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Cultivo de Rhizopus oryzae em farelo de arroz integral e seus impactos na fração lipídica 

 

RESUMO 

 

Cultivo em estado sólido é uma das formas de aumentar a disponibilidade dos nutrientes em 

coprodutos da agroindústria, devido às alterações resultantes da atividade metabólica dos 

micro-organismos no substrato. O objetivo do trabalho foi avaliar o impacto do cultivo de 

Rhizopus oryzae na fração lipídica do farelo de arroz integral. Foram estudados o rendimento 

de extração de lipídios e γ-orizanol em farelo com diferentes granulometrias e os efeitos do 

cultivo sobre o conteúdo lipídico e seu perfil de ácidos graxos e fósforos, e conteúdo de 

fosfolipídios, bem como na concentração e características do γ-orizanol. O farelo foi 

fornecido por uma indústria de arroz da região Sul, e sua granulometria padronizada para ser 

utilizado como substrato para o cultivo com o fungo Rhizopus oryzae CCT 7560. Os esporos 

do fungo foram propagados em Ágar Batata Dextrose e incubados a 30 °C, durante 7 dias. O 

cultivo foi realizado em biorreatores de bandejas, nos quais o substrato foi colocado e 

posteriormente adicionada suspensão de esporos na concentração inicial de 4,0 x 10
6
 

esporos/g no meio e solução nutriente. A umidade do meio foi ajustada para 50% e os 

biorreatores armazenados em câmara de cultivo a 30 °C por 120 h. As amostras foram 

coletadas no início do cultivo e a cada 12 h. Para avaliar as alterações na fração lipídica foram 

determinados o conteúdo de lipídios, fosfolipídios e perfil dos ácidos graxos, além das três 

formas de fósforos na biomassa. Também foi determinada a concentração de γ-orizanol e os 

extratos caracterizados em relação aos seus componentes majoritários, identificados por 

Cromatografia Líquida de Alta Eficiência com Detector Ultravioleta (CLAE-UV) e seus 

ácidos graxos por Cromatografia Gasosa com Detector de Ionização de Chama (CCG-DIC). A 

capacidade antioxidante do γ-orizanol foi verificada pelo consumo do radical livre DPPH
•
, 

capacidade de captura do radical ABTS
●+

, inibição da reação de auto-oxidação do β-caroteno 

e estabilidade oxidativa. As partículas menores que 0,39 mm apresentaram maior teor de 

lipídios, que aumentou 13,3% com o cultivo, especialmente os ácidos graxos essenciais. O 

cultivo também promoveu maior disponibilidade de fósforo. Partículas com granulometria de 

0,39 mm propiciaram maior rendimento de γ-orizanol (1,54 mg/g) e o extrato das partículas 

de tamanho entre 0,73 e 1,67 mm apresentou maior potencial antioxidante, demonstrado por 

uma inibição específica do radical DPPH de 6,7% e quantidade necessária para reduzir em 

50% a concentração inicial do DPPH (CI50) de 6,63 µg/mL. Com o cultivo a concentração do 

γ-orizanol aumentou em 51,5% em 48 h, com aumento dos ácidos graxos poli-insaturados em 

5,7%. A presença dos componentes majoritários do γ-orizanol nos extratos foi confirmada. O 

extrato de  γ-orizanol obtido da biomassa fúngica de 72 h demonstrou a maior inibição do 

radical DPPH (59,0%), o de 96 h inibiu em 90,5% a oxidação em sistema de emulsão 

β-caroteno/ácido linoleico e reduziu em 30% os indicadores químicos de oxidação no azeite 

de oliva. Os resultados mostraram que o cultivo pode ser aplicado para melhorar a extração e 

funcionalidade dos compostos bioativos presentes na fração lipídica do farelo de arroz. 

 

 

Palavras-chave: Ácidos Graxos. Fósforo. Fungo. γ-orizanol.   
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Rhizopus oryzae cultivation in rice bran and its impact on lipid fraction 

 

ABSTRACT 

 

Solid state cultivation is one way to increase the availability of nutrients in agro-industrial 

co-products, due changes resulting from the metabolic activity of microorganisms in the 

substrate. The objective of this study was to evaluate the Rhizopus oryzae cultivation in rice 

bran and its impact on lipid fraction. The extraction yield of lipids and γ-oryzanol were 

studied in different particle sizes of bran and the effects of cultivation on lipid content and its 

fatty acid and phosphorus profile, and content of phospholipids, as well as the concentration 

and characteristics of the γ-oryzanol. Rice bran was provided by a rice industry of South 

region, and its standard particle size for use as a substrate for the cultivation of the fungus 

Rhizopus oryzae CCT 7560. The fungus spores were propagated on potato dextrose agar and 

incubated at 30 °C for 7 days. The cultivation was realized in tray bioreactors, in which the 

substrate was placed and subsequently added spore suspension in initial concentration of 

4.0 x 10
6
 spores/g in the medium and nutrient solution. The medium humidity was adjusted to 

50% and the bioreactors were placed in cultivation chamber at 30 °C for 120 h. The samples 

were collected in the beginning of the cultivation and each 12 h. To evaluate changes in the 

lipid fraction were determined the content of lipids, phospholipids and fatty acids profile, 

besides the three phosphorus forms in the biomass. It was also determined the γ-oryzanol 

concentration and the extracts characterized in relation of theirs major components, identified 

by High Performance Liquid Chromatography UV Detector (HPLC-UV) and theirs fatty acids 

by Gas Chromatography Flame Ionization Detector (GC-FID). The antioxidant capacity of the 

γ-oryzanol were verified by consumption of free radical DPPH
•
, capability of capture ABTS

●+
 

radical, inhibition of the reaction of auto-oxidation of β-carotene and oxidative stability. The 

particles smaller than 0.39 mm showed higher content of lipids, that increase 13.3% with  the 

cultivation, specially essentials fatty acids. The cultivation also provided more availability of 

phosphorus. Particles with a diameter of 0.39 mm propitiated higher yield of γ-oryzanol 

(1.54 mg/g) and the extract of particle size between 0.73 and 1.67 mm showed a higher 

antioxidant activity, demonstrated by a specific inhibition of DPPH radical of 6.7% and 

amount required to reduce in 50% the initial concentration of DPPH (IC50) of 6.63 µg/mL. 

