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A capacidade antioxidante da torta de linhaga aumenta
pela biotransformacao de Rhizopus oligosporus

The flaxseed pie antioxidant capacity increases by
biotransformation of Rhizopus oligosporus

RESUMO

Muitos produtos industrializados contém em suas composi¢cdes antioxidantes sintéticos
que atuam na preservacado do alimento. A indUstria procura por substitutos naturais para
esses quimicos. Derivado da extragdo do dleo vegetal da semente do linho, a torta de
linhaga é um subproduto descartdvel, porém pode conter em sua matriz moléculas
bioativas de alto valor nutritivo. O objetivo deste trabalho é implementar técnicas fisicas,
quimicas e bioldgicas para o enriquecimento da torta de linhaga. Diante disso, usou-se o
fungo Rhizopus oligosporus como agente bioldgico fermentador em diferentes solventes
(Agua, Metanol PA, Etanol PA e Etanol 75%) e temperaturas (30,50 e 70°C).Através de trés
métodos analiticos quantitativos: DPPH, ABTS e fendlicos totais usando Folin Ciocalteau
com padrdo de Acido Galio. Houve alto desempenho com etanol 75% a 30°C, para o
método DPPH, e para compostos fendlicos totais, na temperatura de 50°C e 70°C com
solvente agua. Os resultados sugeriram também que a torta fora melhorada pela a¢do do
fungo, uma vez que no tempo de fermentagdo de 72 horas apresentou maior
concentragdo de antioxidantes com 81,9 pumol equivalente a Trolox g-', pelo método
DPPH, 23 % a mais que a torta de linhaga in natura e 10% pelo método de fendlicos totais.
PALAVRAS-CHAVE: Antioxidantes, Fermentagdo, Linaceae, Bioativos, sub-produto.

ABSTRACT

Many industrialized products contain synthetic antioxidants in their compositions that act
in the preservation of food. The industry is looking for natural substitutes for these
chemicals. Derived from the extraction of vegetable oil from flax seed, flaxseed cake is a
disposable by-product, but it may contain bioactive molecules of high nutritional value in
its matrix. The objective of this work is to implement physical, chemical and biological
techniques to enrich flaxseed cake. Therefore, the fungus Rhizopus oligosporus was used
as a biological fermenting agent in different solvents (Water, Methanol PA, Ethanol PA and
75% Ethanol) and temperatures (30,50 and 70 °C). Through three quantitative analytical
methods: DPPH, ABTS and total phenolics using Folin Ciocalteau with Gallium Acid pattern.
There was high performance with 75% ethanol at 30 °C, for the DPPH method, and for
total phenolic compounds, at a temperature of 50 °C and 70 °C with water solvent. The
results suggested that the cake was improved by the action of the fungus, since in the
fermentation time of 72 hours it presented a higher concentration of antioxidants with
81.9 umol equivalent to Trolox g-', by the DPPH method, 23% more than the fresh
flaxseed cake and 10% by the total phenolic method.
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INTRODUGAO ... 5
Para auxiliar na manutencdo da qualidade de produtos alimenticios
encontrados no mercado, muitos fabricantes utilizam-se da adicdo de
componentes quimicos sintéticos que atuam na preservac¢ao do alimento, evitam
a perda nutricional e queda da qualidade (FRANKEL,1998), como butylated
hydroxyanisole (BHA) e butylated hydroxytoluene (BHT). Devido a alergias e
intolerancias, muitas pessoas procuram alternativas de produtos naturais e
organicos, consideravelmente menos nocivos ao organismo. Nesse viés, muitas
plantas contém moléculas com efeitos anti-bacterianos, anti-virais e anti-
inflamatorios, classe importante dessas sdo os bioativos antioxidantes naturais.

O processamento de sementes para a produgdo de 6leos vegetais é uma das
principais atividades econ6micas no Brasil, sendo responsavel pela geragdo de
toneladas de residuos agroindustriais que podem conter em sua matriz moléculas
bioativas de alto valor nutritivo (WOICIECHOWSKIS,2010). Uma dessas sementes
é a linhaca, rica em carotenoides, flavonoides e acidos fendlicos. Apds o
processamento da matéria prima geram-se dois resultados: o produto final (o
6leo) e a torta de linhaga, um subproduto descartado que por sua vez contém
diversas dessas propriedades (RATZ & ARCT,2015). No presente estudo, usou-se
métodos quimicos e fisicos para comparar a a¢do biolégica do fungo Rhizopus
oligosporus com os niveis de antioxidante da torta in natura .Esse género possui
caracteristica de serem facilmente cultivados em substrato lignoceluldsico e
liberarem elevadas quantidades de substancias antioxidantes em diversas
matrizes vegetais (HERNANDEZ,2017) ndo apresentando divergéncias para seu
consumo.

