4 mostra o percentual de capacidade antioxidante da cevada em
diferentes concentracoes.

A figura 5 mostra o percentual de capacidade antioxidante do extrato seco em
diferentes concentracoes.

A figura 6 mostra o teor inicial e final de proteinas, lipideos, minerais, fibra
total e antioxidantes no extrato seco e na cevada, em valores expressos em g/100g.

Descricao Detalhada da Invencao

Os exemplos aqui mostrados tém o intuito somente de exemplificar uma das
inimeras maneiras de se realizar a invencido, contudo sem limitar, o escopo da
mesma.

A invencao envolve a obtengdo de um produto a base de graos de cevada
(Hordeum vulgare L.), empregando a farinha integral obtida do gréo, concentrado em
compostos bioativos. A farinha & extraida em solvente aquoso-orgénico, a partir do
qual se obtém um produto sélido (extrato seco) que concentra alguns compostos
com propriedades funcionais. O processo desenvolvido permite a obtencdo de um
produto que concentra compostos fendlicos (antioxidantes naturais) e fibra soluvel.
Além disso, o extrato seco obtido diminui a concentragdo inicial de fibra insoluvel,
praticamente igualando-a com a concentragédo de fibra soluvel. Do ponto de vista
funcional, a diminuicao da fibra insoluvel em relacao a fibra soluvel é benéfica para o
organismo humano, uma vez que as propriedades funcionais relatada em estudos

sdo atribuidas as fibras soluveis, pois as mesmas tém a capacidade de se ligar a
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agua e formar géis. Soma-se a isto o fato de que no trato gastrointestinal as fibras
soluveis retardam o esvaziamento gastrico e o tempo de transito intestinal, diminuem
o ritmo de absorcdo de glicose e o colesterol sanguineo e constituem substratos
para fermentagao bacteriana que resultam em gases (hidrogénio, metano e didéxido
de carbono) e acidos graxos de cadeia curta (AGCC), sendo importantes para o
metabolismo intestinal. Os principais efeitos metabodlicos das fibras soluveis séo
descritos a sequir:

1. Retardam esvaziamento gastrico e o transito intestinal, contribuindo na
sensacao de saciedade;

Alteram o metabolismo coldnico através da producédo dos AGCC;

Modulam a mobilidade gastrintestinal,

Reduzem a diarréia (aumento na absorg¢ao de agua);

Promovem o desenvolvimento da mucosa intestinal (ileo e célon);
Proporcionam energia (devido a fermentag&o) para a mucosa intestinal,
Diminuem o pH do célon;

Melhoram a protegao contra infecgao (funcao de barreira, imunidade);

Aumentam a toleréncia a glicose;

= © © N o g bk~ 0D

0. Absorvem acidos biliares, diminuindo os niveis séricos de lipideos.

Dessa forma, um produto que possui uma proporcao fibra soluvel:fibra
insoluvel de 1:1, como o proposto, se diferencia de outros disponiveis no mercado,
que apresentam um elevado conteudo de fibra insoluvel, que em excesso pode
interferir negativamente na absorgdo de minerais, especialmente calcio, ferro e
zinco. As B-glucanas s&o componentes da fibra soluvel presente na cevada e aveia
e sua importancia €& devido as propriedades funcionais e aos efeitos
hipocolesterolémicos e hipoglicémicos apresentados. O teor de [(-glucanas na
cevada é variavel, dependendo do cultivo e é influenciado por fatores genéticos e
ambientais. O processo aplicado a cevada para a obtengao do extrato seco reduz
o conteudo de B-glucanas em cerca de 29,65% do valor encontrado na farinha de
cevada integral. Esse fato é de extrema importancia para a industria alimenticia,
que tem promovido a possibilidade de ofertar suplementos de fibras como
substitutos alimentares e/ou coadjuvantes ao tratamento clinico. A ingestdo de 10
gramas de fibra dietética diaria tem sido associada a redugéo em 27% no risco de
morte por enfermidade coronariana e em 14% no risco de sofrer qualquer evento

coronariano.
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A invencao apresenta ainda um conteudo de antioxidantes que varia seu
conteudo conforme o solvente utilizado na dissolugdo, alcangando valores 2 vezes
maiores quando adicionado em solvente aquoso e aumentando em torno de 20%
esse conteudo quando adicionado em solvente hidroalcodlico (20:80, v/v), quando
comparado ao gréo integral. Os cereais possuem uma significativa capacidade de
captagao de radicais livres e podem ser uma fonte potencial de antioxidantes
naturais. Na cevada, os principais responsaveis por esta capacidade antioxidante
sao os compostos fendlicos, como os acidos caféico e ferulico em suas formas
livres e esterificadas e também os flavondides. O extrato seco mostrou ainda um
percentual de atividade antioxidante comparado ao grdo integral por meio de
metodologia in vitro. A capacidade antioxidante do extrato foi determinada pelo
método do DPPH através da determinacéo da capacidade do extrato de sequestrar
o radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH). Aléem disso, o selénio presente na
cevada e cujo teor € mantido através do processamento aplicado na obtengéo do
extrato seco tem como fungdo mais conhecida a de antioxidante pela associacao
desse elemento com a enzima glutationa peroxidase. Além de atuar na
desintoxicagdo do perdéxido de hidrogénio e de outros peroxidos organicos, a
glutationa peroxidase atua também na manutencé&o de grupos sulfidrilas vitais na
forma reduzida, na sintese de horménios derivados do acido araquidénico e no
metabolismo de compostos estranhos ao organismo, por exemplo, compostos
aromaticos derivados de plantas e pesticidas; atua ainda como co-fator no
metabolismo de certos aldeidos, por exemplo, o formaldeido e o metilglioxal e,
supostamente, no transporte de alguns aminoacidos nos rins. Recentemente,
constatou-se que o selénio € um constituinte da 5-iodinase, enzima atuante no
metabolismo dos horménios da tiredide, e que as sindromes de deficiéncia de iodo
sdo mais graves quando ha deficiéncia simultadnea de selénio.

A aplicagdo do produto como aditivo ou suplemento alimentar visa (1) o
enriquecimento de produtos, com o objetivo de reforgar o seu valor nutritivo, ou
repondo quantitativamente os nutrientes destruidos durante o processamento do
alimento, seja suplementando-os com nutrientes em nivel superior ao seu
conteudo normal; (2) como espessante alimentar, tendo em vista sua composigéao
em fibra soluvel e B-glucanas, componentes esses que exercem atividade
funcional no organismo humano; (3) como antioxidante em produtos alimenticios a

base de gordura, visando a substituicdo dos antioxidantes sintéticos atualmente
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utilizados, tendo em vista a atividade carcinogénica observada em estudos com
animais e em produtos farmacoldgicos e cosméticos.

No processo de obtencdo do extrato seco foram empregadas cultivares de
cevada, fornecidas pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(Embrapa/Trigo), de Passo Fundo/RS, cujo gréo integral foi previamente moido em
moinho (Suzuki®) para se obter particulas menores que 1,5mm. Foram pesados 32g
da farinha de cevada moida e misturadas em 100 mL de agua destilada. A mistura
permaneceu durante 30 minutos sob sonicagao a 30°C, sendo em seguida filtrada
em peneira 40 Mesh e a amostra remanescente lavada com 100 mL de solugéo
hidroalcodlica (20:80, v/v), sendo a massa resultante pressionada com espatula para
eliminagcdo completa do liquido. O filtrado foi levado a estufa com circulagcado de ar
forgcada por aproximadamente 24 horas a 35 £5°C. O sdlido obtido apds a secagem
na estufa (extrato seco) foi moido em micro-moinho (Marconi®) por 60 segundos,
obtendo-se entdo um pd. O peso do extrato seco foi de 12,818g. O rendimento do
processo foi calculado da seguinte forma: (12,82g x 100)/32 = 40,0 + 5% (n = 10).

O processo de obtencao do extrato seco € melhor compreendido através da
Figura 1.

A caracterizagao quimica do produto obtido (extrato seco) foi realizada em
relacdo aos seguintes parametros: proteinas, lipideos, carboidratos, minerais (calcio,
sédio, potassio, fosforo, magnésio, ferro, zinco, manganés e selénio), antioxidantes
(compostos fendlicos totais), atividade antioxidante do extrato (DPPH), fibra total
(insoluvel e soluvel) e B-glucanas. Os resultados de caracterizagado do extrato seco

obtido em relag&o a sua farinha original sdo descritos a seguir.

1. Proteinas, lipideos e carboidratos:

Para a caracterizagdo quimica do conteudo de proteina e lipideo do extrato
seco de cevada foram realizadas as seguintes determinagdes: proteina bruta (PB)
pelo método de Kjeldahl (% N x 6,25), lipideos pelo método de Bligh-Dyer e
carboidratos nao fibrosos por diferenga (100- (%PB+%EE+%CZ+%FT)).
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Tabela 1. Teor de proteina, lipideos e carboidratos no extrato seco e cevada.

Amostra Proteinas Lipideos Carboidratos
nao fibrosos
Extrato seco 9,04 @7+0,19 1,532 +0,23 77,512 40,26
Cevada 9,612 +0,13 1,652 +0,04 67,66° +0,54

*valores expressos em % médio + desvio padréo.

1 Médias com diferentes letras ao longo da mesma coluna sao significativamente diferentes (p<0,01).

Os resultados mostraram que o conteudo de proteinas e lipideos entre a
cevada e o extrato seco n&o diferiram estatisticamente (p<0,01) pelo teste de Tukey.
Com relacdo ao conteudo de carboidratos n&o fibrosos, observou-se uma
quantidade estatisticamente mais alta no extrato seco em relagdo a farinha de
cevada. Dessa forma, o processo aplicado na obtengdo do produto ndo degrada o
teor de proteinas e lipideos contido no grdo de cevada, porém aumenta
significativamente o conteudo de carboidratos n&o fibrosos a valores comparados

aos encontrados em analises realizadas em cevada descascada.

2. Minerais:

O conteudo de macrominerais [calcio (Ca), potassio (K), fosforo (P) e
magnésio (Mg)] e microminerais [ferro (Fe), zinco (Zn), manganés (Mn) e selénio
(Se)], em relagcdo ao produto integral, foi determinado por Espectroscopia de
Absorcédo Atdmica em Chama (modelo NovAA 300, Analytikiena) com o método de
digestdo EPA 3050B. A quantificagdo de selénio, expresso em ug/100g do produto,
foi realizada através de atomizagao por Espectroscopia de Absorcao Atdbmica com

geracgao de hidretos (modelo SpectrAA 200, Varian®).
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Tabela 2. Teor de minerais no extrato seco e cevada.

Amostra Ca K P Mg Fe Zn Mn Se
(ug/100g)
Extrato 16,442 572,38° 272,51° 163,90° 552° 147% 1,06° 18,3°
s +1,24  +119,68  +7,00 +24,00 +0,48 0,04  +0,21 +1,15
eco
Cevada 12,96° 514,59° 22829° 180,212 4,392 1,322 1,12° 19,572
+224 7795  +8,98 +29314 +10,88 +324 +343 +3,24

*valores médios expressos em mg/100g+ desvio padréo.
T Médias com diferentes letras ao longo da mesma coluna séo significativamente diferentes (p<0,01).