With the cultivation the γ-oryzanol concentration increased in 51.5% in 48 h, with 

polyunsaturated fatty acids increased in 5.7%. The presence of major components of 

γ-oryzanol in the extracts was confirmed. The γ-oryzanol extract obtained of fungal biomass 

of 72 h demonstrated the highest inhibition of DPPH radical (59.0%), and the extract of 96 h 

inhibited in 90.5% the oxidation in emulsion system β-carotene/linoleic acid and reduced in 

30% chemical oxidation indicators in olive oil. The results showed that the cultivation can be 

applied to improve the extraction and functionality of bioactive compounds present in lipid 

fraction of rice bran.    

     
 

Keywords: Fatty acids. Phosphorus. Fungus. γ-oryzanol.  
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1 INTRODUÇÃO 

  

O interesse no desenvolvimento de bioprocessos para produção ou extração de 

compostos bioativos de fontes naturais tem aumentado, devido ao potencial de aplicação 

destes compostos na indústria de alimentos e a minimização das perdas com o descarte de 

porções com propriedades tecnológicas pouco usuais. Neste contexto, o uso de processos de 

cultivo, que implicam no emprego de micro-organismos para obter transformações resultantes 

da atividade metabólica deles, tem recebido atenção porque é possível converter resíduos 

agroindustriais de baixo custo, em uma grande variedade de compostos bioativos valiosos 

(SCHMIDT et al., 2014). 

Entre as fontes originárias de resíduos/coprodutos da agroindústria encontra-se o 

arroz, o qual é um alimento muito popular no Brasil. A produção anual de arroz no país em 

2015 foi de 12,2 milhões de toneladas, sendo o estado do Rio Grande do Sul o maior 

produtor, responsável por 68,5 % da mesma (IBGE, 2015). Como coproduto resultante do 

beneficiamento deste cereal tem-se o farelo, que representa entre 8% e 10% da massa do grão 

em casca, o que resulta em média 1,1 milhões de toneladas de farelo/ano.  

Farelo de arroz contém de 11 a 13% de proteína bruta, aproximadamente 11,5% 

de fibras, e mais de 20% do seu peso em óleo. Além disso, constitui uma fonte valiosa de 

componentes bioativos (BUTSAT; SIRIAMORNPUN, 2010), entre os quais estão: o 

γ-orizanol, que é caracterizado por um amplo espectro de efeitos benéficos para a saúde, 

atribuídos principalmente a sua significativa capacidade antioxidante (LEMUS et al., 2014); 

os fosfolipídios, uma importante classe de lipídios, que pode ter tanto valor nutricional quanto 

funcional (LIU et al., 2013); e compostos de fósforo, sendo o ácido fítico um dos principais 

constituintes dos fosfatos orgânicos formados para a armazenagem de fósforo nas sementes de 

plantas, com o papel de antioxidante natural (CANAN et al., 2012). 

A maior parte dos compostos antioxidantes em plantas se encontra ligada de 

forma covalente com um polímero insolúvel (NIWA; MIYACHI, 1986). Portanto, é 

necessário um tratamento eficaz para libertação deles (WANYO; MEESO; 

SIRIAMORNPUN, 2014). O cultivo, em estado sólido, tem sido utilizado como uma forma 

para disponibilizar maior teor de compostos funcionais a partir de resíduos agroindustriais 

(SCHMIDT et al., 2014), dada as condições moderadas que protegem os danos nas estruturas 

químicas. 

O cultivo de material lignocelulósico de arroz com Rhizopus oryzae é uma 

alternativa interessante, pois este micro-organismo não promove a formação de compostos
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tóxicos e sua eficiência para o potencial funcional foi demonstrada, com destaque para o perfil 

dos ácidos fenólicos (SCHMIDT et al., 2014). O ácido ferúlico é um dos constituintes do 

γ-orizanol, portanto seu aumento sugere a disponibilização de γ-orizanol. Oliveira et al. 

(2011) demonstraram também a alteração no perfil de ácidos graxos do farelo de arroz pela 

ação do Rhizopus oryzae, aumento do teor de fosfolipídios e a redução do ácido fítico. 

 Portanto, é interessante estudar o efeito do cultivo deste micro-organismo nas 

características da fração lipídica da biomassa, pois esta pode ser uma inovação para a 

produção de compostos bioativos para serem aplicados na indústria de alimentos.
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 GERAL 

 

Estudar o impacto do cultivo do farelo de arroz com Rhizopus oryzae na 

disponibilidade de componentes funcionais da fração lipídica. 

 

2.2 ESPECÍFICOS 

 

 Descrever a ação do micro-organismo no perfil de ácidos graxos, fósforos e 

fosfolipídios do farelo de arroz; 

 Estabelecer a granulometria do farelo de arroz que propicia maior rendimento 

de extração de γ-orizanol; 

 Determinar o potencial antioxidante da fração lipídica da biomassa fúngica. 
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3 REVISÃO DA LITERATURA 

 

3.1 CULTIVO EM ESTADO SÓLIDO (CES) 

 

 As técnicas de cultivo de micro-organismos são comumente classificadas quanto 

ao modo de cultivo, ou seja, cultivo submerso (CSm) ou cultivo em estado sólido (CES) 

(PELIZER; DE CARVALHO; DE OLIVEIRA MORAES, 2015). CSm é baseado no cultivo 

de micro-organismos em meio líquido contendo nutrientes, e CES é definido como um 

processo no qual os micro-organismos crescem em materiais sólidos na ausência ou quase 

ausência de água livre, pois o substrato deve possuir umidade suficiente para suportar o 

crescimento e a atividade metabólica do micro-organismo (THOMAS; LARROCHE; 

PANDEY, 2013).  

 O interesse em processos de CES se deve ao fato deste oferecer várias vantagens 

sobre o CSm, tais como, utilização de resíduos agroindustriais como substratos, baixo volume 

de água, menor tamanho do fermentador, agitação reduzida e menores custos de esterilização 

(MARTINS et al., 2011). 

O desempenho do organismo em CES depende das propriedades físicas dos 

sólidos, incluindo a sua natureza amorfa ou cristalina, a área de acesso, a porosidade e, 

principalmente, o seu tamanho de partícula (MEMBRILLO et al., 2008). Os substratos com 

partículas pequenas proporcionam uma área de contato maior entre os mesmos e o fungo, 

favorecendo o seu crescimento, no entanto partículas pequenas são mais susceptíveis à 

compactação e à formação de aglomerados, o que resulta na diminuição da transferência de 

oxigênio, afetando a respiração e o desenvolvimento dos fungos (MEMBRILLO et al., 2011). 

