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Resumo

Atualmente cresce entre os consumidores o inteegaselacao aos alimentos funcionais, os quaishgeseham papel
fundamental para a prevengdo de doengas e manotdagsalide. A linhagd ioum urtissimuni.) planta asiatica e
aclimatada no Brasil é rica em acidos graxos 6n3egab e € reconhecida por apresentar atividadésgiias hipo
lipidémica e antibacteriana. O objetivo do trabdibioavaliar o perfil de qualidade e a atividad¢i@tidante de duas
variedades de linhaca. O trabalho foi desenvohadpartir de ensaios de caracterizagdo quimica atig&lade
antioxidante de sementes de linhaga variedadesomagrdourada. Os métodos de caracterizacdo quifei@nzas
totais (CT) e perda por dessecacéo (PD) nas sesnfemten realizados conforme a Farmacopéia Brasikfiredicéo.
As andlises de cromatografia em camada delgada @GP 6leos foram realizadas com eluente acetatetitie
hexano (94:6 v/v) utilizando como revelador a vaailem &cido sulfirico, seguida de exposicédo a ¢eatpra de 105
°C (5 min) com posterior observacdo em UV/Vis (380). A quantificacdo dos 6leos foi realizada poxt#et e as
atividades antioxidantes avaliadas por meio de @@&3pectrometria em UV/Vis (470 nm). Os reduzidssiltados de
PD e CT para as variedades testadas demonstradamida possibilidade de contaminacéo e degradagigicp. Por
meio da CCD foi possivel observar para as variesjaa@resenca de 6mega-3 e 6, tanto para as asiostratura
guanto para as trituradas. As variedades marronowada trituradas apresentaram 0s maiores peréemntoa
rendimento do 6leo (38,91 e 31,71%, respectivameniando comparadas com as amostragtura (1,27 e 1,24%,
respectivamente). A triagem da atividade antioxieldoi detectada em CCD e por meio de espectroamgdriuV/Vis, e
o efeito antioxidante mais representativo foi obado para a variedade dourada tanto triturada domatura (100 e
82,02%, respectivamente) sendo que a variedadeomanr natura apresentou a menor atividade (65,64%). O perfil
cromatografico inexistente em outras literaturasa @anega-3 e 6 pode ser utilizado por indUstriasedlticias e de
medicamentos como parametro de qualidade. Apeseariedade dourada render uma quantidade menolede sia
atividade antioxidante é muito maior que a variedadrrom tantin naturaquanto triturada.

Palavras-chave:lleo, extracdo a quente, 6mega-3 e 6, antioxidante.

Abstract

Currently, interest among consumers in functionalds have been growing. Functional foods play gromant role in
preventing diseases and health maintenance. Lingémam urtissimum_.) asian plant acclimated in Brazil - rich in
fatty acids omegas-3 and 6 in addition to beinggeized for presenting hipo lipidemic and antibdatebiological
activities. The objective was to evaluate the quadiofile and the antioxidant activity of two vaties of linseed. The
research was conducted from chemical and antiokidiaaracterization essays of linseed of the vaseklrown and
golden. The 5th edition of the "Farmacopéia Brasilevas used as guidelines for the applied chelnolearacterization
methods of analysis of total ashes (TA) and lostlisgection (LD). The thin-layer chromatographylgsia of the oils
where executed with etila acetate eluent; hexa#g (@v) using vanilin in sulfuric acid as aid irswualizing, followed
by exposition at 105°C (for 5 minutes) and obseovatising UV/Vis (360 nm). The oils quantificatievas achieved
using the method presented by Soxhlet and theadidint activities were evaluated by using CCD apdctometry
using UV/Vis (470 nm). The low achieved resultsT#t and LD for the tested varieties demonstrate rimtuced
possibility of contamination and chemical degraatatiPresence of Omega-3 and 6 in the varietiesolasrved by
using CCD in both raw and crushed samples. The mramd golden varieties when crushed presented ititeeth
percentages of oil extraction efficiency (38,91 &id71%, respectively) when compared to the rawpéasn(1,27 and
1,24%, respectively). The screening of antioxidestivity was detected in CCD by using UV/Vis specttry and the
most significant antioxidant effect was observed tlie golden variety, both raw and crushed (100 &2@2%,
respectively), with the brown variety displaying tlower activity (65,64%). The chromatographic pecfor omega-3
and 6 is non-existent in literature and can be usgdhe food and pharmaceutic industry as qualgégueance
parameters. Even though the golden variety lowefiop®ance at oil extraction, its antioxidant adjvis much higher
than the brown variety both in raw and crushed fiem

Keywords: oil; hot extraction, omega-3 and 6, antioxidant.