Os resultados mostraram que pelo teste de Tukey (p<0,01) o conteudo dos
macrominerais Ca, K e P foram estatisticamente mais altos no extrato seco do que
na cevada, enquanto que o conteudo de Mg, Fe, Zn, Mn e Se nao diferiram
estatisticamente em relacdo a mesma. Teores de sbédio e cobre, ndo foram

detectados pelo método realizado na cevada e no extrato seco.

3. Fibra Total e fracoes:

Os teores de fibra total (FT), insoluvel (Fl) e soluvel (FS) foram determinados
conforme o método enzimico-gravimétrico n° 985.29 e n°® 991.42 (AOAC, 1995). O
conteudo de FS foi determinado observando-se a diferengca entre fibra total e
insoluvel. Para a determinagdo de B-glucanas foi adotado o método da AOAC
995.16, com kit para analise de B-glucanas doado pela Empresa Megazyme Irland

International Ltda.

Tabela 3. Teor de Fibra Total (FT), Fibra Soluvel (FS), Fibra Insoluvel (FI) e B-

glucanas no extrato seco e cevada.

Amostra % FT % FI % FS B-glucanas
Extrato Seco | 10,070,162 4,28+0,252 5,67+0,08°2 1,38+0,192
Cevada 19,01+0,45° 14,73+0,35° 4,27+0,10° 1,96+0,01 2

*valores expressos em % meédio + desvio padrao.

T Médias com diferentes letras ao longo da mesma coluna séo significativamente diferentes (p<0,01).

Os resultados mostraram pelo teste de Tukey em nivel de 1% de significancia,
que o conteudo de fibra total, insoluvel e soluvel entre a cevada e o extrato seco
diferiu estatisticamente, onde a cultivar exibiu um elevado teor de fibra total pelo

elevado conteudo de fibra insoluvel presente no grao. Os resultados de fibra soluvel
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no extrato seco foram estatisticamente mais elevados do que no gréo de cevada.
Com relacdo ao conteudo de B-glucanas ndo houve diferenga significativa entre a
cultivar e o extrato seco (p<0,01). O teor de B-glucanas quantificado no extrato seco
correspondeu a um percentual de 70,35% do valor encontrado na farinha de cevada,
ou seja, 0 processo aplicado a cevada para a obtencdo do extrato seco reduz o
conteudo de B-glucanas em apenas 29,65% do valor encontrado na farinha de

cevada integral.

4. Antioxidantes:

A quantificacdo dos compostos antioxidantes presentes na cultivar e no
extrato seco foi realizada de acordo com o método espectrofotométrico de Folin-
Ciocalteau. As medidas de absorcdo molecular foram realizadas por meio de
espectroscopia na regiao do visivel (A = 740 nm) utilizando espectrofotdémetro
Hewlett Packard (HP 8453) com arranjo de diodos. Para esta analise, foram
utilizadas 2 cultivares de cevada (BRS Lagoa e BRS 195), a partir das quais foram
elaborados os respectivos extratos secos. Os extratos foram elaborados com 1,25 g
da amostra em 10 mL de uma solucdo hidroetandlica (20:80, v/v) e aquosa (100%),
sonicado durante 30 minutos e filtrado, conforme Bezerra (2009). Este teste teve
como objetivo avaliar o efeito do solvente na extracdo de antioxidantes do produto
elaborado.

O teor médio de antioxidantes em extrato hidroalcodlico entre diferentes
concentrados e cultivares de cevada pode ser contemplado na Figura 2.

O teor médio de antioxidantes em extrato aquoso entre diferentes
concentrados e cultivares de cevada pode ser contemplado na Figura 3.

Nao houve diferenga significativa somente entre o extrato hidroalcodlico da
cultivar 2 e seu extrato seco. Com relacdo ao extrato seco 1, foi observado um
aumento significativo de 22,8% do teor de antioxidantes em relacdo a cultivar de
origem. Observa-se entdo que quando o produto é adicionado em solvente
hidroalcodlico (20:80, v/v) o conteudo de compostos antioxidantes no extrato seco,
em relagdo a farinha de origem pode concentrar ou aumentar esse conteudo
significativamente. Ja em solvente aquoso essa concentragdo foi estatisticamente
mais elevada no extrato seco em relagdo a cevada, dobrando a concentracido dos

mesmos quando o extrato seco é dissolvido em agua.
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5. Capacidade antioxidante baseada no sequestro de radicais — DPPH

A capacidade antioxidante do extrato foi determinada pelo método do DPPH
através da determinacdo da capacidade do extrato de sequestrar o radical 1,1-
difenil-2-picrilhidrazil (DPPH), conforme Hilgemann et al. (2010). Foram elaborados
extratos hidroalcoolicos em 3 diferentes concentragdes (12,5; 1,0 e 0,1%) de farinha
de cevada e do extrato seco em uma solugdo de etanol:agua (80:20, v/v), o qual foi
sonicado durante 30 minutos e filtrado para a analise de DPPH. As medidas de
absorcao foram realizadas por meio de espectroscopia na regido do visivel (A = 522
nm) utilizando espectrofotdmetro Hewlett Packard (HP 8453) com arranjo de diodos.
Os resultados foram expressos em percentual de capacidade antioxidante.

O percentual de capacidade antioxidante em diferentes concentragdes da
cevada pode ser contemplado na Figura 4, e do extrato seco pode ser contemplado
na Figura 5.

Os resultados mostram pelo teste Tukey, que o extrato seco nao diferiu
estatisticamente da cevada apresentando um percentual de atividade antioxidante
semelhante ao da mesma. (p<0,01).

6. Resultados

De acordo com os resultados, pode-se observar que o extrato seco mantém
os nutrientes analisados em sua maioria em valores estatisticamente equivalentes
ao da farinha integral, bem como aumenta significativamente a concentragdo de
determinados elementos como:

1. Fibra soluvel em 32,78% (5,67 g/100g no extrato seco e 4,27 g/100g na
farinha de cevada);

2. Antioxidantes em extrato aquoso em valores acima de 100% (1,78 mg/g no

extrato seco e 0,86 mg/g na farinha de cevada);

3. Calcio em 26,85% (16,44 mg/100g no extrato seco e 12,96 mg/100g na
farinha de cevada);

4. Potéssio em 11,25% (572,38 mg/100g no extrato seco e 514,59 mg/100g
na farinha de cevada),

5. Fosforo em 19,37% (272,51 mg/100g no extrato seco e 228,29 mg/100g na
farinha de cevada) e

6. Carboidratos nédo fibrosos em 14,56% (77,51 g/100g no extrato seco e
67,66 g/100g na farinha de cevada).
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Houve redugdo no teor de fibra insoluvel em nivel significativo o que,
consequentemente, repercutiu na redugdo do teor de fibra total no extrato seco
produzido, o que foi benéfico com o propdsito de se igualar os teores de fibra soluvel
e insoluvel (1:1), tornando o produto obtido diferenciado de outros disponibilizados
comercialmente. Outros compostos presentes na cevada e que nao foram
quantificados, tais como vitaminas e outros minerais, foram estimados em 1,82% no
extrato seco e 2,45% no grédo integral de cevada. A Figura 6, expressa
quantitativamente (em g/100g) o conteudo dos compostos bioativos pesquisados na
farinha de cevada e no extrato seco comparativamente (antioxidantes, proteinas,
lipideos, minerais e fibra total). O balan¢go de massas foi de 98,18% no extrato seco
e de 97,55% na farinha de cevada.

Os versados na arte valorizarao os conhecimentos aqui apresentados e
poderdao reproduzir a invengdo nas modalidades apresentadas e em outros

variantes, abrangidos no escopo das reivindicagdes anexas.

Reivindicacoes

1. Produto concentrado em compostos bioativos a base de cereais
caracterizado por compreender:

a) uma proporgéo fibra soluvel:fibra insoluvel dentro da faixa que vai de 1:0,5

a1:2;

b) aumento do teor de antioxidantes quando comparado ao teor de

antioxidantes do gré&o integral;

c) concentragao de Ca, K, e/ou P estatisticamente maior quando comparada

ao grao integral.

2. Produto concentrado, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pela
proporcao de fibra soluvel:fibra insoluvel ser de 1:1.

3. Produto concentrado, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
aumento do teor de antioxidante ser dependente do solvente aquoso-orgéanico
utilizado quando da extragao.

4. Produto concentrado, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado por
compreender uma concentragédo de carboidratos nao fibrosos estatisticamente maior
quando comparada ao grao integral.

5. Produto concentrado, de acordo com a reivindicacédo 1, caracterizado por

ser adicionado a alimentos e/ou produtos alimenticios.
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6. Produto concentrado, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado por
conferir propriedades funcionais e antioxidantes ao alimento e/ou produto.

7. Processo de preparo de produto concentrado em compostos bioativos a
base de cereais caracterizado por compreender as etapas de:

a) moagem de graos de cereais escolhidos do grupo que compreende trigo,
arroz, milho, paingos, sorgo, centeio, aveia, cevada e combinagbes dos mesmos;

b) extragdo com solvente aquoso-organico;

c) evaporagao do solvente aquoso-organico; e

d) moagem do solido obtido da evaporagao da etapa c).

8. Processo, de acordo com a reivindicagdo 7, caracterizado pelo solvente
aquoso-organico possuir uma razao aquoso:organico de 20:80 v/v.

9. Processo, de acordo com a reivindicagao 7, caracterizado pelo componente
organico do solvente ser um solvente organico soluvel em agua.

10. Processo, de acordo com a reivindicagao 9, caracterizado pelo solvente
ser diferente de acetona, metanol, e outros de elevada toxicidade e/ou combinacgdes
dos mesmos.

11. Processo, de acordo com a reivindicacdo 10, caracterizado pelo solvente
ser etanol.

12. Processo, de acordo com a reivindicagdo 7, caracterizado por
compreender as etapas de mistura com agua, sonicagao e filtragem do conteudo

obtido ao final da etapa a) antes da extragdo da etapa b).

56



Figuras

Figura 1. Processo de obtencao do extrato seco.

o|(]=|~ (L] |=|]=|»

*Legenda: A — Cevada Integral Moida; B — Diluicdo Aquosa; C — Sonicagado; D — Filtragdo; E —

Secagem; F — Moagem; G — Produto.