Muitos métodos podem ser utilizados para a avalicdo desses antioxidantes.
Neste trabalho utilizaram-se trés: DPPH, ABTS e avaliagdo de fendlicos totais
Folin-Ciocalteau usando o 4acido galio como padrdao (MCDONALD,2001). Os dois
primeiros sdo radicais livres em que sdo a captura das moléculas por
antioxidantes, e consequente, transformagdo em moléculas mais estaveis, é
medida pela espectrometria. J& com os compostos fendlicos, o nimero grupos
potencialmente oxidaveis controla a cor formada. As moléculas reduzidas sdo
azuis e as demais sdo amarelas. Estas Ultimas se decompdem vagarosamente em
pH alcalino, o qual é necessario para a manutengdo do fenol na forma de
fenolato(ANGELO,2007).

Assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar a melhor forma de extragdo de
compostos bioativos através da biotransformacdo da torta de linhaga, sendo
possivel um estudo futuro da viabilidade desse residuo.

MATERIAIS E METODOS

Para a amostragem,a torta de linhaga utilizada foi fornecida pela empresa
Pazze Industria de Alimentos Ltda — produtora de éleo de linhaca localizada no
municipio de Panambi, no Rio Grande do Sul. Utilizou-se 5 Kg do material. As
amostras foram trituradas e peneiradas a 200 mesh e armazenadas no
laboratério de Biotecnologia da Universidade Tecnolédgica Federal do Parang,
Campus Dois Vizinhos.
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Para a fegmgniacdo, uma cepa Rhizopus oligosporus NRRL 2710, foi
conservada em Erlenmeyer contendo meio sélido de dgar batata dextrose (PDA)..

Ap0ds o crescimento do micélio e formagdo dos esporos, adicionou-se dgua e
esferas de vidro. Em seguida, realizou-se a homogeneizacdo do conteldo e
posterior raspagem. A solugdo foi transferida para béqueres — anteriormente
autoclavados — e efetuou-se a contagem dos esporos em camera de Neubauer.

A fermentagdo ocorreu em frascos Erlenmeyer de 250 mL, sendo aplicado
aproximadamente 4 g do substrato de torta de linhaca. Posteriormente, foi
submetido a esterilizagdo em autoclave por 15 minutos.

Ao meio de cultivo, foram inoculados 1 x 10°esporos g~ de substrato e
adicionado a quantidade de agua destilada para o ajuste da umidade. O meio de
fermentacdo foi incubado em estufa tipo shaker a temperatura de 29 °C, durante
288 horas, sendo retiradas aliquotas de 4g de amostras a cada 24 horas.

Para o preparo dos extratos, utilizou-se os seguintes solventes: Agua,
Metanol PA, Etanol PA e Etanol 75%. As amostras foram pesadas e adicionou-se a
elas os solventes em razdo 1:10.

As amostras foram submetidas a extracdo em ultrassom (marca Cristofoli)
em frequéncia e 42Hz, os extratos foram separados em 3 grupos onde cada grupo
foi realizada a extracdo em uma temperada diferentes (30, 50 e 70°C). Cada
extracdo foi realizada em triplicata no tempo de 15 minutos. Em seguida, foram
centrifugados a 16.000 rpm por 5 min e o sobrenadante coletado.

Foram utilizados para determinagdo da atividade antioxidantes os métodos
de DPPH (BRAND-WILLIANS et al.,1995), ABTS(Re et al., 1999), compostos
fendlicos totais pelo método espectrofotométrico Folin-Ciocalteau usando a
curva padrdo de 4cido gdlio segundo Mcdonald et al, 2001.