Revista Biociéncias - Universidade de Taubaté 1V2.2 - 2015 44



revista
iociéncias @
INTRODUCAO do periodo de armazenamento e o incremento

Um grande numero de vegetais com
propriedades nutricionais e terapéuticas tem
sido disponibilizado atualmente no mercado e
utilizado como alimento para o tratamento e

manutencao da saude, sendo denominados de

alimentos funcionais. As experiéncias clinicas

e cientificas mais consistentes, relacionam

uma gama de atividades bioldgicas de

vegetais com a presenca dos acidos graxos
poli-insaturados da familia 6mega-3, cujas

propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias

e imunomoduladoras sao reiteradas ha varias
décadas (Faintuch et al., 2006).

Entre os alimentos funcionais, a linhaga
(Linum urtissimumL.) é reconhecidamente
uma das maiores fontes dos &cidos graxos; em
gue extrai-se das sementes 0 0leo que detém
majoritariamente  os  acidos  linoléicos
reconhecidos como uma das maiores fontes
dos acidos graxos essenciais 6mega-3 e 6,
possuindo ainda, varios nutrientes como,
fiboras e compostos fendlicos responsaveis
pela atividade antioxidante (Galvado et al.,
2008). Contém ainda cerca de 35% de
lipideos totais, dos quais 50% sao
representados pelo &cido linoleico (Mori,
2001).

Os antioxidantes sao substancias capazes de

prevenir os efeitos deletérios da oxidagéo pela
inibicdo da lipo peroxidagcdo, sequestro de
radicais livres e/ou quelagdo de ions
metalicos, que se divide em dois grupos: o0s
com atividade enzimatica, que sdo compostos
capazes de bloquear a iniciagdo da oxidacao,

OU Seja, as enzimas gue removem as espécies

reativas ao oxigénio, e os sem atividade, que
compreendem moléculas que interagem com
as espécies radicalares e sdo consumidas
durante a reacao (Moreira & Mancini Filho,
2003).

As substancias antioxidantes bloqueiam a
acao dos radicais livres, propriedade que se
torna interessante a crescente industrializacéo
gue vivenciamos. Com a inovagao da

indUstria alimenticia cada vez mais o0 aumento

de substancias nas formulagcdes torna o
alimento vulneravel a deterioracdo oxidativa.
Por isso a necessidade de pesquisa em busca
de substancias que protejam os alimentos
contra a oxidacdo (Aradjo, 2008). Essas
substancias, presentes no Oleo de linhaca,
guando aplicados na industria alimenticia
podem aumentar o tempo de estocagem dos
alimentos, reduzirem as perdas nutricionais e
permitirem o uso de Oleos e gorduras mais
suscetiveis frente a oxidagcdo. Dessa maneira,
a pesquisa de compostos com potencial
antioxidante em alimentos como a linhaca
desponta como uma alternativa natural frente
aos efeitos oxidativos dos radicais livres
(Bernardo-Gil et al., 2002).

Estudos realizados por Pellizzon et al (2007),

apontam que a ingestdo de pequenas
guantidades de linhagca durante o dia

promovem alteracdes hormonais contribuindo

com a reducédo do risco de cancer e diabetes,
dos niveis de colesterol total e LDL-c, assim

como favorece a diminuicdo da agregacao
antiplaquetaria.

Apesar de todo potencial nutricional e
farmacéutico relacionado a linhaca poucos
séo os estudos que contemplam as atividades
antioxidantes e perfil de qualidade para este
vegetal. Sendo assim, este trabalho pretende
avaliar a atividade antioxidante para o 6leo de
sementes de linhaca variedades marrom e
dourada através de espectrofotometria de
UV/Vis e perfil cromatogréafico, bem comao,
realizar estudos quimicos de caracterizacédo e
diferenciacéo das duas variedades.