Figura 2. Teor médio de antioxidantes em extrato hidroalcodlico entre diferentes

concentrados e cultivares de cevada.
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Figura 3. Teor médio de antioxidantes em extrato aquoso entre diferentes

concentrados e cultivares de cevada.
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Figura 4. Percentual de capacidade antioxidante da cevada em diferentes

concentracdes.
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Figura 5. Percentual de capacidade antioxidante do extrato seco em diferentes

concentragoes.
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Figura 6. Teor de proteinas, lipideos, minerais, fibra total e antioxidantes no extrato

seco e na cevada, em valores expressos em g/100g.
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Resumo

PRODUTO CONCENTRADO EM COMPOSTOS BIOATIVOS A BASE DE CEREAIS, E,
AO SEU PROCESSO DE PRODUCAO

A presente invengao refere-se ao campo da engenharia de alimentos.
Especialmente a um produto a base de cereais concentrados em compostos

bioativos e ao processo de produ¢do do mesmo.
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-CAPITULO 2-

(Conforme normas de publicagdo da Food Chemistry)

CHEMICAL COMPOSITION AND /N VITRO EVALUATION OF DRY
EXTRACT OBTAINED FROM BARLEY (Hordeum vulgare L.)

Abstract

In this study, the chemical composition and in vitro activity of barley (Hordeum
vulgare L.) products were evaluated by various analytical methods. The chemical
characterization, total phenolic contents and antioxidant activity of the samples were
measured. The values of carbohydrates, soluble fiber, calcium, phosphorus,
potassium and phenolic compounds of the dry extract were statistically higher than
barley flour. Antioxidant activity was observed in aqueous and ethanol extracts (80%)
of dry extract and barley flour with reduction of DPPH and peroxyl radicals.
Regarding the superoxide radical was observed in the ethanol extract behavior pro-
oxidant of the same and antioxidant activity front of this radical by aqueous extracts.
The results obtained in the present study indicated that the dry extract of barley is a
potential source of carbohydrates, soluble fiber, calcium, phosphorus, potassium and
phenolic compounds and that method applied in obtaining of the same was effective
for obtaining a product with distinct characteristics from those commercially
produced.

Keywords: Barley extract; barley flour; biological activity; in vitro activity; chemical
characteristics.
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1 INTRODUCTION

The development of food supplements that can be added to foodstuffs is a
growing research field in the food industry. These can be based on the use of
cereals, by-products, plants or parts of plants and others foods with some functional
property.

Recent investigations have shown that the antioxidant properties of plants and
cereals could be correlated with oxidative stress defense and different human
diseases including cancer, atherosclerosis and the aging process (Qingming et al.,
2010; Lee et al., 2010). The antioxidants can interfere with the oxidation process by
reacting with reactive nitrogen species (RNS), chelating free catalytic metals and also
by acting as reactive oxygen species (ROS) scavengers (Gupta, Mazumdar, Gomathi
and Kumar, 2004).

The role of selenium, as a nutrient, is due to its association with the active site
of the enzyme glutathione peroxidase, which is co-participant in a natural process of
cellular detoxification, and in the form of glutathione peroxidase, it reacts with the
hydroperoxides of toxic lipid, formed due to free radicals, and produces alcohols of
non-toxic lipid (Vinson, Stella and Flanagan, 1998). The phenolic compounds have
strong in vivo and in vitro antioxidant activities associated with their ability to
scavenge free radicals, break radical chain reactions, and chelate metals.
Antioxidants in cereals exist as easily extractable compounds (free) and as less
extractable types (bound) since the latter components are covalently linked to
macromolecules such as arabinoxylans. Barley also contains various photochemicals
such as phenolics (Lee et al., 2010).

Barley (Hordeum vulgare L.) is an important miscellaneous grain and a widely
consumed cereal among the most ancient cereal crops, but, mainly (80-90%), barley
production is for animal feeding and malt (Liu and Yao, 2007). It is a grain consumed
in some countries of the world because of its dietary health benefits, ready
availability, reasonable cost, and processing properties of products such as beer,
barley teas, and baked products. Based on grain composition, barley is classified as
waxy, non-waxy type, high lysine, high B-glucan, and proanthocyanidin-free. Also,

barley is mostly known for its high amount of dietary fibre such as B-glucan
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(Holtekjglen, Baevre, Radbotten, Berg and Knutsen, 2008). The U.S. Food and Drug
Administration (2006) allowed the labels of some foods containing the soluble fibre
from barley products to claim that the consumption of these foods may reduce the
risk of coronary heart disease.

However, barley also contains other important compounds such as
arabinoxylan, tocol, and phenolic compounds (Lee et al., 2010). There are growing
interests in barley products because of their high content of phenolic compounds
such as phenolic acids (benzoic and cinnamic acid derivatives), proanthocyanidins,
tannins, flavonols, chalcones, flavones, flavanones, and amino phenolic compounds
(Qingming et al., 2010).

The aim of this study was to investigate the relationship between barley flour
and a barley dry extract with respect to its chemical composition, antioxidant activity
and total phenolic compounds. Barley grains were used in preparing a dry extract
that was analyzed and compared with the bioactive compounds of barley source in
order to show the applicability of an extract of barley for nutritional purposes to food

supplements and/or as nutraceutical products.

2 EXPERIMENTAL

2.1 Barley cultivars

Whole grains of the barley cultivar, namely, BRS Lagoa, were supplied from
the Brazilian Agricultural Research Corporation (EMBRAPA), propagated during the
2006 season in the Passo Fundo region, Rio Grande do Sul, Brazil. The grown
sample was under climatic and agronomical conditions, in well-drained fertile loam
soil under relatively cool temperatures and under full sun light conditions. The whole
grains were ground using a micro-mill (Model MA-630/I, Marconi ®), rotating at
maximum speed for 40 seconds to obtain barley flour with particles smaller than 1.5
mm. After grinding, the samples was put into plastic bags and stored at - 20°C for

subsequent characterization.
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2.2 Preparation of the dry extract

In the process of obtaining a dry extract, the barley flour was mixed in distilled
water and sonicated for 30 minutes at 30°C (Bandelin Sonorex® Super RK 510H)
and then filtered and washed with a hydroethanolic solution (20:80, v/v). The filtrate
sample was dried at 35+5 °C in forced air circulation oven. The solid content obtained
(dry extract) was ground in micro-mill (Marconi®) for 60 seconds to yield a powder

(Nornberg, Bezerra, Carvalho, Rosa and Ros, 2011).

2.3 Chemical characterization of barley products

The barley products were studied in relation to their chemical composition and
in vitro biological activity. Were analyzed the following parameters: proteins, lipids,
carbohydrates, minerals (calcium, sodium, potassium, phosphorus, magnesium, iron,
zinc, manganese and selenium), total fibre, soluble and insoluble, B-glucan,
antioxidants (phenolic compounds). Three in-vitro chemical methods were used to
determine the antioxidant activity of barley products: DPPH, superoxide anion and
peroxyl radicals (ANCOMROS method).

2.3.1. Determination of total proteins, lipids and carbohydrates

For the chemical characterization of protein and lipid content of the barley
products, the next determinations were followed: crude protein (CP) according to
Kjeldahl’'s method (% N x 6.25), lipids according to Bligh-Dyer’'s method and non-
fibre carbohydrates by difference (100 - (% crude protein + % ether extract + % ash +
% total fibre)) (AOAC, 1995; Bligh and Dyer, 1957).

2.3.2 Determination of nutrients in some minerals

The content of macro minerals (calcium, potassium, phosphorus and
magnesium) and trace minerals (iron, zinc and manganese) in the barley products

(dry extract and flour), expressed in mg/100g was determined by Flame Atomic
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Absorption Spectroscopy (NovAA model 300, Analytikjena) with the digestion method
EPA 3050B (USEPA, 1996). The quantification of selenium, expressed in ug/100g
product, was accomplished through atomization by Hydride Generation Atomic
Absorption Spectroscopy (SPECTRaA model 200, Varian ®).

2.3.3 Determination of total fibre, fibre fractions (insoluble, soluble) and (-

glucan

For the B-glucan analysis with an enzymic method, Megazyme 3 -glucan and
Glucose Assay Kits were used (Megazyme International, Ireland Ltd.). B-Glucan
contents were assessed using the McCleary Enzymic Method for barley (McCleary
and Codd, 1991). The principle of the method is depolymerization of p-glucan with
endo-(1,3)-(1,4)-B-D-glucan 4-glucanohydrolase (lichenase) to oligosaccharides,
hydrolysis of the oligosaccharides to glucose with purified B-D-glucosidase and
determination of glucose using a glucose oxidase-peroxidase method. Total dietary
fibre (TDF) contents and fractions of barley samples were determined by using AACC
Standard Method No. 32-07 (AACC, 1990). Duplicate samples of milled barleys were
applied to sequential enzymatic digestion by using heat stable a-amylase (Novo
Nordisk A/S, Bagsvaerd, Denmark), amyloglucosidase and protease (Sigma, St.
Louis, MO, USA) to remove starch and protein. For TDF, enzyme digestate was
treated with ethyl alcohol to precipitate soluble dietary fibre (SDF) before filtering, and
the TDF residue was washed with ethyl alcohol and acetone, and then dried and
weighed. TDF residue values were corrected for protein, ash and blank. The content
of soluble dietary fibre (SDF) was determined by observing the difference between
TDF and IDF (insoluble dietary fibre).

2.4 Determination of phenolic compounds and in vitro antioxidant activity

2.4.1 Preparation of crude phenolic extracts

The extracts were prepared in an ethanolic solution (80%) and ultrapure water

in concentrations of 5.0 and 12.5 mg/mL, in an ultrasonic bath (Bandelin Sonorex®
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Super RK 510H, 30 min) and filtered through cellulose acetate 0.45 ym and stored at
-20°C for subsequent characterization.

2.4.2 Total phenolic content

The total phenolic content of barley extracts in concentration of 12.5 mg/mL
was determined according to Folin-Ciocalteau’s spectrophotometric method (Sousa
et al., 2007), with some modifications. Briefly, 0.1 mL of extract was mixed with 2.5
mL of 10-fold diluted Folin-Ciocalteau’s phenol reagent (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) and allowed to react for 5 min. Then, 2 mL of 7.5% Na>CO3; solution (w/v)
was added. After 1h of reaction at room temperature and in the dark, the absorbance
at 740 nm was determined by a spectrophotometer (HP 8453 Diode Array; Hewlett-
Packard Co.). The measurement was compared to a standard curve of a prepared
gallic acid (GA) solution, and the total phenolic content was expressed as milligrams

of gallic acid equivalents per gram of dry barley (mg of GAE/g of db).
2.4.3 In vitro radical scavenging activity by DPPH method

The effect of extracts on DPPH radical was monitored according to the method
of Hilgemann et al. (2010) with some modifications. Ethanolic solution (80%) of
DPPH radical (1.48 mL; 2.03 - 10* M), was added to the extracts (1.5 mL in
concentrations of 5.0 and 12.5 mg/mL), adjusting the final volume to 3.0 mL with
ethanol (80%) or water. The mixture was shaken vigorously and left standing at room
temperature for 30 min and the absorbance was measured spectrophotometrically at
522 nm. DPPH radical scavenging capacity was expressed in percentage of the
depletion of absorbance according to equation: AApppn (%) = [(C — (S - Sg))/ C] x
100, where AApppn (%) is the percentage of antioxidant activity to reduce DPPH
radical, S, Sg, C are the absorbances of the sample, the blank sample and the

control, respectively.
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2.4.4 In vitro radical scavenging activity by the ANCOMROS method

The methodology was based on the determination of reactive oxygen species
(ROS) through the indirect detection by the fluorimetric method (A= 485/520 nm)
using 2', 7'-dichlorofluorescein diacetate (H,DCF-DA) as substrate, according Amado
et al. (2009) with some modifications.