 Processo de cultivo pode ser uma forma de aumentar a disponibilidade de 

nutrientes em matérias-primas e resíduos da agroindústria. Elevadas quantidades desses 

materiais, incluindo sementes, cascas, bagaços, farelos são gerados na forma de resíduos ou 

coprodutos, e são pouco valorizados, resultando no interesse destes materiais como 

matérias-primas renováveis abundantemente disponíveis e baratas para a produção de 

compostos de valor agregado (MARTINS et al., 2011). Neste sentido, o farelo de arroz tem 

sido estudado como substrato para os processos de CES, a fim de aumentar a disponibilidade 

dos nutrientes através de alterações resultantes da atividade metabólica dos micro-organismos 

que resultem em compostos de interesse, tais como enzimas, antioxidantes, biossurfactantes, 

ácidos orgânicos e ácidos graxos poli-insaturados (JANG; YANG, 2008; KUPSKI et al., 

2014; SILVEIRA; BADIALE-FURLONG, 2007). 
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 Segundo Schmidell et al. (2001) para os cultivos são utilizados biorreatores, nos 

quais ocorrem reações químicas catalisadas por células vivas (animais ou vegetais), 

micro-organismos ou enzimas produzidas a partir de células vivas, que visam transformações 

de substratos em produtos de maior valor agregado. Os biorreatores podem ser divididos em 

dois grandes grupos: os biorreatores de fase aquosa contínua, utilizados em processos 

submersos; e os biorreatores de fase não aquosa, próprios para CES. Dentre os biorreatores 

utilizados para estado sólido estão os com aeração superficial e sem agitação, que são os 

reatores de bandejas, que podem ser dispostos em salas climatizadas e ventiladas, estufas de 

bancada ou bandejas individuais. As bandejas podem ser construídas em madeira, bambu, aço 

ou materiais poliméricos, tendo o fundo perfurado, ou não. Os reatores de bandeja com fundo 

perfurado possibilitam maior contato do substrato com a fase gasosa. O conceito de aeração 

superficial define a passagem do fluxo gasoso pela superfície do substrato sólido e não através 

dele, como é o caso da aeração forçada. 

 

3.1.1 Condições que afetam o cultivo em estado sólido 

 

As variáveis do processo, incluindo o pré-tratamento e tamanho das partículas do 

substrato, ingredientes do meio, a suplementação do meio de crescimento, a esterilização do 

meio de CES, teor de umidade, atividade de água (aw), densidade do inóculo, temperatura, 

pH, agitação e aeração, tem um efeito significativo sobre a eficiência dos processos CES 

(NEE’NIGAM, 2009). Os substratos utilizados para CES usualmente contêm um teor de água 

oscilante entre 30% e 85% e os valores menores podem induzir a esporulação do 

micro-organismo e diminuir a acessibilidade do substrato, enquanto que níveis maiores 

podem provocar diminuição da porosidade da matriz sólida, resultando em fraca difusão de 

oxigênio aumentando o risco de contaminações bacterianas (PEREZ-GUERRA et al., 2003). 

Grandes quantidades de calor são liberadas durante o CES, a atividade de água é 

um fator importante para ser controlado, pois é diretamente proporcional à atividade 

metabólica do micro-organismo. Em fungos filamentosos, a temperatura influencia 

diretamente a germinação de esporos, crescimento e formação de produtos (PEREZ-

GUERRA et al., 2003). 

 Devido à dificuldade de monitorar o pH durante todo o CES, este não é 

normalmente um parâmetro controlado e é ajustado no início do CES. O pH pode variar 
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ligeiramente durante o curso do CES e esta variação está relacionada com a atividade 

metabólica dos fungos (KHAN; FAKHRU’L-RAZI; ALAM, 2007). Para reduzir o efeito de 

uma variação brusca do pH, utilizam-se substratos com boa capacidade tamponante ou a 

adição de soluções tampão durante a etapa de umidificação do substrato (DEL BIANCHI; 

MORAES; CAPALBO, 2001).  

A aeração desempenha diferentes funções: provisão de O2 para o crescimento 

aeróbio e metabolismo; regulação da umidade; regulação da temperatura; eliminação de vapor 

d’água, CO2 e alguns metabólitos voláteis (MACIEL et al., 2009). Existem diferentes 

maneiras para se obter uma movimentação do ar por entre o substrato, permitindo assim uma 

melhor transferência de oxigênio, quer seja: a) pela utilização do material poroso 

medianamente granulado ou fibroso; b) pelo uso de pequena espessura da camada de 

substrato; c) pela utilização de bandejas perfuradas ou reatores com fundo de tela de arame; d) 

pela agitação do substrato; e) pela introdução de ar forçado estéril dentro do reator (DEL 

BIANCHI; MORAES; CAPALBO, 2001). 

 

3.2 MICRO-ORGANISMOS NO CULTIVO EM ESTADO SÓLIDO  

 

 Uma variedade de micro-organismos, incluindo fungos, leveduras e bactérias 

podem ser utilizadas em processos de CES (MARTINS et al., 2011). As culturas de fungos e 

leveduras têm sido consideradas como as mais adequadas para os processos de cultivo em 

estado sólido, pois os fungos e leveduras são viáveis em atividade de água inferior a 0,5.  

 A escolha do micro-organismo deve ser aparentemente relacionada com a escolha 

do substrato e do produto pretendido (THOMAS; LARROCHE; PANDEY, 2013). 

 Os fungos filamentosos são os principais micro-organismos cultivados em meio 

sólido. Os meios sólidos se assemelham aos meios naturais para o crescimento deles, pois 

suas formas de desenvolvimento vegetativo são constituídas por hifas aéreas ramificadas, que 

propiciam a colonização de matrizes sólidas porosas (PUTZKE; PUTZKE, 2004). Além 

disso, são amplamente distribuídos e normalmente crescem sobre/dentro de materiais sólidos, 

tais como plantas, grãos e animais. Estes organismos produzem eficientemente vários grupos 

de enzimas, para degradar materiais sólidos e utilizar os nutrientes para a sobrevivência (ITO 

et al., 2011). Os fungos filamentosos têm um grande potencial para produzir compostos 

bioativos por CES, e, portanto, estes micro-organismos são mais comumente utilizados para 

este fim (NEE’NIGAM; PANDEY, 2009). 
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 Os fungos do gênero Rhizopus são especialmente adequados para CES uma vez 

que produzem proteínas altamente digestíveis e nenhuma substância tóxica (OLIVEIRA 

et al., 2010). Os micro-organismos classificados como zigomicetas, da ordem Mucorales 

pertencentes a este gênero são considerados os mais morfologicamente previsíveis dentro do 

reino. Formam micélio cenocítico, apresentam rizóides para fixação ao substrato e reprodução 

assexuada e sexuada. Na reprodução assexuada há formação de esporângios (estruturas 

constituintes dos esporos) e quando estes estão maduros liberam os esporos que germinam e 

formam novas hifas. Na reprodução sexuada ocorre aproximação de duas hifas de indivíduos 

diferentes, as extremidades das mesmas se fundem originando um zigoto de parede espessa e 

resistente, denominado zigospóro. O zigospóro, passado o período de dormência, sofre 

meiose e germina originando um novo micélio (PITT; HOCKING, 1997). 