MATERIAL E METODOS

Local de estudo

O estudo foi realizado no Laboratorio de
Farmacognosia da Universidade Comunitaria da
Regido de Chapecé — UNOCHAPECO. Foram
adquiridas cinco amostras de sementes de
Linum urtissimum L. variedade marrom
(linhagca marrom) eLinum urtissimum L.
variedade dourada (linhagca dourada) em
comércio de produtos naturais na cidade de
Chapeco (27° 05' 26,30" S e 52° 36' 19,46" O) —
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Santa Catarina. Ap0s a aquisicdo, estas foram
selecionadas, identificadas e estocadas em
temperatura controlada (25 £°€), protegidas

da luz direta e umidade no Laboratério de

Farmacognosia da Universidade Comunitaria da
Regido de Chapec6 — UNOCHAPECO, até a

realizagdo dos ensaios de caracterizacdo
guimica e de atividade antioxidante.

Planejamento da amostragem

1 Estudo quimico para sementes de linhaca

1.1 Determinacdo do teor de cinzas totais -
CT

Para determinac&o do teor de cinzas utilizou-
se almofariz de porcelana previamente
calcinados que receberam 1g de sementes de
linhaca variedade marrom e dourada, com
cinco repeticbes (n=5) com 1 g para cada
variedade. Posteriormente, as amostras, foram
submetidas ao forno mufla na temperatura de
450°C por 4h, e em seguida deixou-se esfriar
no dessecador por 12 h para posterior
pesagem em balanca analitica
(Farmacopéia..., 1988).

1.2 Determinacao da perda por dessecacgéo —

PD

Nesta etapa utilizou-se pesa filtro, que foram

previamente dessecados e na sequéncia
pesados. Cada pesa filtro recebeu 2 g das
amostras das variedades de linhaca, na
sequéncia foram submetidas a estufa, com
temperatura de 100-105°C por 24 horas. Para
a realizagdo dessa analise foram feitas cinco
repeticbes com 2 g para cada variedade (n=5).
A seguir colocaram-se as amostras no

dessecador por uma hora para posterior
pesagem (Farmacopéia ..., 1988).

1.3 Extracao e rendimento do 6leo de linhaga
O método utilizado para a extragéo do Oleo de
linhaga foi por Soxhlet, sendo utilizadas duas
amostras de 50 g de cada variedade de linhaca
(n=2), assim identificadas: sementes de
linhaca na formain natura (sem triturar)
marrom (LM); douradain natura (LD);
marrom triturada (LMT) e dourada triturada
(LDT). Estas amostras foram completamente
envoltas por papel filtro e submetidas a
extracdo. Como o solvente, utilizou-se 300
mL de éter etilico e o processo de extracao foi

aplicado por 4 h (Farmacopéia Brasileira,
1988). Na sequéncia submeteu-se a parte
organica obtida de cada amostra ao processo
de particdo com agua em funil de separacao.
O posterior esgotamento da parte organica
ocorreu por circulacdo de vapor a quente (
40°C) e o rendimento calculado a partir da
proporcao droga:oleo (p/p).

2 Identificagcdo cromatografica do oleo da
linhaca

O método de identificacdo empregado foi por
cromatografia de camada delgada. Nesta
etapa pesou-se 10 mg de cada variedade de
O0leo de linhaca extraidos e aplicou-se em
placa cromatogréafica de gel de silica F254.
Utilizou-se padrdes comerciais de 6mega—3 e
6 diluidos em 1 mL de éter etilico aplicando-
se 2uL e 5uL nas placas cromatograficas(em
triplicata). O sistema eluente utilizado foi
acetato de etila: hexano (94:6 v/v). Como
revelador utilizou-se vanilina em &cido
sulfarico seguida de exposicdo a uma
temperatura de 105°C por 5 minutos com
posterior observacdo em UV/Vis em 360 nm
(Farmacopéia... ,1988).