In a plate containing 96 pools previously divided into two parts 1 (with addition
of ultrapure water) and 2 (with ABAP), it was added in triplicate 10 uL the solvent
used in the samples (blank sample and blank solvent), followed by the extracts (10
pL). After, it was added to reaction buffer (127.5 L) in all the pools of the plate.
Finally, it was added of ultrapure water (7.5 uL) in the region 1, and ABAP solution
(7.5 pL; 4 mmol L) in region 2. Immediately before the analysis of the plate, the
fluorometer was added DCFH; (10 uL; 16 mmol L) previously deacetylated. The
fluorometer was set to maintain the temperature at 37°C and measure the
fluorescence at a wavelength of 485 nm (excitation) and 520 nm (emission) every 5
minutes for a total range of 30 minutes.

The reaction buffer used in this determination was made of HEPES (30
mmol-L™"), KCI (200 mmol-L™") and MgCl, (1 mmol-L™"). The chemical deacetylation of
DCFH2-DA to compound DCFH,, was performed of the addition of 2.0 mL NaOH
(0.01 mol-L™") in an ethanolic solution (5 mmol-L™') DCFH, at room temperature and
protected from light. After 30 min, was added phosphate buffer (mono and dibasic)
(10 ml; 25 mmol L™; pH 7.4). The solution was stored on ice until it was analyzed.
The ability of the sample to reduce peroxyl radicals is calculated according to the
following expression: AAroo (%) = {1-[(Fa-Fag) / (Fs-Fsg)]} x 100, where AAroo (%) is
the percentage of antioxidant activity to reduce peroxyl radical, Fa, Fag, Fs, and Fsg
are the fluorescences of the samples with ABAP, the blank sample without ABAP, the
solvent with ABAP and the blank of solvent without ABAP, respectively.

2.4.5 In vitro radical scavenging activity by the HPX/XOD method

The superoxide radical scavenging activity of barley extracts was performed

following Zhao et al. (2006), based on a reaction system HPX/XOD
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(hypoxanthine/xanthine oxidase). Briefly, the nitroblue tetrazolium chloride (NBT),
EDTA, HPX, and XOD solution were prepared with 0.05 M phosphate buffer (pH 7.4),
respectively. Each barley extract (100 pyL) was added to the reaction solution
containing 100 pL of 30 mM EDTA, 100 pL of 3 mM HPX, and 200 uL of 1.42 mM
NBT. After the solution had been preincubated at room temperature for 3 min and 100
ML of 0.75 unit/mL XOD was added to the mixture. The volume was brought up to 3
mL with 0.05 M phosphate buffer (pH 7.4). Then, the solution was incubated at room
temperature for 40 min, and the absorbance was measured at 560 nm. The
superoxide radical scavenging activity was calculated by using the formula: AAO;~
(%) =[1- (S — Sp)/(C — Cp)] x 100, where AAO," (%) is the percentage of antioxidant
activity to reduce superoxide radical, S, Sp, C, and C, are the absorbances of the

sample, the blank sample, the control, and the blank control, respectively.

2.4.7 Statistical analysis

The experimental results were reported as the mean (SD of three
determinations for each extract in triplicate). The results were subjected to ANOVA,
and the differences between the means were located using Tukey's test. The
significance was determined at the p < 0.01 level.

3 RESULTS AND DISCUSSION
3.1 Chemical characterization

The contents of proteins, lipids, carbohydrates, mineral nutrients, total fibre
and B-glucan of the dry extract and barley flour were similar in both. However, the
extraction process applied significantly increased the content of SDF, total phenolic

compounds (TPC), calcium, potassium, phosphorus and carbohydrates. The

chemical composition of barley products are listed in Table 1.
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Table 1. Minority chemical composition of the studied barley products.

Chemical composition Concentration (mg/100g)
Flour Dry extract
Ca 12.96 + 2.24° 16.44 + 1.24°
K 514.59 +77.95° 572.38 + 119.68°
P 228.29 + 8.98° 272.51 £ 7.00°
Mg 180.21 £ 293.14° 163.90 + 24.00°
Fe 4.39 + 10.88? 5.52 + 0.48?
Zn 1.32 + 3.24° 1.47 £ 0.04°
Mn 112+ 3.43° 1.06 £ 0.21°
Se? 19.57 + 3.24° 18.29 £ 1.15°
Total phenolics ® (aqueus extract) 24.05+ 0.02° 53.98+ 0.00°
Total phenolics (ethanolic extract 80%) 46.50+ 0.00° 56.98+ 0.01°
Insoluble fibre © 14.73+0.35° 4.28+0.25°
Soluble fibre © 4.27+0.10° 5.67+0.08 °
B-glucans © 1.96+0.01 ° 1.38+0.19 °

Results are the means of three determinations £ standard deviation (p<0.01).

” Selenium content is expressed as ug/100g material.

® Phenolic contents are expressed as mg gallic acid equivalents/100g material.

© Fibre content (soluble e insoluble) and B-glucans are expressed as average percentage.

Environmental factors can cause variations in the concentration of nutrients in
food from different geographical areas, and the selenium content of soil is the most
important factor to be considered (Carvalho, Gallardo-Williams, Benson and Martin,
2003). The values of selenium in samples analyzed in our study were lower than
found by lzydorczyk and Dexter (2008) that reported in barley cereals values ranged
from 0.643 to 0.676 ug/g. The refining process might destroy or remove some of the
selenium present in raw products. However, the content of selenium present in barley
is maintained in our processing applied to obtaining a dry extract, as shown in Figure
1.
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_ phenolics™ mutrients* compounds*
O Dry extract 0.03 0.04 1.33 1751 0.10 5.67 4728 1.81
WBaley 002 0.61 165 67.66 0.09 40 1473 1.96

Results are means of three determinations = standard deviation.
* Content expressed asmg g of material.
** Phenolic contents are expressed asmg gallic acid equivalents g of material (water extract).

Figure 1. Majority chemical characterization of the studied barley products.

A reduction in the IDF content was consequently reflected in the reduction of
TDF as result of the process applied to obtain the dry matter. However, this is
beneficial for the purpose of equalizing the contents of the soluble and insoluble fibre
level of 1:1, making the product obtained distinct from other ones commercially
available. The various beneficial actions of fibre in our body are attributed to the
soluble fraction, and a high dose of insoluble fibre is discouraged because the
excess can adversely affect the absorption of minerals, especially calcium, iron and
zinc (Slavin, 2008). The Figure 1, expressed quantitatively (in g/100g) the content of
bioactive compounds investigated in barley flour and the dry extract compared (total
phenolics, carbohydrates, proteins, lipids, mineral nutrients, soluble fibre and
insoluble fibre).

The content of B-glucans in barley is influenced by both genetic and
environmental factors and the interactions between the two. Barley grain is notable

for a high content of B-glucans that can range from 2.5% to 11.3%. The level of -
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glucans in oats (2.2—-7.8%), rye (1.2-2.0%), and wheat (0.4—1.4%) may also vary
substantially, but it is generally lower than in barley (lzydorczyk and Dexter, 2008;
Andersson, Armo, Grangeon, Fredriiksson, Andersson and Aman, 2004). Regarding
the content of B-glucans there was not a significant difference between barley and
the dry extract, reaching values of 1.96 and 1.38% in the grain and dry extract,
respectively of the cultivar analyzed.

The content of antioxidants in the dry extract prepared from barley varied its
content according to the solvent used, reaching values two times higher when added
to aqueous solvent and increasing by around 20% when added to an ethanolic
solvent (80%) compared to milled barley, as noted in Table 1 at concentration of 12.5
mg/mL. Zhao et al. (2008) reported that significant amounts of total phenolics were
detected in malting barley varieties and the total phenolic contents of the different
malting barley varieties of 14 barley samples ranged from 2.17 to 2.56 mg gallic acid

equivalence/g d.b.

3.2 In vitro radical scavenging capacity

The antioxidant activity of the extract determined for DPPH by determining the
ability of the extract to sequester the radical 1, 1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH)
was performed using ethanolic 80% and aqueous extracts. The values of percentage
antioxidant activity to reduce DPPH radical of the extracts from cultivars analyzed are
shown in Table 2. Observed that the antioxidant activity of dry extract in aqueous
solvent was better when compared to milled barley by the DPPH method but showed
a lower percentage than that observed in the ethanolic extract.

Kim et al. (2007) reported that the DPPH radical scavenging activities of
colored barley extracts varied from 46.4 to 86.3% and average radical scavenging
activity in the hulless barley groups (66.5%) was higher than that of hulled barley
(63.5%), whereas Lee et al. (2010) reported that the DPPH radical scavenging
activity of whole barley, milled barley, and barley by-products extracts with waxy type
were 65.43, 30.84, and 54.62%, respectively, at a 500 ppm concentration level.

The antioxidant activity of the extract determined for ANCOMROS by

determining the ability of the extract to sequester the peroxyl radical was performed
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using the ethanol and aqueous extracts. The values of percentage antioxidant activity
to reduce peroxyl radical of the extracts from cultivars analyzed are shown in Table 2.
By this method, the dry extract in ethanol 80% and water, showed a lower percentage
of antioxidant activity, respectively when compared to the milled barley. The results
showed that the aqueous extract of dry extract exhibited a higher antioxidant activity
than the ethanol extract (80%).

The antioxidant activity by the superoxide radical was performed using the
ethanol 80% and the aqueous extract. The values of percentage antioxidant activity
to reduce superoxide radical of the extracts from cultivars analyzed are shown in
Table 2. By this method, the dry extract in ethanolic solvent 80%, showed a pro-
oxidant activity in concentrations of 5.0 and 12.5% (w/v), respectively, as well as
barley flour at a concentration of 5.0% that also showed the same effect. Only at the
concentration of 12.5% barley flour was observed antioxidant activity. In the aqueous
extract of barley and dry extract, was observed antioxidant activity. According Zhao et
al. (2006), this behavior could also be explained by the fact that barley extracts are
very complex mixtures of many different phenolic compounds with a distinct polarity
as well as distinct antioxidant and pro-oxidant properties, sometimes showing
synergic actions by comparison with individual compounds. All of the above data
suggest that the aqueous extract of barley in relation to the ethanol 80% extract

might be effective by this method for extracting agents from barley.

Table 2. Percentage antioxidant activity by methodologies analyzed.