 Eles apresentam um metabolismo complexo e podem produzir uma variedade de 

enzimas exocelulares que lhes permitem utilizar uma ampla variedade de nutrientes. Várias 

espécies de Rhizopus são usadas para a produção de alimentos e de bebidas fermentadas, 

particularmente no Sudeste Asiático. Além de outras aplicações industriais para produção de 

enzimas, incluindo as pectinases, amilases, celulases, proteases, e fitases, e metabolitos, tais 

como etanol, ácidos láctico e fumárico (LENNARTSSON; TAHERZADEH, 2014). 

         

3.3 FARELO DE ARROZ 

 

O arroz (Oryza sativa) é um dos cereais mais produzidos e consumidos no mundo, 

constituindo o principal alimento para mais da metade da população mundial. Segundo IBGE 

(2015) a estimativa de produção para a safra nacional de 2015, em uma área plantada de 

2.290.877 ha, 2,8% inferior em relação a 2014, é de 12.261.607 toneladas e o rendimento 

médio esperado de 5.391 Kg/ha, estão maiores, respectivamente, em 0,9% e 4,2%, quando 

comparados aos dados da safra anterior.  A região Sul é responsável por 78,7% da produção 

nacional, sendo o Rio Grande do Sul, maior produtor, com 68,5% da produção nacional do 

cereal, o qual aguarda uma produção de 8.396.348 toneladas, numa área a ser colhida de 

1.122.046 ha e rendimento médio esperado de 7.483 kg/ha. 

 O arroz é uma importante fonte de energia com propriedades funcionais 

versáteis. Há uma necessidade dos grãos serem submetidos ao processamento antes de 

consumidos como alimento. Processamento de arroz envolve várias etapas como a limpeza, 

descasque, clareamento, polimentos e classificação. Estes processos produzem casca, arroz
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branqueado e farelo (GUL et al., 2015). O arroz branco é o principal produto de arroz 

consumido no mundo, e sua produção envolve acúmulo de grandes quantidades de 

subprodutos no processo de moagem. Cada 100 kg de arroz em casca geram cerca de 

5 a 10 kg de farelo, o qual tem utilização convencional para alimentação animal e extração de 

óleo (BURLANDO; CORNARA, 2014). 

O arroz descascado, integral, é submetido ao polimento, onde os grãos de arroz 

são lixados por brunidores, máquinas compostas por pedras abrasivas que giram em caixas 

revestidas de chapas perfuradas, e retiram o pericarpo, o tegumento, a camada de aleurona e o 

gérmen (embrião) e estes formam o farelo de arroz, restando o endosperma (grão de arroz 

polido) (LUKKAKULA; LIMA; WALKER, 2004). 

 O farelo de arroz contém minerais como ferro, fósforo e magnésio, entre 11% e 

13% de proteína bruta, cerca de 11,5% de fibras (SILVA; SANCHES; AMANTE, 2006) e 

contém uma grande quantidade de nutrientes essenciais tais como minerais, vitaminas, fibras, 

aminoácidos e antioxidantes (YOUNAS et al., 2011). Além disso, o farelo de arroz integral 

contém 18-22% de óleo, incluindo uma matriz de fitoquímicos bioativos, tais como orizanol, 

fitoesteróis, tocotrienóis, ácido fítico e o ácido ferúlico. No entanto, a composição do farelo 

varia com o tipo de arroz, as condições climáticas e os métodos de processamento de arroz 

(GUL et al., 2015). 

 A ideia que associava coprodutos ou subprodutos agroindustriais à produção de 

ração animal vem gradativamente sendo substituída, à medida que a comunidade científica se 

interessa por estes produtos, como nutrientes de baixo custo para a composição de meios de 

cultivo em pesquisas biotecnológicas para a produção de produtos de alto valor agregado 

(RAJAGOPALAN; HE; YANG, 2016).  

  

3.3.1 Fósforo (P) 

 

 O fósforo é um elemento essencial para as plantas e animais. O fósforo participa 

da formação de compostos ricos em energia para reações celulares na forma de ATP 

(Adenosina trifosfato), forma ossos e dentes, entre outras funções (DE OLIVEIRA BRAGA; 

MENDONÇA, 2011). Em plantas, o P é encontrado em sementes, frutos e folhas como 

fósforo inorgânico (ortofosfato) ou formas orgânicas, incluindo fosfatos de inositol, 

fosfolipídios e ácidos nucleicos (SCHACHTMAN; REID; AYLING, 1998). É utilizado na 

indústria de fertilizantes e, devido ao pico de produção global de fósforo previsto para ocorrer 
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em 2030, tem-se buscado novas tecnologias para a reciclagem de fósforo dos resíduos, aonde 

se inclui o farelo de arroz como uma potencial fonte de fósforo (WATANABE et al., 2015). 

 O fósforo na forma inorgânica é classificado como fosfato e pode apresentar-se 

como PO4
-3

, HPO4
2-

, H2PO4
-
, sendo estes facilmente extraíveis e prontamente disponíveis para 

o metabolismo biológico sem necessidade de conversões às formas mais simples 

(McDOWELL et al., 2004). 

 O fósforo está presente no citoplasma em forma de fosfato inorgânico, o qual, 

junto ao ácido carbônico, constitui o mais importante sistema tampão na célula vegetal. 

Fosfato inorgânico está prontamente disponível para as plantas e animais, enquanto que as 

formas orgânicas precisam ser mineralizadas antes da absorção, no trato intestinal para 

animais, e nas raízes das plantas.  

 Em cereais e seus derivados, a diferenciação das frações orgânicas e inorgânicas é 

importante para estudos de nutrição para avaliar a biodisponibilidade de fósforo, o que 

depende da sua forma química (ROCHA; ROCHA, 2013). 

 No farelo de arroz, o P é um dos principais minerais presentes e se apresenta em 

formas inorgânicas e orgânicas de compostos de fósforo, sendo o ácido fítico (fitato) 

particularmente conhecido por ser um dos principais constituintes dos fosfatos orgânicos em 

farelo de arroz. Segundo Erdman (1979) a estrutura do ácido fítico pode ser caracterizada 

como apresentado na Figura 1. 