3 Atividade antioxidante do 6leo da linhaca

3.1 Atividade antioxidante através de perfil
cromatografico

A atividade antioxidante (AA) foi realizada
em placas cromatograficas, utilizou-se o
método de descoramento fecaroteno, que
consiste em revelar a placa contendo perfil
cromatografico dos Oleos das amostras de
linhaca e do padrao de 6mega-3 e 6 com a
solucdo dep-caroteno ff-caroteno 10% em
hexano) e observacdo do desbotamento do
revelador em 24 horas (em triplicata). Além
do método utilizado acima, também utilizou-
se o método do DPPH (1,1-difenil-2-
picrilhidrazil) consiste na aplicagdo de uma
substancia oxidante como revelador sendo
capaz de descorar o radical livre. Utilizou-se
como revelador solucdo etandlica de DPPH
(1%) (Borges et al, 2011).

3.2 Atividade antioxidante através da
determinacao espectrofotométrica

Determinou-se a atividade antioxidante (AA)
pela oxidacdo dop-caroteno e do acido
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linoleico. Dissolveu-se 5 mg dp-caroteno
em 5 mL de cloroférmio e adicionou-se a um
frasco contendo 60 mg de acido linoleico e
200 mg de Tween 40. Evaporou-se o
cloroférmio a 40°C por 5 minutos em banho-
maria e logo em seguida adicionou-se
lentamente 50 mL de &gua destilada. Dessa
solugcédo transferiu-se 1 mL para tubos de
ensaio contendo 0,5 mL de 6leo de todos as
variedade de linhacas e diluiu-se 1/10 v/v
(Park & lkegaki, 1998). Os tubos foram
colocados em banho maria a 40°C e realizou-
se a leitura da absorbancia em
espectrofotometro a 470nm nos tempos 0, 1, 2
e 3h. A atividade antioxidante dos extratos
foram avaliados em termos do descoramento
do B-caroteno utilizando a equacéo (Alencar
et al., 2004):

AA= absorbancia apds 3h de reacdo x 100
absorbancia inicial

Os experimentos foram realizados em

triplicata. Os dados foram submetidos a
analise de média e de desvio padrdo, sendo
trabalhadas utilizando o teste t de Student
(para amostras de 2 grupos - amostras
independentes) e ANOVA com Tukey e

Duncan para significancia estatistica dos

dados foi estipulada em 5% (< 0,05). O teste
de normalidade também foi aplicado usando o
Kolmogorov-Smirnov (KS) para todos os
resultados do estudo, na qual todas as
varidveis apresentaram normalidade nas suas
distribuicdes. Foi utilizado o software
comercial IBM SPSS Statistics v.22.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores alterados de perda por dessecacao
podem provocar reacOes de hidrdlise e

contaminagao microbiana, fatores esses que
sao influenciados pelos teores de umidade. As

cinzas totais apresentam os valores de

materiais fisiologicos e minerais presentes em

amostras vegetais e valores elevados

geralmente estdo relacionados a adulteracbes
e contaminacdes. Para as variedades de
linhagca marrom e dourada (Tabela 1), os

valores apresentados para analises de perda
por dessecagdo e cinzas totais foram

satisfatérios e demonstram semelhanca com

0s estudos de Silva et al. (2011a), com

sementes de gergelim, onde para cinzas 0s
resultados variaram de 3,76 a 4,28% e no

ensaio de perda por dessecacao os resultados
variaram de 3,03 a 3,24%.

Tabela 1. Percentuais do teor de cinzas e perda por desgechs dois tipos de semente de

linhacga.

Table 1.Percentage of ash content and loss on drying tbftlypes of flaxseed.

Variedades de linhaca Determinacéo de agua (%inzas totais (%)
(média + DP) (média + DP)

Marrom 3,26 + 0,22 3,55+0,28

Dourada 2,46 + 0,49 3,20 + 0,07

Na extracdo de 6leos, os maiores rendimentos

vista que a linhaga marrom possui casca mais

observados foram para as sementes de linhaca resistente e € cultivada em regifes de clima

marrom e dourada trituradas (LMT e LDT),
0S quais apresentaram valores de 38,91% e

guente e uUmido, e a linhaca dourada é
cultivada em regides frias. No entanto, neste

31,71% respectivamente. Ja para as sementes trabalho esta expectativa de que o cultivo

in natura o rendimento foi de apenas 1,27%
para a variedade marrom (LM) e 1,24% para a
variedade dourada (LD).