SAMPLES DPPH PEROXYL SUPEROXIDE
ETHANOL WATER |[ETHANOL WATER |ETHANOL WATER
80% 80% 80%
5.0%
Barley 80.62 10.31 35.32 24.19 nd 11.84
+0.32 +0.85 +1.84 +2.53 +0.03
Dry extract 71.02 12.37 17.47 24.66 nd 4.81
+3.21 +0.89 +1.39 +1.37 +0.02
12.5%
Barley 91.78 10.43 53.3 75.97 1.12 26.05
+4.20 +0.57 +1.82 +0.81 +0.00 +0.02
Dry extract 91.36 14.83 39.06 47.84 nd 27.40
+3.88 +2.02 +2.43 +0.31 +0.03

*Results are the means of three determinations + standard deviation. (nd= not detected).
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4 CONCLUSIONS

The process developed allows to obtain a concentrated product in phenolic
compounds (natural antioxidants) and SDF. In addition, the dry extract obtained
decreases the initial concentration of IDF equaling its concentration with SDF. From a
functional standpoint, the reduction of insoluble fibre in relation to soluble fibre is
beneficial for the human organism, since the functional properties reported in studies
are allocated to soluble fibre, and they have the ability to bind water and form gels.

From this study and the satisfactory results obtained, we will study the
feasibility of including in the method for obtaining the dry extract, some agricultural
by-products that are excellent sources of natural antioxidants or functional materials.
By-products, which remain after processing in the food industry, such as durum
wheat bran, the fermentation beer residues, grape seed, and olive waste extracts,
still contain large amounts of proteins, carbohydrates, and phenolic compounds with
good antioxidant properties and they may also be attractive sources because of their
low cost and the possibility of reducing environmental problems caused by waste
disposal.

The results indicated that barley products possess in vitro antioxidant activity
in aqueous and ethanolic extracts front the DPPH, superoxide and peroxyl radicals.
Consequently, barley and its by-products can be considered as valuable sources of

bioactive components exhibiting antioxidant properties and biological activity.
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-CAPITULO 3-

(Conforme normas de publicagao da Journal of Food Composition and Analysis)

ANTIOXIDANT PROPERTIES OF BARLEY EXTRACTS (Hordeum
vulgare L.) USING IN VITRO TECHNIQUES

Abstract

Barley varieties of different localities from Rio Grande do Sul (Brazil), were
analyzed by different assessment methodologies of antioxidant activity including
DPPH radical, anion superoxide radical and peroxyl radical (ANCOMROS). The total
phenolic content (TPC) among cultivars was analyzed by Folin Ciocalteau’s method.
The results showed that all barley samples exhibited antioxidant activity determined
by different assays applied. Observed that barley cultivars with high phenolic content
quantified by HPLC showed also a higher antioxidant activity by ANCOMROS
methodology, whereas low content quantified showed a lower antioxidant activity. The
cultivars from 2010 crop that exhibited a higher total phenolic content by Folin-
Ciocalteau’s method also showed a higher percentage of antioxidant activity on the
reduction of DPPH radical, but had no relationship with phenolic compounds
quantified by HPLC. Among the techniques used in this study, the ANCOMROS
methodology based on the reduction of peroxyl radical by antioxidant compounds
showed a highest correlation with the quantification of phenolic compounds analyzed
by HPLC.

Keywords: Antioxidant activity; barley; crop; different localities; variety.
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1 Introduction

Barley is consumed around the world for bakery, brewing, and malted product.
Although little barley is used for direct human consumption in Western countries, it
remains a dietary staple in some Latin American and African countries.

Barley grains differ considerably from those of other cereals in regard to
chemical constitution. Grains containing protein of high biological value are
characterized by high levels of dietary fibre, which include the valuable (-glucans and
arabinoxylans. They also contain tocotrienols and tocopherols. In recent years, the
demand for natural, functional, and healthy foods has tended to increase (Madhuijith
and Shahidi, 2007).

Several studies on barley phenolic compounds and their antioxidant activities
have been reported (Kim et al., 2007; Goupy et al., 1999), and various aqueous
solutions of acetone, methanol, and ethanol have also been used to extract the free
phenolic compounds from barley (Maillard and Berset, 1995).

However, it is difficult to compare data within the literature, owing to the
different antioxidant activity evaluation methods and extraction solvents used by
various researchers. Moreover, antioxidant compounds present in barley extracts are
complex, and their activities and mechanisms would largely depend on the
composition and conditions of the test system. Many authors had stressed the need
to perform more than one type of antioxidant activity measurement to evaluate the
antioxidant activity of plant (Bonolli et al., 2004; Frankel and Meyer, 2000).

Barley and malt are now gaining renewed interests as ingredients for the
production of functional foods due to their concentration of antioxidant compounds.
Most previous studies reported the antioxidative properties of barley. Attention was
paid above all to the identification of the individual components of the phenolic
fraction and to their antioxidant effects (Wong et al., 2006; Qingming et al., 2010).

According to Madhujith and Shahidi (2007), antioxidants are not evenly
distributed in the cereal grains and some researchers have reported that p-coumaric
acid was present in the lowest amount in the center of the barley kernel and rapidly

increased toward the outer layers, such as lignified husk. The content of ferulic acid
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was highest in the cell walls of the aleurone layer, rich in arabinoxylans. In plants,
phenolic acids are esterified with other smaller molecules of aliphatic alcohols,
phenols, and alkaloids.

Generally, alkaline hydrolysis is the method mostly used for extracting
esterified or bound phenolics at room temperature (Madhujith and Shahidi, 2009).
Alkaline hydrolysis was used in this study to release phenolic acids present in the
insoluble bound form in barley.

DPPH radical scavenging activity, peroxyl radical scavenging activity
(ANCOMROS) and superoxide radical were used to evaluate antioxidant activities of
extracts of selected barley cultivars. Of them, the DPPH radical and superoxide
radical have been widely used to evaluate the antiradical activities of various samples
(Hilgemann et al., 2010; Zhao et al., 2008). Additionally, total phenolic contents were
also determined in this study because phenolic compounds were considered to be a
major group of compounds that contributed to the antioxidant activity of barley.

The objectives of this study were to assess the antioxidant potential of extracts
of selected barley cultivars grown in Brazil and to examine the efficacy of barley
extracts “in vitro” in percentual of oxidant inhibiting and quantify and identify the
phenolic compounds by HPLC-DAD and ESI-MS/MS. The second objective was to
reveal the correlations among barley antioxidant activity evaluation indices and
content of phenolic compounds. Results from this preliminary study will provide the
screening of Brazilian barley varieties with higher antioxidant activity to produce beer

and of importance for human health.

2 Material and methods

2.1 Samples. Grains of three barley cultivars, namely, BRS 195, BRS 225,
and MN 743 recommended by the National Barley, from Victor Graeff and Passo
Fundo, from the trial coordinated by the National Research Center of Embrapa Trigo,
Passo Fundo, RS, Brazil, in crop year 2008, 2009 and 2010. All cultivars examined
were grown under the same climatic and agronomical conditions, in well-drained

fertile loam soil under relatively cool temperatures and under full sun light conditions.
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2.2 Chemicals and solutions. The standards (+)-catechin (CAT), p-coumaric
(COU), chrysin (CHRY), fisetin (FIS), flavone (FLA), gallic acid (GAL), kaempferol
(KAE), myricetin (MYR), quercetin (QUE), quercitrin (QUER), resveratrol (RES) and
rutin (RUT) were purchased from Sigma-Aldrich (Germany). Caffeic (CAF) and ferulic
(FER) acids were purchased from Fluka (Switzerland). All standards were of
analytical grade, with at least 95% purity, and were used without further purification.
Ultrapure water was obtained from a Milli-Q Synergy UV system (Millipore S. A.,
Molsheim, France). The HPLC grade solvents methanol, acetonitrile and anhydrous
ethanol were obtained from Tedia Company (USA). Orthophosphoric acid (85%) and
sodium carbonate were purchased from Merck (Germany). Folin-Ciocalteau reagent
was obtained from Préton Quimica (Brazil). Mono and dibasic phosphate from Vetec
(Brazil), sodium tetraborate, sodium hydroxide, HEPES, ABAP (2,2 '- azobis (2-
metilamodinopropano)), DFCH,-DA (diacetate 2', 7'-dichlorofluorescein), xanthine
oxidase (XOD) 25un, hypoxanthine , nitroblue tetrazolium chloride (NBT) and DPPH
(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) were obtained from Sigma-Aldrich. Potassium chloride
and magnesium chloride were purchased from Isofar ® (Rio de Janeiro, Brazil) and
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) purchased from Nuclear ® (Brazil). The
stock solutions of standards (1000 mg-L™") were prepared by dissolving appropriate
amount of substances in HPLC grade methanol, and they were stored in Falcon
tubes at -30°C until analysis. Working solutions of phenolic compounds were freshly

prepared by further dilution of stock solutions in methanol.

2.3 Instrumentation and apparatus. The chromatographic separations were
carried out on a Knauer (Berlin, Germany) HPLC system, which consisted of a
Smartline Pump 1000 coupled to a Smartline Manager 5000, and a multi-channel UV
spectrophotometer detector based on diode array technology, model Smartline UV
Detector 2600, equipped with a ChromGate® (Knaeur) software, Version 3.3.1. The
chromatographic runs were conducted at room temperature (21 + 2°C) using a
reverse-phase Eurospher® 100-5 C18 column (4.6 mm x 250 mm, 5 um) (Knauer®)
with a Acclaim® 120 C18 guard cartridge (4.3 mm x 10 mm, 5 um) (Dionex
Corporation, Sunnyvale, USA). Samples were injected with a sample injector

equipped with a 20 uL loop. Mass spectrometry experiment was performed on a
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Waters Micromass Quattro Micro API instrument (Waters Corporation, Milford, MA,
USA) with an electrospray source. Ultrahigh pure argon (Ar) was used as the collision

gas and high purity nitrogen (N2) as the nebulizing gas.

3 Analytical procedures

3.1 Preparation of crude phenolic extracts. Barley grains were ground in a
micro-mill brand Marconi ®, rotating 9 (maximum speed) for 40 seconds, in an
integral form, to obtain particle size (<1 mm) suitable for analysis, and stored in
polyethylene bags identified to date analysis. The extracts were prepared in ethanolic
solution (80 %, v/v) and ultrapure water in concentrations of 12.5 mg/mL, in an
ultrasonic bath (Bandelin Sonorex® Super RK 510H, 30 min) and filtered through
cellulose acetate 0.45 ym and stored at -20 °C for subsequent characterization by

the methods used to evaluate the antioxidant activity.

3.2 Alkaline hydrolysis of barley extracts. Alkaline hydrolysis was
performed by mixing in vortex 2.5 g of the sample with 10 mL of NaOH (1M) in a
screw top vial. After added 10 ml of ethanolic solution (80%). The vial was sealed and
held at room temperature for 30 minutes in ultrasonic bath. All extracts were filtered
in a 0.45 pym cellulose acetate membrane and the filtrate was stored at -20°C until
analysis by HPLC-DAD and ESI-MS/MS. The supernatant were used for bound

phenolic measurement.