 

Figura 1 – Estrutura do ácido fítico 

 

Fonte: ERDMAN (1979) 

 

 O ácido fítico contém em sua estrutura seis fosfatos ligados a um inositol, os quais 

podem ser liberados do inositol e formar os fósforos inorgânicos. Ele serve como um 

composto de armazenagem de fósforo em sementes de plantas, bem como um antioxidante 

natural devido à sua propriedade quelante em ferro e zinco, e também à sua capacidade para
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diminuir as atividades catalíticas de muitos metais de transição divalentes (CANAN, 2012). 

Cerca de 80% do ácido fítico no arroz está concentrado no pericarpo e aleurona, como o 

farelo de arroz é constituído de pericarpo, aleurona e germe apresenta elevado teor de ácido 

fítico, próximo de 6,02% (CANAN et al., 2011).   

 As fitases formam um grupo de enzimas que catalisam a liberação sequencial de 

fósforo oriundo da molécula de ácido fítico, retirando os grupamentos ortofosfatos do anel 

inositol do ácido fítico para produzir fósforo inorgânico (Pi) (DEBNATH et al., 2005). 

 O farelo de arroz tem de 5,1% a 8,6% de fitato na sua composição, embora a 

maioria dos demais cereais possua entre 1% e 2% de fitato. A utilização do P dos alimentos 

de origem vegetal pelos animais monogástricos está diretamente relacionada com o conteúdo 

de fitato, já que o P não é utilizado por esses animais, devido à ausência da enzima fitase no 

seu trato digestivo (CONTE et al., 2002). 

 Os métodos relatados para a extração de fosfatos inorgânicos incluem diferentes 

ácidos fortes diluídos e para a determinação de fósforo total, é necessário proceder à 

degradação da matéria orgânica, seguida da libertação de fósforo em forma de ortofosfato 

(DANIELS; ZHU; ALEXANDRATOS, 2013; MATTIAZZO-PREZOTOO; DA GLÓRIA, 

1990). As análises químicas para determinação de fosfatos são mais abrangentes e englobam 

métodos volumétricos, gravimétricos, colorimétricos e cromatografia de íons, sendo os mais 

utilizados os espectrofotométricos UV-Visível (PARDO; RAURET; LOPEZ-SANCHEZ, 

2004), por serem práticos, simples, precisos e baixo custo.  

 

3.3.2 Lipídios 

 

Os lipídios no arroz são classificados de acordo com sua estrutura química em 

acilgliceróis, ácidos graxos livres, ésteres de cera, fosfolipídios, glicolipídios e 

insaponificáveis (como γ-orizanol, tocoferóis / tocotrienóis e esqualeno). Lipídios estão 

concentrados principalmente no farelo de arroz (19,4-25,5%) (LIU et al., 2013).  

Entre 90% e 96% dos lipídios componentes do óleo de farelo bruto de arroz são 

materiais saponificáveis (triacilgliceróis, diacilgliceróis, monoacilgliceróis, ácidos graxos 

livres e ceras) e 3% a 5% são insaponificáveis (esteróis, tocoferóis, tocotrienóis, álcoois 

triterpênicos). Dentre os ácidos graxos do farelo de arroz, aproximadamente 47% são 

monoinsaturados, 33% poli-insaturados e 20% saturados (GUL et al., 2015), destacando-se o 

palmítico (21% a 26%), linoléico (31% a 33%) e oléico (37% a 42%), e, devido ao seu alto 
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conteúdo de ácidos graxos monoinsaturados e poli-insaturados, é considerado um óleo 

saudável (LEMOS; SOUZA-SOARES, 2000). 

Óleo de farelo de arroz não é somente nutritivo, mas também especial por conter 

níveis elevados de componentes funcionais, como orizanol, vitaminas lipossolúveis, esteróis e 

outros nutrientes (LIANG et al., 2014). 

Há uma tendência, nas áreas de nutrição e bioquímica, de agrupar os ácidos 

graxos insaturados em famílias conhecidas como ômega (ω). Nessa classificação, os ácidos 

linolênico, linoléico e oléico são enquadrados, respectivamente, nas categorias ω-3, ω-6 e 

ω-9. O ácido oléico destaca-se como um dos ácidos graxos mais amplamente distribuído na 

natureza, sendo encontrado praticamente em todos os óleos e gorduras de origem animal e 

vegetal. Sob o ponto de vista nutricional, os ácidos linoléico e linolênico são considerados 

“ácidos graxos essenciais” e como não podem ser sintetizados pelo organismo humano devem 

ser ingeridos através da dieta (PESTANA; MENDONÇA; ZAMBIAZI, 2008). 

OLIVEIRA et al. (2011) avaliaram o perfil lipídico do farelo de arroz integral 

cultivado em intervalos de 24 h e os resultados mostraram que os lipídios totais diminuíram 

de 20,4% para 11,2% no intervalo entre 0 h e 120 h de cultivo, sendo os ácidos oléico, 

palmítico e linoléico predominantes, ocorrendo redução dos ácidos graxos saturados (20%) e 

aumento dos ácidos graxos insaturados (5%). 

Os métodos descritos para determinar os lipídios de biomassa são semelhantes aos 

empregados para outras matrizes e consistem em sua extração empregando solventes 

orgânicos e sua conversão em ésteres metílicos de ácidos graxos, derivados voláteis, que 

podem ser analisados por cromatografia gasosa (DA SILVEIRA; OLIVEIRA; BADIALE- 

FURLONG, 2010). Os métodos de extração com solventes orgânicos podem empregar calor, 

a exemplo como extrator de Soxhlet, ou a frio, como é o caso dos métodos de Folch, Lees e 

Stanley (1957) e do método Bligh e Dyer (1959).  

A extração de lipídios é uma determinação importante em estudos bioquímicos, 

fisiológicos e nutricionais dos mais diversos tipos de alimentos e, portanto, deve ser realizada 

com qualidade. Os procedimentos clássicos idealizados por Soxhlet em 1879, com refluxo de 

solvente por muitas horas, devem ser evitados, uma vez que favorecem as reações de 

peroxidação e de hidrólise, podendo comprometer resultados analíticos posteriores, como a 

quantificação de certos componentes lipídicos (BRUM; ARRUDA, 2009). 