De com Credidio

acordo (2005), o

diferenciado influenciaria na produtividade
dos o6leos nao se confirmou, ja que a diferenca
de produtividade entre as sementes nao
trituradas foi de 38,91% e 31,71% (LM e LD,
respectivamente) e entre as trituradas foi de

rendimento na extracéo de 6leos das sementes 1,27% e 1,24% (LM e LD, respectivamente).

poderia apresentar diferencas significativas
em funcdo da forma de cultivo, tendo em
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O perfil cromatografico (Figura 1) dos Oleos
extraidos de sementes de linhaca em relacéo

método cromatografico aplicado a 6leo de
linhaca. [Estes resultados servem de

aos padroes O0mega-3 e 6 foi semelhante ferramenta para controle de qualidade de

(triplicata). E importante destacar que na

sementes

de linhaca tanto na area

literatura consultada ndo havia descricdo de farmacéutica como alimenticia.

Figura 1. Perfil cromatogréfico dos 6leos de linhaca extraid dos padrées 6mega-3 e 6. Imagens
da esquerda tipo LM e imagens da direta LD. Quatiroeiras aplicacdes de cada placa 6mega-3 e

6

Figure 1. Chromatographic profile of flaxseed oil extracet the standards omega-3 and 6. Images of théeyjedft
LM and direct LD images. Four first applicationseafch board omega-3 and 6.

O método de atividade antioxidante em CCD
permitiu a visualizacdo do descoramento da
placa quando utilizado o DPPH ao contrario
da técnica utiizando  B-caroteno
apresentando-se, portanto, como uma boa

ferramenta para monitoramento ou triagem de

substancias oxidantes (Figura 2).

Figura 2. Perfil cromatografico dos Oleos extraidos de séesede linhaca e o descoramento da
placa utilizando o método DPPH (em triplicata).cBld: LM e LD. Placa 2: 6mega-3. Placa 3:

Omega-6.

Figure 2. Chromatographic profile of the oils extracted frdlax seeds and the board bleaching using the DPPH
method (in triplicate). Plate 1: LM and LD. Plateotnega-3. Plate 3: omega-6.

De acordo com Almeida et al. (2006), para
gue o0s compostos fendlicos sejam
considerados antioxidantes e possam exercer

7

seu papel bioldgico, é necessario que, em

radicais formados durante a oxidacdo do
acido linoleico em uma emulséo.

No método usado, @-caroteno sofre uma

baixa concentracdes, estes sejam capazes derapida descoloracdo na auséncia de um

impedir, retardar e prevenir a auto oxidacao

ou oxidacdo mediada por radicais livres e que
o produto formado apos a reacdo seja estavel.
Estas caracteristicas foram observadas em
NOSso experimento.

Abdille et al. (2005), explica que a medida da
atividade antioxidante através do método de
descoloracdo ddoB-caroteno € baseada na
perda da cor amarela devido as reacbes com

antioxidante devido a oxidacdo acoplada do
B-caroteno e do acido linoleico, os quais
geram radicais livres. Estes radicais atacam as
moléculas de pB-caroteno altamente
insaturadas. Assim, p-caroteno é oxidado,
as moléculas menores sao quebradas e
consequentemente o0 sistema perde o
cromoforo. A descoloracdo amarelada do
mesmo pode ser monitorada através da leitura
no espectrofotdmetro.
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Figura 3. Absorbancias dos 6leos de linhaca do tempo 0 b &épo 3 h (média = ER).
Figure 3. Absorbance of time flaxseed oils 0 h until thedifhh (average values + SE).