3.3 Total phenolic content (TPC). The total phenolic content of barley
extracts in concentration was determined according to Folin-Ciocalteau’s
spectrophotometric method (Singleton et al., 1999), with some modifications. Briefly,
0.1 mL of extract was mixed with 2.5 mL of 10-fold diluted Folin-Ciocalteau’s phenol
reagent (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) and allowed to react for 5 min. Then, 2
mL of 7.5% NayCO; solution (w/v) was added. After 1h of reaction at room
temperature and in the dark, the absorbance at 740 nm was determined by a

spectrophotometer (HP 8453 Diode Array; Hewlett-Packard Co.). The measurement
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was compared to a standard curve of a prepared gallic acid (GA) solution, and the
total phenolic content was expressed as milligrams of gallic acid equivalents per
gram of dry barley (mg of GAE/g of db).

3.4 DPPH - Radical scavenging assay. The effect of extracts on DPPH
radical was monitored according to the method of Hilgemann et al. (2010) with some
modifications. Ethanolic solution (80%) of DPPH radical (1.48 mL; 2.03 - 10 M), was
added to the extracts (1.5 mL in concentrations of 12.5 mg/mL), adjusting the final
volume to 3.0 mL with ethanol (80%) or water. The mixture was shaken vigorously
and left standing at room temperature for 30 min and the absorbance was measured
spectrophotometrically at 522 nm. DPPH radical scavenging capacity was expressed
in percentage of the depletion of absorbance according to equation: AApppy (%) =
[(C— (S - Sg))/ C] x 100, where AApppH (%) is the percentage of antioxidant activity to
reduce DPPH radical, S, Sg, C are the absorbances of the sample, the blank sample

and the control, respectively.

3.5 Antioxidant competence measured by ROS determination -
ANCOMROS. The methodology was based on the determination of reactive oxygen
species (ROS) through the indirect detection by the fluorimetric method (A= 485/520
nm) using 2', 7'-dichlorofluorescein diacetate (H,DCF-DA) as substrate, according
Amado et al. (2009) with some modifications.

In a plate containing 96 pools previously divided into two parts 1 (with addition
of ultrapure water) and 2 (with ABAP), it was added in triplicate 10 yL the solvent
used in the samples (blank sample and blank solvent), followed by the extracts (10
ML). After, it was added to reaction buffer (127.5 L) in all the pools of the plate.
Finally, it was added of ultrapure water (7.5 yL) in the region 1, and ABAP solution
(7.5 pL; 4 mmol L") in region 2. Immediately before the analysis of the plate, the
fluorometer was added DCFH, (10 uL; 16 mmol L) of previously deacetylated. The
fluorometer was set to maintain the temperature at 37°C and measure the
fluorescence at a wavelength of 485 nm (excitation) and 520 nm (emission) every 5
minutes for a total range of 30 minutes.

The reaction buffer used in this determination was made of HEPES (30
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mmol-L™"), KCI (200 mmol-L™") and MgCl, (1 mmol-L™"). The chemical deacetylation of
DCFH2-DA to compound DCFH,, was performed of the addition of 2.0 mL NaOH
(0.01 mol-L™") in an ethanolic solution (5 mmol-L™') DCFH, at room temperature and
protected from light. After 30 min, was added phosphate buffer (mono and dibasic)
(10 ml; 25 mmol L™; pH 7.4). The solution was stored on ice until it was analyzed.
The ability of the sample to reduce peroxyl radicals is calculated according to the
following expression: AAroo (%) = {1-[(Fa-Fas) / (Fs-Fsg)]} * 100, where AA roo (%) is
the percentage of antioxidant activity to reduce peroxyl radical, Fa, Fag, Fs, and Fsg
are the fluorescences of the samples with ABAP, the blank sample without ABAP, the
solvent with ABAP and the blank of solvent without ABAP, respectively.

3.6 Superoxide anion radical scavenging activity. The superoxide radical
scavenging activity of barley extracts was performed following Zhao et al. (2006),
based on a reaction system HPX/XOD (hypoxanthine/xanthine oxidase). Briefly, the
NBT, EDTA, HPX, and XOD solution were prepared with 0.05 M phosphate buffer
(pH 7.4), respectively. Each barley extract (100 pL) was added to the reaction
solution containing 100 L of 30 mM EDTA, 100 pL of 3 mM HPX, and 200 pL of 1.42
mM NBT. After the solution had been preincubated at room temperature for 3 min and
100 pL of 0.75 unit/mL XOD was added to the mixture. The volume was brought up to
3 mL with 0.05 M phosphate buffer (pH 7.4). Then, the solution was incubated at
room temperature for 40min, and the absorbance was measured at 560 nm. The
superoxide radical scavenging activity was calculated by using the formula: AAO,”
(%) = [1- (S — Sp)/(C — Cp)] x 100, where AAO," (%) is the percentage of antioxidant
activity to reduce superoxide radical, S, Sp, C, and C, are the absorbances of the

sample, the blank sample, the control, and the blank control, respectively.

3.7 HPLC-DAD analysis. The phenolic compounds were separated using a
gradient elution, using orthophosphoric acid (0.1 %) as solvent A and acetonitrile as
solvent B. The elution conditions were: 90-80 % A and 10-20% B (0-5 min); 80-75 %
A and 20-25 % B (5-35 min); 75-0 % A and 25-100 % B (35-55 min). The flow rate
conditions were: 0.8 ml'‘min™ (0-35 min); 0.8-1.0 ml'min” (35-55 min). A re-

equilibration period of 5 min was used between individual runs. The detection was
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performed at 206 nm, 254 nm, 320 nm and 360 nm simultaneously and identification
and peak assignment was based on retention times, spectral data in the UV-Vis by
comparison with authentic standards and on a spiking of the standard solutions to the
extract. The compounds under study were quantified by standard addition method
and the calibration curves were constructed by plotting peak area versus
concentration of standards. Figure 1 shows a chromatogram separation for 14

phenolic compounds.
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Figure 1. Chromatogram obtained from a standard mixture 25 mg-mL'1 with gradient separation. (1)
gallic acid; (2) (+)-catechin; (3) caffeic acid; (4) rutin; (5) p-coumaric acid; (6) ferulic acid; (7) quercitrin;
(8) myricetin; (9) fisetin; (10) resveratrol; (11) quercetin; (12) kaempferol; (13) chrysin; (14) flavone.

3.8 Identification of phenolics compounds for ESI-MS/MS analysis. The
extracts hydrolyzed were filtered before analysis by mass spectrometry with a Waters
Micromass Quattro Micro API instrument (Waters Corporation, Milford, MA, USA)
with an electrospray source. Ultrahigh pure argon (Ar) was used as the collision gas
and high purity nitrogen (N2) as the nebulizing gas. The optimized mass spectrometry
analysis conditions were as follows: capillary voltage of the ion source was optimized

for each phenolic antioxidant compounds from 0.5 +to 5.0kV, the
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cone was optimized from 10 to 50 V, source temperature at 120 °C and desolvation
temperature at 400 °C. For full scan MS analysis, negative ions spectra of the column
elute were recorded in the range of m/z 100-700. The collision energy for collision
induced dissociation (CID) was between 10 - 50 eV. The flow of infusion, desolvation
gas and cone gas were, respectively, of 50 u L-min™", 800 and 100 L'min™". The data
were analyzed using the MassLynx V4.1 software.

3.9 Statistical analysis. Experimental results were reported as the mean (SD
of three determinations for each extract in triplicate). Correlations between various

parameters were also investigated.

4 Results and discussion

4.1 Total phenolic content (TPC). The results are expressed as milligrams of
gallic acid equivalents per gram of dry barley (mg GAE/g db) and are presented in
Table 1. Significant amounts of total phenolics were detected in all barley varieties.
The TPC values for barley samples ranged from 0.71 to 1.67 mg GAE/g db. The
results were lower than those reported by Zhao et al. (2008) and according with
reported by Madhujith and Shahidi (2007) and Maillard et al. (1996). This might be
due to the differences of the barley varieties and the concentration and extraction
methods used in both studies. For TPC measured, BRS 225 (2010/VG) barley
exhibited the highest amount, whereas the lowest was observed in MN 743
(2008/VG) barley. In the harvest of 2008 there was lowest mean value TPC values
among cultivars and the highest in 2010.
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Table 1. Quantification of phenolic compounds and antioxidant activity by different metodologies in barley cultivars analyzed of
three crop years (2008, 2009 and 2010) in two localities of Rio Grande do Sul / Brazil.

Crobs Cultivars by Phenolic content DPPH Peroxyl p-cumaric acid Ferulic acid
P location (mg of GAE/Q) activity (%) activity (%) (mg-kg™) (mg-kg™)
2008 PASSO FUNDO
BRS 195 0.84+0.02 91.47+0.52 79.48+3.73 1320.02+0.07 260.84+0.07
BRS 225 0.99+0.04 91.53+1.05 73.82+4.16 1130.7940.02 244.39+0.30
MN 743 0.82+0.02 92.09+0.15 69.03+0.86 985.19+0.09 177.31£0.10
VICTOR GRAEFF
BRS 195 0.87+0.06 91.05+2.40 75.57+2.43 854.13+0.14 139.75+0.18
BRS 225 0.72+0.00 92.55+0.64 71.06+0.09 920.24+0.03 152.62+0.21
MN 743 0.71+£0.04 91.68+0.91 65.74+4.04 834.47+0.09 151.88+0.15
2009 PASSO FUNDO
BRS 195 1.15+0.04 86.85+1.11 75.76+0.89 609.85+2.21 182.72+0.38
BRS 225 1.38+0.02 89.81+1.46 66.63+3.84 373.911£2.24 336.131£0.03
MN 743 0.98+0.03 88.62+0.89 63.36+3.30 512.4612.22 222.80+0.06
VICTOR GRAEFF
BRS 195 1.40+0.05 86.62+0.47 66.10+£0.32 898.70+0.06 255.92+0.20
BRS 225 1.42+0.03 88.16+1.02 61.79+0.20 1213.80+0.01 230.51+0.24
MN 743 1.31+0.07 88.52+2.91 67.23+2.73 1000.57+0.09 236.37+0.19
2010 PASSO FUNDO
BRS 195 1.32+0.13 92.75+0.69 67.26+1.78 484.65+0.13 316.5410.15
BRS 225 1.26+0.02 91.51+0.41 64.91+1.77 378.3212.25 320.37+0.01
MN 743 1.12+0.06 96.47+0.26 55.61+0.83 147.1212.42 201.42+0.02
VICTOR GRAEFF
BRS 195 1.56+0.11 91.92+3.41 57.81£0.10 482.36+0.04 314.62+0.07
BRS 225 1.6710.16 92.47+0.96 55.47+0.61 631.24+0.11 319.30+0.07
MN 743 1.47+0.09 92.79+1.84 55.11+1.25 530.43+0.10 295.76+0.04

*Values are in the Mean + S.D., n = 3 for each experiment.
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4.2 DPPH - Radical scavenging assay. The relatively stable organic radical
DPPH has been used widely for the determination of antioxidant activity of pure
antioxidant compounds as well as different cereal extracts (Goupy et al, 1999; Yu and
Zhou, 2004). For evaluation of antioxidant activity of barley, different barley varieties
were measured and compared with their DPPH radical scavenging activities. Results
are expressed as percentage of antioxidant activity and are shown in Table 1. All
barley varieties exhibited strong DPPH radical scavenging activity at the test
concentration. The values of DPPH radical scavenging activity for barley samples
ranged from 86.62+0.47 to 96.47+0.26. In the harvest of 2009 there was lowest mean
value antioxidant activity percentage (% AA) among cultivars and the highest in 2010.
The significant differences in DPPH radical scavenging activity for different crop
years suggested that variety and environmental factors might have significant
influences on the antioxidant activity. This finding also was supported by the
observation that heritability is a measure of the proportion of variation in a trait due to
genotype, relative to overall variation, which includes environmental effects (Fox et
al., 2007).