O método com o extrator de Soxhlet é recomendado oficialmente para 

determinação de lipídios em amostras de sólidos, no entanto OLIVEIRA (2009) utilizou 
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apenas para estabelecer o rendimento de extração, o método não foi adotado para caracterizar 

perfil lipídico, porque as altas temperaturas de extração poderiam favorecer alterações de 

configuração dos ácidos graxos, dificultando a distinção entre o efeito do cultivo e o método 

de extração. Além disso, o método de Folch foi desenvolvido para extrair os lipídios a partir 

de amostras com elevado teor de umidade, tais como a biomassa fúngicas e tem a vantagem 

de ser um processo a frio, o que preserva a composição original dos ácidos graxos. 

  

3.3.2.1 Fosfolipídios 

 

Fosfolipídios (PLs) são lipídios anfifílicos constituídos por fosfato ligado a 

diglicerídio, encontrados em membranas celulares vegetais e animal, e são extremamente 

importantes para todos os organismos celulares. PLs na dieta tem efeitos benéficos sobre uma 

série de doenças e condições humanas, tais como doença cardíaca coronariana, câncer ou 

inflamação (KULLENBERG et al., 2012). Estes compostos também são importantes para a 

qualidade e estabilidade de óleos vegetais, embora boa parte deles seja retirada durante a 

produção dos óleos comestíveis (NZAI; PROCTOR, 1998).  

Vários PLs são agentes emulsificantes (composto que promove a dispersão 

coloidal de um líquido em outro) e agentes surfactantes (composto que reduz a tensão 

superficial de uma solução, como detergentes). Os fosfolipídios exercem essas funções, pois 

são moléculas anfifílicas e apesar das diferenças estruturais, todos os fosfolipídios são 

constituídos de “caudas” apolares alifáticas de ácidos graxos e “cabeças” polares que contém 

fosfato e outros grupos carregados ou polares (MOTTA, 2006). 

PLs naturais podem ser classificados em duas categorias principais, 

glicerofosfolípidios (GPLs, por exemplo, fosfatidilcolina ou lecitina na gema de ovo) e 

esfíngofosfolípidios (SPLS, por exemplo, esfingomielina, no cérebro e tecido neural). Até o 

momento, apenas foram identificados GPLs nos grãos de arroz. GPLs consistem em ácidos 

graxos esterificados a um esqueleto de glicerol, um grupo fosfato e um álcool (YOSHIDA 

et al., 2011). 

As propriedades de anfifílico e altamente ativo em superfícies dos PLs, pode 

influenciar significativamente as propriedades físicas das emulsões e espumas, 

tecnologicamente importantes. Além disso, são capazes de formar estruturas supramoleculares 

de automontagem, um componente-chave na nanociência para a separação de fases imiscíveis, 

vital para dispersões de alimentos e formulações cosméticas. Por possuir propriedades 

nutricionais e terapêuticas, sinergia entre tecnologia e fisiologia, há interesse em fosfolipídios                 
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para a formulação de alimentos funcionais (PATINO et al., 2007). 

Eles constituem uma das classes de lipídio em arroz, compreendendo até 10% do 

conteúdo total dele no grão. Embora PLs sejam apenas um nutriente em quantidades menores 

em comparação com amido e proteínas, eles possuem tanto valor nutricional e funcional (LIU 

et al., 2013). 

Estudos enfatizando os teores de fosfolipídios durante cultivo em estado sólido de 

matrizes oleaginosas são poucos frequentes, o único encontrado foi realizado por 

Oliveira et al. (2011) que registrou aumento nos teores de fosfolipídios em farelo de arroz 

empregado como substrato para Rhizopus oryzae. 

 

3.3.3 γ-orizanol 

 

No farelo de arroz é encontrado o γ-orizanol, uma mistura de ésteres do ácido 

ferúlico com esteróis ou álcoois triterpênicos de plantas (SIRIPAIROJ; KAEWCHADA; 

JAREE, 2014), trata-se, portanto de um composto derivado do ácido ferúlico, que é derivado 

do ácido hidroxicinâmico (ANGELO; JORGE, 2007).  

O γ-orizanol exerce uma variedade de efeitos biológicos (SON et al., 2011) 

ligados sempre a sua atividade antioxidante (NYSTROM et al., 2005; WINKLER-MOSER 

et al., 2012), que previne principalmente a inibição de oxidação lipídica (JULIANO et al., 

2005; LERMA-GARCIA et al., 2009). Além disso, esta mistura de compostos tem-se 

mostrado promissora no desenvolvimento de alimentos funcionais e aplicação industrial para 

estabilizar óleos e gorduras (LERMA-GARCIA et al., 2009). 

O γ-orizanol foi primeiramente encontrado no óleo de farelo de arroz em 1954. 

Como foi isolado do óleo obtido a partir do arroz (Oryza Sativa) e continha um grupo 

hidroxila em sua estrutura, foi convenientemente chamado de orizanol. Três anos após a 

identificação do orizanol, usando diferentes métodos de extração, foi verificado que 

γ-orizanol não era um composto único e sim um composto constituído por três ésteres de 

ácido ferúlico e de álcoois triterpênicos. Logo após, foi identificado o cicloartenil ferulato e 

em 1958 o 2,4-metileno cicloartanil ferulato e finalmente identificaram que o terceiro era uma 

mistura dos outros dois (LEMUS et al., 2014). Desde então vários estudos foram realizados e 

pelo menos 25 componentes de γ-orizanol foram separados e caracterizados, sendo que cinco 

deles representam cerca de 95% do conteúdo total de γ-orizanol, incluindo 

2,4-metileno cicloartenil trans ferulato (34%-44%), cicloartenil trans ferulato (19%-26%), 
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campesteril trans ferulato (15%-23%), β-sitosteril trans ferulato (7%-17%), e estigmasteril 

trans ferulato (1%-7%) (GOUFO; TRINDADE, 2014). As estruturas moleculares dos quatro 

maiores componentes do γ-orizanol estão representadas na Figura 2. 

 

Figura 2 - Estrutura química dos quatro componentes majoritários do γ-orizanol (em 

pontilhado a estrutura derivada do ácido ferúlico) 

 
Fonte: LERMA-GARCIA et al. (2009) 

 

O óleo de farelo de arroz bruto contém de 1% à 2% de γ-orizanol (BITENCOURT 

et al., 2016) e é considerado com potencial antioxidante devido à habilidade de doação do 

hidrogênio do grupo fenólico do ácido ferúlico (NYSTROM et al., 2005). Ácido ferúlico 

esterificado com esteróis de plantas, como é o caso do γ-orizanol, aumenta o potencial 

antioxidante promovendo acesso molecular a componentes hidrofóbicos que são mais 

susceptíveis à destruição celular oxidativa, pois o potencial antioxidante aumenta com a 

extensão da hidroxilação dos anéis aromáticos (GRAF, 1992). 