A andlise estatistica dos dados foi realizada utilizando o programa Statistica®
8.0 (Copyright StatSoft, Inc. 1984-2007). Os resultados foram expressos como a
média * desvio padrdo [coeficiente de variacdo (%)] e o medidos utilizando
andlise de variancia unilateral (one-way ANOVA). As diferencas significativas
foram determinadas pelo teste de Tukey para os dados homogéneos, e foi
considerado p<0,05 como critério de significancia.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Comparando-se os resultados obtidos pelas técnicas ABTS, DPPH e
Compostos fendlicos, a Tabela 1 apresenta os valores de atividade antioxidante
dos extratos obtidos a partir da torta de linhaga in natura, em diferentes
solventes e temperaturas.

Desta maneira podemos observar que ndao houve mudanga significativa
(p>0,05), nos extratos em metanol com diferentes temperaturas, obtendo-se um
bom resultado de 18,4umol Trolox/g ndo apresentando discrepdncia com as
amostras em etanol 75% com 18,8 umol Trolox/g— este por sua vez mostrou-se
pouco alterado pela temperatura em ambas as analises.
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Tabela 1= Comg%j;]aat]igo dos métodos utilizados medidos em umol equivalente a Trolox

por grama de matéria seca em DPPH E ABTS, e em mg equivalente a EAG por grama de

matéria seca em Compostos fendlicos, da torta in natura.

Solventes Temperaturas DPPH ABTS c:enr:Z::::)ZS
30°C 14,1 +0,52a 8,18 +0,26b 1,53 + 0,05¢
Agua 50°C 14,2 +0,36a 8,01+1,31b 1,91 +0,04d
70°C 13,2+0,89ab |9,11+0,35b 1,97 +0,05d
30°C 17,3 +0,85¢c 16,7 + 0,47d 0,79 £0,01e
Metanol 50°C 18,4 + 0,34cd 15,7 +0,42c 1,06 +0,01b
70°C 18,4 + 0,30cd 13,8 £ 0,34h 1,07 £0,01b
30°C 18,8 + 1,44c 4,48 +0,48e 1,14 +0,01b
Etanol 75% 50°C 13,8 +0,44a 5,76 + 0,86f 1,62 +0,02c
70°C 14,1 +0,30a 3,35+0,422 1,55 +0,02c
30°C 12,2 +0,23b 15,9 + 0,36¢ 0,37 £0,01a
Etanol PA 50°C 13,9+ 0,50A 15,2 +0,65c 0,45 +0,01a
70°C 11,9 + 0,56b 16,6 + 0,01d 0,38 £0,02a

Fonte: Tabela elaborada pelo autor com dados retirados da dissertacdo de mestrado
de Cristian Pedro Schu, Fermentac¢do da torta de linhaga como estratégia para o
enriquecimento nutricional e potencializagao de atividade antioxidante.

Em andlises de ABTS, o metanol também demonstrou um &timo
desempenho, com extracdo de 16,7 pumol Trolox g-' em 30°C, porém ndo
apresentou diferenca estatistica (p>0,05) com o solvente Etanol PA a 70°C com
16,6 pmol equivalente a Trolox g-".

A linhaga é rica em substancias conhecidas como: 4cido hidrocinamico, acido
pumadrico, acidos glicosideos, acidos ferulico e ligninas ligadas a substancia
secoisolaricirenol diclicosideo (JOHNSSON et al,2002) , que detém grande
afinidade com o solvente metanoico devido ao fato de apresentar-se como um
solvente protico. Sendo assim, a matriz vegetal comporta variadas moléculas que
podem ter afinidade com um solvente especifico, como foi mostrado na
comparacdo do metanol com os solventes etanoicos.

O alto desempenho da extragdo com etanol 75% a 30°C, para o método
DPPH, pode estar ligada a presenca das antocianinas, polifendis que possuem
potente atividade antioxidante com alta solubilidade em solventes hidrofilicos
(NACZKA, SHAHIDI; 2004). J& em temperaturas maiores, pode haver a
desnaturacdo desses compostos havendo perda da sua capacidade antioxidante
(HARBORNE,BAXTER, MOSS;1999).

J& para o método de avaliagdo de compostos fendlicos totais, na
temperatura de extracdo de 50°C e 70°C com solvente agua, observou-se os
maiores valores de 1,91 e 1,97 mg de EAG g-', pois a dgua também possui uma
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afinidade em especijfico, com as moléculas polifendlicas encontradas na linhaca
(MANNUCCI et al., 2019).