4.3 Antioxidant competence measured by ROS determination -
ANCOMROS. The present study introduced a new methodology to measure
antioxidant capacity through ROS concentration in barley extracts. The employment
of fluorimeter with plate reader allows the determination of several samples quickly.
Taking into account that samples (10 ul) are measured in triplicate, three without
ABAP and three with ABAP, a total of 60 ul are enough to perform the assay.
Considering the use of 3 blanks without ABAP plus more three with ABAP, a 96-well
plate allows for determining 15 samples (in triplicate) in 30 min. Results are
expressed as percentage of antioxidant activity and are shown in Table 1. All barley
varieties exhibited strong antioxidant activity at the test concentration. The values for
barley samples ranged from 55.11£1.25 to 79.48+3.73. In the harvest of 2010 there
was lowest mean value antioxidant activity percentage (% AA) among cultivars and
the highest in 2008. In our study we observed that some barley cultivars with high
content of ferulic and p-cumaric acids quantified by HPLC also showed a higher

antioxidant activity by ANCOMROS, and the lowest level of these acids measured
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showed a lower antioxidant activity by this method. This correlation was well over
observed among cultivars of the municipality from PF (Figure 3), whereas in VG,
cultivars of 2009 did not show the same correlation as those of 2008 and 2010.
However, between the techniques used in our study, ANCOMROS showed the
highest correlation with quantification by HPLC (Table 2). This result is in accordance
with ZHAO et al. (2008) that reported that generally, barley with high amount of
phenolics also showed high antioxidant activity. The lowest antioxidant activity of the
barley extracts observed with peroxyl radical indicates a higher reactivity when

compared to their DPPH radical.
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Table 2. Ranking and correlation between varieties of barley and crops analyzed by different methodologies based in mean values

of total content from ferulic and p-cumaric acids quantified by HPLC.

CROPS AND LOCATION

Methodologies Passo Fundo Victor Graeff
2008 2008
TPC MN743<BRS195<BRS225 MN743<BRS225<BRS195
DPPH BRS195<BRS225<MN743 BRS195<MN743<BRS225
ANCOMROS MN743<BR8225<BRS195\ MN743<BRS225<BRS195 —
2009 2009
TPC MN743<BRS195<BRS225 _ IV MN743<BRS195<BRS225 ~
DPPH BRS195<MN743<BRS225 BRS195<BRS225<MN743 " |
ANCOMROS MN743<BRS225<BRS195 —] BRS225<BRS195<MN743
2010 2010
TPC MN743<BRS225<BRS195 MN743<BRS195<BRS225 ~
DPPH BRS225<BRS195<MN743 BRS195<BRS225<MN743 —
ANCOMROS MN743<BR8225<BRS195_/ MN743<BRS225<BRS195 _

*Legend: (TPC) - Total phenolic content; (DPPH) - DPPH - Radical scavenging assay and (ANCOMROS) - Antioxidant competence measured by ROS

determination.
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4.4 Superoxide anion radical scavenging activity. Given the methodology
of the superoxide anion radical, ethanolic extract (80%, v/v) of barley cultivars did not
show a satisfactory result, demonstrating pro-oxidant activity against this radical. This
observation was also observed by Zhao et al. (2006), who reported that some
phenolic compounds become pro-oxidants in a certain concentration range. These
authors showed a pro-oxidant potential of ethanolic extracts of Chinese barley
cultivars attributed to low concentration of p-coumaric and vanillic. This result can be
explained by the complexity of the extracts of barley which is a mixture of different
compounds with different polarities as well as antioxidant properties and pro-

oxidants.

4.5 HPLC analysis. The analysis by HPLC-DAD revealed the presence of
ferulic and p-coumaric acids identified and quantified in ethanolic extract after
alkaline hydrolysis from barley variety. Alkaline hydrolysis is the method mostly used
for extracting esterified or bound phenolics at room temperature (Madhujith and
Shahidi, 2009). Alkaline hydrolysis was used in this study to release phenolic acids
present in the insoluble bound form in barley. Among fourteen analyzed antioxidants
were identified in the extract of barley the ferulic and p-coumaric acids. These
compounds were quantified by standard addition and confirmed by UV-Vis spectrum
and comparing with a reference standard. An example of HPLC chromatogram
extract of barley is shown in Figure 2. BRS 195 (2008/PF) barley exhibited the
highest content phenolic compounds determined by HPLC and antioxidant activity
measured by ANCOMROS. The content of individual phenolic compounds identified
is summarized in Table 1. The results of studies indicated that p-coumaric acid was
the major free phenolic compound that existed in barley under our experimental
conditions in the Brazilian genotypes during the three years of cultivation. The
correlation between the methods of HPLC and ANCOMROS can be seen in Figure 3.

Ferulic and p-coumaric acids were confirmed by ESI (-)-MS in all the cultivars
analysed. The ionization of the phenolic compounds in negative mode showed the
highest sensitivity and selectivity and therefore mass spectra and the fragment
patterns were obtained in this way. Analyze by ESI (-)-MS identified p-coumaric acid

(m/z 301) as major compound followed by ferulic acid also identified in samples being
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the most abundant peak (m/z 134) formed by elimination of carbon dioxide and one

methyl group.
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Figure 2. Chromatogram (A=320nm) of barley extract after alkaline hydrolysis. (1) p-coumaric acid; (2)

ferulic acid.
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Figure 3. Correlation between antioxidant activity by ANCOMROS and content medium of ferulic and

p-coumaric acids quantified by HPLC of three crops from Passo Fundo.

92



5 Conclusions

In conclusion, the present study determined antioxidant activities and total
phenolic contents of barley varieties from Brazil. Results showed that barley variety
had influences on both the antioxidant activity and the TPC. The 2008 crop showed a
higher total phenolic content quantified by HPLC and lowest in 2010. This result was
related to a higher or lower average percentage of antioxidant activity, respectively,
measured by the method ANCOMROS in these years. This characteristic was not
observed among the other methodologies used in the study.

Our research also provided important information on the different
methodologies used in the quantification of phenolic compounds and its correlation
with their content. Results from this preliminary study will provide the screening of
Brazilian barley varieties with higher antioxidant activity to produce beer and of

importance for human health.
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-CAPITULO 4-

(Conforme normas de publicagao da Journal of Cereal Science)

EFFECTS OF GENOTYPE AND ENVIRONMENT ON B-GLUCAN AND
DIETARY FIBRE CONTENTS IN WHOLE GRAIN OF BARLEY
GROWN IN BRAZIL

Abstract

In this study, the effects of cultivar and environment on B-glucan and dietary
fibre (DF) contents and various quality characteristics of whole grains of barley grown
in Brazil were investigated. There were significant differences among the barley
genotypes and different locations and crop years in terms of (-glucan, total dietary
fibore (TDF), soluble dietary fibre (SDF) and insoluble dietary fibre (IDF) content
(p<0.05). These results indicated that environmental and genetic factors are involved

in the total B-glucan content and dietary fibre of barley.

Keywords: Environment; fibre; genotype; health.

1 Introduction

The search for natural products containing bioactive compounds, able to
function in metabolism and human physiology, promoting beneficial health effects,
which may delay the establishment of chronic degenerative diseases and improve
the quality and life expectancy of people, has been studied in the present day.

Cereals play an important role in nutrition and human health. In addition to the
nutritional value, some components of the grain, can also provide health benefits,
may play a potentially beneficial in reducing the risk of degenerative chronic disease.
Barley is a cereal that currently has been the focus of research demonstrating the

functional importance of their nutritional components (Izydorczyk and Dexter, 2008).
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Recent publications surrounding the growing incidence of various chronic
diseases and obesity, demonstrated link between the intake of dietary fibre (DF) and
various health benefits (Onning, 2007; Slavin, 2007).

The interest in barley as a food grain is reviving due to the presence of
constituents in barley known to prevent and to alleviate certain diseases. Barley grain
is an excellent source of soluble and insoluble dietary fibre and other bioactive
constituents, such as vitamin E (including tocotrienols), B-complex vitamins,
minerals, and phenolic compounds (Madhujith et al., 2006; Slavin et al., 2000). B-
glucans, the major fibre constituents of barley, have been implicated in lowering
plasma cholesterol, improving lipid metabolism, and reducing glycaemic index (Behall
et al., 2004).

Barley is arguably the most widely adapted cereal grain species with
production at higher latitudes and altitudes and farther into deserts than any other
cereal crop (Baik & Ullrich, 2008). Genetic diversity provides an ample opportunity to
identify and breed barley varieties for specific end uses. However, it may be a
challenge for processors and end users when there are few guidelines for choosing
barley grain suitable for various purposes (Yalgin et al., 2007).

Starch, dietary fibre and protein are the main components of barley grain. Both
genotypic and environmental factors, affects its chemical composition (Aman and
Newman, 1986). Total dietary fibre (TDF) consist of insoluble and soluble fractions,
both of which are resistant to digestion by the alimentary enzymes of humans. The
insoluble fraction in cereal grain contains a large proportion of cellulose and has
beneficial effects in the gastrointestinal tract (Jenkins et al., 1985). The soluble
fractions contain mostly pectin, arabinoxylan and B-glucan. Barley contains high
levels of soluble dietary fibre, particularly mixed linkage (1,3)-(1,4)-B-D-glucans (j3-
glucan).

Barley is unique among cereals, containing high concentrations of 3 -glucan,
which is known to have a cholesterol-lowering effect (Mcintosh et al., 1991),
regulating blood glucose level and insulin response in diabetics (Cavallero et al.,
2002) and even reducing cancer risk (Jacobs et al., 1998).

Because of the importance of fibre and B-glucan for health, and aiming at

increasing inclusion of grain in food so as to enjoy all the benefits provided by their
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components and malting, the aim of this study was to determine general quality
characteristics of whole grain of barley advanced lines grown in Brazil and to
determine the effects of genotype and growing location on B-glucan and dietary fibre

contents.

2 Materials and methods

2.1 Materials

Barley cultivars, designated BRS 225, BRS 195 and MN 743, crop year 2008
and 2009, with three replications in field trial coordinated by the Research Center of
the Brazilian Agricultural Research Corporation (Embrapa Trigo / Passo Fundo) were
used in this research. Whole grains of barley were grown in experimental fields in two
different locations (Victor Graeff and Passo Fundo) in southern Brazil. The
experiments which led the seed samples were sown in the first half of June. The crop
was harvested in the last week of October in Victor Graeff and second week of
November in Passo Fundo, in the respective years.