O γ-orizanol é solúvel em solventes orgânicos, sendo o hexano o preferencial para 

a extração de γ-orizanol a partir de farelo de arroz. No entanto, todos os componentes de 

γ-orizanol contém um grupo álcool na porção de ácido ferúlico, o que dá origem a uma 

percentagem relativamente elevada de polaridade, o que o torna também solúvel em solventes 

mais polares, tais como isopropanol e acetato de etila. A polaridade do solvente de extração 

pode afetar significativamente a extração de γ-orizanol a partir de farelo de arroz. Outro fator 

que interfere na eficiência da extração é a saponificação, a qual é importante para solubilizar 

lipídios interferentes e separar a fração de maior interesse. No entanto, é necessário controle 

da alcalinidade do processo para evitar que a ligação éster entre o ácido ferúlico e os 
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componentes de triterpênicos seja clivada, resultando em decomposição do γ-orizanol com 

diminuição no rendimento de extração (DIACK; SASKA, 1994). 

Heidtmann-Bemvenuti, Nora e Badiale-Furlong (2012) estudaram cinco métodos 

de extração de γ-orizanol em farelo de arroz e otimizaram o melhor método, no qual foi 

obtido um elevado conteúdo de γ-orizanol (13,98 mg/g de amostra) utilizando as seguintes 

condições de extração: 40 °C, 40 min e 75 mL de hexano:isopropanol (1:3). 

Extração de lipídios com fluido supercrítico vem sendo estudada como uma 

alternativa à extração com solvente orgânico e tem se demonstrado como ideal para extração 

(TOMITA et al., 2014). Xu e Godber (2000) compararam solventes orgânicos com dióxido de 

carbono (SC-CO2) supercrítico para extração de lipídios e γ-orizanol a partir de farelo de 

arroz. Dentre os solventes testados, a mistura de 50:50 n-hexano:isopropanol à 60 °C durante 

45-60 min foi o melhor resultado para rendimento de γ-orizanol (1,68 mg/g de farelo de 

arroz). Sem saponificação prévia, o rendimento do γ-orizanol foi aproximadamente duas 

vezes maior do que com saponificação. No entanto, utilizando SC-CO2 o rendimento de γ-

orizanol foi aproximadamente quatro vezes superior ao maior rendimento obtido por extração 

com solventes orgânicos líquidos (5,39 mg/g de farelo de arroz). Extração supercrítica com 

dióxido de carbono não é tóxica e nem inflamável, e sua operação é simples, quando 

comparados com os solventes de extração tradicionais, portanto a extração com dióxido de 

carbono supercrítico é ideal para indústria de alimentos e farmacêutica.   

O γ-orizanol apresenta uma solubilidade de aproximadamente 10% em 

clorofórmio e 20% em metil-etil-cetona, no entanto é praticamente insolúvel em água. 

(CALHEIROS, 2007). 

 Para determinação do γ-orizanol são mais utilizadas técnicas de cromatografia 

líquida de alta eficiência (CLAE) e a espectrofotometria ultravioleta (UV) 

(LERMA-GARCIA et al., 2009). O método de CLAE é preciso e eficiente, porém requer alto 

custo da análise, enquanto a espectrofotometria é simples, prática e barata, mas nem sempre 

os resultados obtidos são confiáveis, pois pode sofrer interferência da matriz, levando a 

resultados equivocados, em geral, por superestimação (BUCCI et al., 2003).  
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3.4 ANTIOXIDANTES 

 

 Antioxidante pode ser definido como uma família heterogênea de moléculas que, 

quando presente em baixas concentrações em relação ao substrato oxidável, atrasa 

significativamente ou evita a oxidação. O termo "substrato oxidável” inclui quase tudo 

encontrado em alimentos e em tecidos vivos, incluindo proteínas, lipídios, carboidratos e 

DNA (HALLIWELL et al., 1995). 

 Os antioxidantes são responsáveis pela inibição e redução de radicais livres nas 

células (LIOCHEV, 2013) e para isso são necessárias algumas características para ser 

considerado um bom antioxidante, como possuir substituintes doadores de hidrogênio ou 

elétrons ao radical, em função de seu potencial de redução; ter a capacidade de deslocamento 

do radical formado em sua estrutura e a de quelar metais de transição implicados no processo 

oxidativo; e ter acesso ao local de ação, dependendo de sua hidrofilia ou lipofilia 

(MANACH et al., 2004). 

 Frutas, vegetais e seus subprodutos ou resíduos, gerados durante o processamento 

dos mesmos na indústria, são fontes de antioxidantes naturais. Os antioxidantes sintéticos 

mais utilizados pela indústria brasileira alimentícia são o BHA (butil-hidroxianisol), BHT 

(butil-hidroxitolueno) e TBHQ (terc-butilhidroquinona), no entanto apesar de serem efetivos e 

estáveis, tem despertado preocupação devido aos possíveis danos a saúde 

(CHANDRA et al., 2014).  

 Desta forma, há interesse em se encontrar novos antioxidantes que sejam seguros 

e provenientes de fontes naturais, reduzindo assim componentes sintéticos nos alimentos por 

meio da associação ou até mesmo a sua substituição. Portanto, coproduto como o farelo de 

arroz vem sendo explorado como fonte alternativa para antioxidantes naturais (SCHMITH 

et al., 2014; SUKHONTHARA; KAEWKA; THEERAKULKAIT, 2016). 

 Os ensaios de avaliação de capacidade antioxidante in vitro são classificados de 

acordo com as reações envolvidas. Primeiro estão os que se baseiam em transferência de 

átomos de hidrogênio (TAH) e depois baseados em reações de transferência de elétrons (TE). 

Ensaios baseados em TAH geralmente empregam um esquema de reação competitiva, em que 

o antioxidante e o substrato competem pelos radicais peroxil que são gerados termicamente 

por meio da decomposição de azo-compostos. Os ensaios baseados em TE medem a 

capacidade do antioxidante de reduzir o oxidante, que muda de cor quando reduzido. A 

intensidade da mudança de cor está correlacionada com as concentrações de antioxidantes na 

amostra (RODRIGUEZ-AMAYA, 2010).  

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814614015271#b0095
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 Infelizmente, um único ensaio não é capaz de determinar a capacidade 

antioxidante total de uma amostra (POWER; JAKEMAN; FITZGERALD, 2013), devido aos 

múltiplos mecanismos através dos quais um único antioxidante pode atuar em um sistema, e a 

sua diferente eficácia contra diversas fontes de radicais ou oxidantes. Não existe um método 

oficial para determinação da atividade antioxidante, tendo em vista os vários mecanismos 

antioxidantes que podem ocorrer e a diversidade de compostos com esta propriedade. A 

literatura descreve vários métodos antioxidantes, cada um com um princípio distinto que 

utilizam radicais livres e/ou padrões diversos (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005). 