O processo fermentativo aumentou a concentragdo de compostos
antioxidantes, de acordo com a Tabela 2. Como observado, no tempo de (72)
horas, a concentracdo de antioxidantes chegou a 81,9 umol a Trolox g -', em
70°C. Contudo,os tempos de fermentacdo (48, 72, 96,120) apresentaram maior
concentracdo de antioxidante ndo apresentando diferenca significativas entre si.

Tabela 2 — Comparativo dos métodos utilizados medidos em pumol equivalente a Trolox
por grama de matéria seca em DPPH, e em mg equivalente a EAG por grama de matéria
seca em Compostos fendlicos, da torta de linhaga fermentada.

Horas de DPPH (pmol equivalente Compostos Fendlicos (mg
fermentagdo aTrolox g~ 1) equivalente a EAG g 1)

0 39,054,252 11,9 + 0,302

24 43,6+1,702 14,1 +0,79bc

48 81,1+3,60 T 15,2 +0,44b

72 77,04,30ef 16,3 £ 0,88cd

96 77,0%3 4ef 17,0 £ 0,88cde

120 78,1+7,10ef 17,0 £1,07cde

144 71,7+4,30de 16,3 +0,39¢d

168 71,1+2,9de 17,1 +1,13cde

192 67,716,5de 17,2 £0,77de

216 59,613,06bc 18,3 £ 0,80ef

240 64,0+6,5bc 18,5+ 1,57ef

264 56,3+ 3,06 b 19,2 +1,41f

288 56,1+3,8b 17,2 £0,74de

Fonte: Tabela elaborada pelo autor com dados retirados da dissertagdo de
mestrado de Cristian Pedro Schu, Fermentacdo da torta de linhagca como estratégia para o
enriquecimento nutricional e potencializagdo de atividade antioxidante.

Quando avaliada, a torta in natura apresentou grande potencial de
compostos fendlicos, isso se deve ao fato de que durante o processo de
esmagamento da semente de linhaca algumas pequenas quantidades de dleo
ficam presentes na torta (OOMAMH, B. D; MAZZA, G, 1998).

Como salientado anteriormente, em um processo de biotransformacao,
pode haver a presenca de compostos antioxidantes “livres”, que estdo
entrelacados na matriz vegetal. O desenvolvimento de alguns micro-organismos
em processo de fermentagdo sdlida detém a capacidade de producdo de
enzimas, que atuam nas quebras de substratos lignocelulésico (MARTINS, S. et
al,2011). Assim, demonstrando a discrepancia entre os resultados das tabelas ,
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provou-se que,g;agdo bioldgica do fungo Rhizopus oligosporus enriqueceu o
conteudo das amostras.

Nos dados demonstrados nas tabelas, podemos evidenciar que a
fermentacgdo foi um fator positivo, utilizando o solvente agua em temperatura de
70°C, no tempo de fermentagdo de (72 horas) apresentou-se maior significancia
com (p<0,05), em maior concentracdo de antioxidantes com 81,9 pmol
equivalente a Trolox g-'.No entanto, para as técnicas de DPPH com da torta de
linhaga in natura, teve sua maior concentra¢do de antioxidantes com o solvente
(Etanol 75%) eluido em 4gua, com extracdo a temperatura de 30°C, apresentando
apenas 18,8 umol equivalente a Trolox g-' . Desta forma o processo fermentativo
apresentou 23% a mais de concentracdo de antioxidantes que a obtida com a
extragdo da torta de linhaga in natura.

A agdo de enzimas em conjunto a alta temperatura de 70°C e o ultrassom
assistido sobre o material vegetal pode promover a liberacdo massiva de
substancias antioxidantes com ampla estabilidade térmica provocando a possivel
identificacdo pelo método DPPH.

Sendo assim, a interseccdo dos efeitos fisicos, quimicos e bioldgicos consistiu
em uma resposta positiva ao experimento, podendo ser elaborado novos
métodos de extragdo a partir do trabalho realizado.

CONCLUSOES

O fungo Rhizopus oligosporus se mostrou um agente bioldgicos para a
transformacdo da biomassa, promovendo a liberacdo de antioxidantes a partir do
consumo da matriz de fibras da planta em questdo. Isso acarretou na liberagao
de compostos a partir da agdo das enzimas liberadas pelo microrganismo.
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