Because of absence of a weather station in Victor Graeff (VG), it was
considered in this study meteorological data from Ibiruba, a locality which is 43.6 km

from VG. The insolation data were not registered in this region.

2.2 Tests on barley samples

The barley samples were analyzed for moisture, protein (N x 6.25) by using
AACC Methods Nos. 44-01, 46-12 and 55-10, respectively (American Association of
Cereal Chemists, 1990).

For the B-glucan analysis an enzymic method, Megazyme [ -glucan and
Glucose Assay Kits were used (Megazyme International, Ireland Ltd.). B-Glucan
contents were assessed using the McCleary Enzymic Method for barley (McCleary
and Codd, 1991). The principle of the method is depolymerization of $-glucan with

endo-(1,3)-(1,4)-B-D-glucan 4-glucanohydrolase (lichenase) to oligosaccharides,
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hydrolysis of the oligosaccharides to glucose with purified B-D-glucosidase and
determination of glucose using a glucose oxidase-peroxidase method. Total dietary
fibre (TDF) contents and fractions of barley samples were determined by using AACC
Standard Method No. 32-07 (AACC, 1990). Duplicate samples of milled barleys were
applied to sequential enzymatic digestion by using heat stable a-amylase (Novo
Nordisk A/S, Bagsvaerd, Denmark), amyloglucosidase and protease (Sigma, St.
Louis, MO, USA) to remove starch and protein. For TDF, enzyme digestate was
treated with ethyl alcohol to precipitate soluble dietary fibre (SDF) before filtering, and
the TDF residue was washed with ethyl alcohol and acetone, and then dried and
weighed. TDF residue values were corrected for protein, ash and blank. The content
of soluble dietary fibre (SDF) was determined by observing the difference between
TDF and IDF (insoluble dietary fibre).

2.3 Statistical analysis

The data were statistically evaluated by the one-way analysis of variance
procedure using the System for Analysis and Separation Averages in Agricultural
Experiment (SASM-Agri - version 4) and differences between means were located
using Scott-Knott’s test (Canteri et al., 2001). When significant differences were
found, the Least Significant Difference (LSD) test was used to determine the

differences among mean values.

3 Results and discussion

Regarding climate parameters (temperature compensated, which was
measured at 12 a.m.; rainfall and insolation) was used average value observed
during the planting and harvesting of barley in each municipality (National Institute of
Meteorology, 2012), and compared with values obtained from total dietary fibre and
fractions. The results of B-glucan, total dietary fibre (TDF) contents and fractions of
the whole barley grains grown in Passo Fundo (PF) and Victor Graeff (VG) are

presented in Tables 1 and 2.
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Barley grain is notable for a high content of 3-glucans that can ranges from
2.5% to 11.3%. The level of B-glucans in oats (2.2—7.8%), rye (1.2-2.0%), and wheat
(0.4-1.4%) may also vary substantially, but it is generally lower than in barley
(Izydorczyk and Dexter, 2008; Andersson et al., 2004).

According to lzydorczyk and Dexter (2008) and Andersson et al. (2004), the
content of B-glucans in barley is influenced both genetic and environmental factors
and by their interaction. With respect to environmental factors, in our study we
observed that in PF the average of $-glucan content was higher in 2008 with a higher
mean air temperature (Figure 1) and intense sunlight when compared to 2009 (Figure
2). As reported by Ehrenbergerova et al. (2008), higher temperatures during grain
filling can provide increased B-glucans content in barley grains. In Victor Graeff the
same behavior was observed among cultivars regarding the mean temperature air
(Figure 3). Insolation data was not available for this region and therefore it was not
possible to correlate this result with the percentage of B-glucans.
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With respect to rainfall, it was observed that this environmental factor
101



influenced negatively B-glucan content, as shown in Figures 4 and 5 in Passo Fundo
and Victor Graeff, with the exception only of BRS 195 (2009) in VG which had
increase results on this parameter. These results corroborates with the findings by
Aastrup (1979) who suggested that rain degrades B-glucans, lower synthesis of -
glucans, modifies of the B-glucans to give polymers inaccessible to the B-glucanase
and leads to leaching of the glucose, a precursor of B-glucans, from the flag leaf and

awns.
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Regarding the content of soluble dietary fibre (SDF) in VG the highest value
was found for cultivar BRS 195 in crop year 2008 and 2009, and the lowest value in
samples BRS 225 (2009) and MN 743 (2008) (p<0.05, Table 2). In PF, the highest
SDF content was detected in cultivar BRS 195 (2008) and the lowest was detected in
cultivars BRS 225 (2009) and BRS 195 (2009) (p<0.05, Table 1).

The content of soluble fibre in PF, showed a relationship with the content of 3-
glucans, and it was observed an increase in its content in the crop of 2008, which
showed higher mean temperature and insolation during the planting and harvesting
of grain and lower rainfall. In VG it was observed the same characteristic.

Differences in TDF values detected only in PF, with the highest value in
cultivars, MN 743 (2009), BRS 225 (2009) and BRS 225 (2008), while the barley
lines BRS 195 (2009), BRS 195 (2008) and MN 743 (2008) had the lowest TDF value
(Table 1). In VG, no statistically significant difference was observed among the
cultivars analyzed.

The insoluble dietary fibre (IDF) content was observed in VG values
statistically higher in MN 743 PF, crop year 2008 and BRS 225 VG, crop year 2009
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between the cultivars studied (Table 2), and in PF with the highest value in cultivars
MN 743 (2009), BRS 225 (2009) and BRS 225 (2008) (Table 1). The same cultivars
from PF also showed a higher content of TDF statistically significant. The content of
TDF maintained relationship with the content of insoluble dietary fibre (IDF), and an
increase in its content in the crop of 2009, which showed higher rainfall and lower

insolation during the planting and harvesting of grains.

4. Conclusions

In the present study, B-glucan and TDF analyses of various advanced Brazilian
whole barley grains grown in two locations indicated that both environment and
genetic factors have influence on the content of these.

The study also revealed the information on B-glucans and TDF contents and
other quality characteristics of barley grains grown in Brazil and showed how climatic
factors can positively or negatively interfere in the content of total dietary fibre and B-
glucans, interfering in the final quality of the barley grain. Substantial variation was
demonstrated in the contents of fibore components of barley cultivars grown in

different years on the same site.
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Table 1. B-Glucan and total dietary fibre contents of barley samples grown in different crop years.

Location Passo Fundo
Barley lines (L) B-Glucan (%) * Total dietary fibre (%) * Soluble fibre (%) * Insoluble fibre (%) *
2008
BRS 195 2.64°2 24.91° 7.03° 17.87 °
BRS 225 2.74°2 27.42° 4.82° 22.60 2
MN 743 2.76 @ 25.47° 5.83° 19.64 °
Mean value 2.7 25.93 5.89 20.04
Std. dev. 0.06 1.32 1.11 2.39
2009
BRS 195 1.30° 22.72° 4.25¢ 18.47°
BRS 225 1.43° 26.37° 3.73¢ 22.64°
MN 743 1.72° 28.85° 5.73° 23.12°
Mean value 1.48 25.98 4.57 21.41
Std. dev. 0.22 3.08 1.04 2.56

Means values with the same letter within a column are not significantly different by least significant differences (LSD) analysis.

" Dry weight basis.
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Table 2. 3-Glucan and total dietary fibre contents of barley samples grown in different crop years.

Location Victor Graeff
Barley lines (L) B-Glucan (%) * Total dietary fibre (%) * Soluble fibre (%) * Insoluble fibre (%) *
2008
BRS 195 1.65¢ 24.05°2 7.13° 16.92°
BRS 225 2.61° 23.70° 6.36 " 17.34°
MN 743 3.31°2 25.52 @ 4.05 ¢ 21.47°
Mean value 2.52 24.42 5.85 18.58
Std. dev. 0.83 0.97 1.60 2.51
2009
BRS 195 1.64 ¢ 25.13 2 7.50° 17.64 °
BRS 225 1.42° 25.63°2 4.54¢ 21.10°
MN 743 1.82° 22.68° 5.34° 17.33°
Mean value 1.63 24.48 5.79 18.69
Std. dev. 0.20 1.58 1.53 2.09

Means values with the same letter within a column are not significantly different by least significant differences (LSD) analysis.

" Dry weight basis.
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4 CONSIDERACOES FINAIS
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v" Os resultados mostraram que existe uma grande variabilidade com relagao
aos teores de compostos bioativos (fibra alimentar total e fragdes, B-glicanas,

minerais, selénio e compostos fendlicos) entre as cultivares avaliadas.

v' O extrato seco elaborado apresentou um elevado conteudo de fendlicos
totais pelo método de Folin-Ciocalteau na forma de extrato aquoso em relagdo ao
extrato de cevada padrdo e um aumento constante da atividade antioxidante nesse
solvente pelas metodologias de DPPH, superéxido e ANCOMROS, conforme o
aumento da concentragdo. A raz&o 1:1 (FS:Fl), diferencia 0 mesmo dos produtos
com fibras comercialmente disponiveis. A metodologia de produgdo mostrou-se

simples, sem toxicidade e disponivel para reproducdo comercial.

v E viavel a inclusdo do método de obtencéo do extrato seco para alguns
subprodutos agricolas que sdo excelentes fontes de antioxidantes naturais e/ou
compostos funcionais, tendo em vista o baixo custo e redugdo dos problemas
ambientais causados por residuos agroindustriais. Além disso, o residuo resultante
do processamento do extrato seco pode ser direcionado para a alimentagdo animal

ou como fonte de fibra insoltvel.

v" Os métodos in vitro baseados na geragao de diferentes radicais livres,
permitiram classificar as cultivares quanto a atividade antirradicalar, porém, frente ao

radical superéxido, o extrato etandlico apresentou atividade pro-oxidante.

v" Nao foi observada correlagdo positiva entre a atividade antioxidante pelas
metodologias do radical DPPH e superéxido e a quantificagcdo de fendlicos totais,
possivelmente pelo fato da metodologia de Folin-Ciocalteau n&o se tratar de um
método de determinacdo da atividade antioxidante, mas sim da quantificacdo do
conteudo de fendlicos ou ainda por estar reagindo com proteinas presentes na
amostra. No entanto, foi observado que a metodologia de ANCOMROS foi a técnica
que manteve uma correlagdo mais proxima com a quantificacdo por HPLC e Folin,

ao contrario das anteriores.
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v" Observou-se que os parametros climaticos (temperatura média, insolagéao
e precipitagao pluvial) podem exercer influéncia positiva ou negativa na quantificagéo
de FAT, FS e Fl e de B-glicanas nas cultivares de cevada. Na safra onde se observou
uma maior temperatura média do ar e insolagao, houve elevagao dos teores de fibra
soluvel e B-glicanas nas cultivares, enquanto que, uma maior precipitacdo pluvial

propiciou a redug¢ao nesses teores.
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