O método aplicado exige quantificacdo de
valores no tempo zero e em intervalos de 60
minutos até completar 3 horas. A Figura 3
demostra os valores da absorbéancia, onde ha
um aumento linear dos valores ao decorrer do
tempo, e no quarto horario (apés 3 h) pode-se
constatar uma maior atividade antioxidante
em todas as amostras analisadas. O resultado
mais significativo foi observado para o Oleo
de linhaca variedade dourada triturada (LDT)
com desvio padréo de 0,237 e significancia de
p=0,004, ou seja, valor maior que o padrao
em 38%. A atividade antioxidante mais baixa
foi observada para o 6leo de linhaca variedade
marromin natura(LM) com desvio padréo de
0,062 e significancia dg=0,000, valor menor
gue o padrdo em 64%.

Todas as amostras de Oleo de linhaga
apresentaram atividade antioxidante maiores
gue 50%, podendo ser justificado pela
descoloragdo amarela d@-caroteno por
neutralizar o radical livre do &cido linoleico,
guanto maior a atividade antioxidante da
substancia em teste, maior sera a manutencao
da cor caracteristica d@-caroteno, pela

dltima leitura, mais significativo serd o teor

da atividade antioxidante, indicando maior

intensidade de reacdo e maior acéo
antioxidante o Oleo apresenta. Portanto Apos
aplicacdo do teste “t” entre os tratamentos
avaliados, o meétodo aplicado apresentou
valores significativos (<0,05) com adequacao
forte tendo em vista a correlacdo. As linhacas

trituradas  apresentaram uma  melhor
significancia nos resultadogp=0,03, se
compararmos com as linhagas inteiras

p=0,424, para todas as amostras em estudo,
onde o efeito antioxidante dos 6leos oxidou
os radicais livres, mantendo a coloracdo das
amostras monitoradas pela leitura em
espectrofotometria UV/Vis. O Desvio padréo
aplicado para este teste foi 0,8070 para os
resultados das amostras de linhagasatura

e 0,6932 para os resultados das amostras das
linhagas trituradas.

Cabe destacar que o Oleo da linhaca dourada
triturada apresentou maior percentual de
atividade antioxidante, e a linhaga marrom in
natura apresentou menor indice de atividade
antioxidante, conforme apresentado na Figura

menor degradacdo do mesmo. Ressalta-se que 4.

guanto maior for o desvio padrao referente a
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Figura 4. Atividade antioxidante das variedades de linhagédfa + ER).
Figure 4. Antioxidant activity of the varieties of flax (ansge values + SE).

Todas as amostras do 6leo da linhaga que
passaram pela extracdo por éter etilico
apresentaram atividade antioxidante maior
gue 50%, similares aos de estudos realizados
por Galvao et al. (2008). Apoés aplicacdo do
test “t” entre os percentuais, os valores
mostraram-se significativas (<0,05).

As amostras de linhaca LD, LDT e LM
apresentaram atividade antioxidante acima do
controle (82,02; 100 e 76,99 %,
respectivamente das linhacas e do padrdo
76,89 %, desvio padrdo em relacdo a média
de 12,54%). Estudos realizados por Silva et
al. (2011b) apontam que a parte oleaginosa da
linhaca € composta por 57% de omega-3 e
16% de 6mega-6, 0 que corrobora para o sua
acao antioxidante encontrada nos ensaios de
descoramento df-caroteno por CCD e pela
oxidacdo doB-caroteno e do acido linoleico
por espectrofotometria.

CONCLUSAO

O método de CCD revelou a presenca dos
mesmos constituintes dos padrdes de 6mega—
3 e 6 do oleo da linhaga extraido a frio em
relacdo aos Oleos extraidos pelo experimento
aplicado neste estudo, evidenciando a
gualidade dos mesmos. Logo, o 6leo de
linhaga (inum urtissimumL.) com seu
potencial benéfico, possui os acidos graxos
Omega-3 e 6 em propor¢cdo considerada.

Através do trabalho realizado, e tendo em
vista as consequéncias da extracdo a quente
do Oleo de linhagca, a linhagem dourada
triturada apresentou maior percentual de
atividade antioxidante (100%), e a linhaca
marromin naturaapresentou menor indice de
atividade  antioxidante  (65,6%). Sao
necessarios trabalhos complementares que
visem a aplicacdo do oleo de linhaca nas
indUstrias alimenticias, tendo em vista a
comprovacgao nos resultados apresentados da
atividade da linhaca frente aos efeitos
oxidativos dos radicais livres.
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