 

3.4.1 Método do radical DPPH 

 

 O método do radical DPPH é um dos ensaios mais utilizados para avaliar a 

atividade antioxidante de alimentos e extratos de plantas, e consiste em avaliar a atividade 

sequestradora do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH
·
), de coloração púrpura, pelo 

antioxidante. O DPPH
•
 é reduzido formando 2,2- difenilpicril-hidrazina (DPPH-H), de 

coloração amarela (violeta clara) e é observado o decréscimo da absorvância (Figura 3) 

(HERRERO et al., 2005). A partir dos resultados obtidos é determinada a porcentagem de 

atividade antioxidante ou sequestradora de radicais livres e/ou a porcentagem de DPPH
•
 

remanescente no meio reacional (SOUSA et al., 2007). A aplicação generalizada deste ensaio 

pode ser atribuída à facilidade de execução, rapidez, reprodutibilidade e facilidade de uso à 

temperatura ambiente, o que evita a degradação térmica (VILLAÑO et al., 2007). O método é 

influenciado pelo solvente e pelo pH das reações, entretanto é considerado estável e útil para 

determinações em compostos puros e amostras complexas (SUCUPIRA et al., 2012). 

 

Figura 3 - Estabilização do radical livre DPPH 

 

Fonte: RUFINO et al. (2007) 

 

 O método de sequestro do radical livre DPPH é amplamente utilizado para avaliar 

rapidamente  a   capacidade  de  polifenóis  para  transferir  átomos  de  hidrogênio  lábeis  aos  
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radicais, sendo este um mecanismo provável da proteção antioxidante (VILLAÑO et al., 

2007). Os resultados podem ser expressos em porcentagem de atividade antioxidante, 

micromols de equivalentes de um padrão utilizado ou ainda como CI50 (quantidade de um 

antioxidante necessária para reduzir em 50% a concentração inicial do DPPH) (BROINIZI 

et al., 2007). 

 

3.4.2 Método do ABTS 

 

 A captura do radical (2,2-azino-bis(ethylbenzo-thiazoline- 6-sulfonic acid) 

diammonium salt) (ABTS) é um dos métodos mais utilizados para medir a atividade 

antioxidante in vitro, a qual pode ser gerada através de uma reação química, eletroquímica ou 

enzimática. Com este método, pode-se medir a atividade de compostos de natureza hidrofílica 

e lipofílica, além disso, é um dos métodos antioxidantes mais rápidos e que oferece resultados 

reprodutíveis (KUSKOSKI et al., 2004). 

 

Figura 4 - Estabilização do radical ABTS por um antioxidante 

 

Fonte: MOON; SHIBAMATO (2009) 

 

 Esse método baseia-se na geração do ABTS
●+

, que apresenta cor azul esverdeado, 

por meio da reação do ABTS com persulfato de potássio. Com a adição de um antioxidante, 

ocorre a redução do ABTS
●+

 a ABTS promovendo a perda da coloração do meio reacional 

(Figura 4). Com a perda de cor, a porcentagem de inibição do ABTS
●+

 é determinada em 

função de um padrão antioxidante comercial análogo a vitamina E (Trolox). O método é 

aplicável ao estudo de antioxidantes hidrossolúveis e lipossolúveis, compostos puros e 

extratos vegetais (SUCUPIRA et al., 2012). 
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3.4.3 Método do sistema β-caroteno/ácido linoleico 

 

O método da autoxidação do sistema beta-caroteno/ácido linoleico foi 

desenvolvido por Marco (1968) e modificado por Miller (1971).  Esse método é amplamente 

utilizado principalmente por não recorrer a altas temperaturas, permitindo a determinação do 

poder antioxidante de compostos termossensíveis.  

O método é baseado em um ensaio espectrofotométrico, em meio emulsionado, 

que avalia a atividade de inibição de radicais livres gerados durante a peroxidação do ácido 

linoleico, causada pela luz, calor e oxigênio (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006). A perda de 

coloração da solução, passando da cor amarela intensa para amarelo claro, é lida em 

comprimento de onda de 470 nm. Esta descoloração é ocasionada pela oxidação do 

β-caroteno induzida pelos produtos da degradação oxidativa do ácido linoleico (estruturas 

radicais formadas pela oxidação do ácido linoleico, que atuam sobre as duplas ligações do 

β-caroteno, levando à perda de seu cromóforo, resultando na descoloração do pigmento 

característico da solução). Quando antioxidantes estão presentes no sistema, protegem o ácido 

linoleico, postergando a formação destes radicais. Pode-se realizar comparação dos resultados 

com padrões sintéticos, como BHA, BHT e trolox, ou naturais, como ácido gálico ou 

quercetina (ALVES et al., 2010). 

Este método, apesar dos inconvenientes como interferência de substâncias 

oxidantes ou redutoras do ensaio, é amplamente usado, pois uma vez que não necessita de 

elevadas temperaturas durante sua execução, permite a determinação do poder antioxidante 

em produtos termossensíveis (AMIN; NORAZAIDAH; HAINIDA, 2006). 

 

3.4.4 Estabilidade oxidativa  

 

Experimentos avaliando a atividade antioxidante em óleos e gorduras têm sido 

realizados por diversos pesquisadores. A maioria dos artigos publicados avalia extratos 

naturais em óleos comestíveis, com o objetivo de avaliar o potencial antioxidante, 

submetendo o óleo a processos acelerados de oxidação (ANGELO; JORGE, 2008; RIBEIRO 

et al., 2014). 

Os métodos acelerados de determinação da estabilidade oxidativa surgiram a 

partir de uma tentativa de predizer a vida útil de óleos e gorduras, pois o acompanhamento das 

alterações  ocorridas  nestes  produtos,    nas  condições  de  armazenamento,  é  lento  e  pode   
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consumir grande quantidade de reagentes. A determinação da eficácia de um antioxidante 

corresponde à medida do prolongamento do período de indução, ou seja, quanto tempo a mais 

o lipídio será resistente à oxidação devido à presença do antioxidante, correspondendo ao 

fator de proteção do antioxidante ao óleo. 

Para acelerar a oxidação, os testes incluem elevação de temperatura, adição de 

metais, aumento da pressão de oxigênio, estocagem sob luz e agitação (ANTONIASSI, 2001). 

Dentre estes testes, pode-se utilizar a fotoxidação acelerada com radiação ultravioleta, pois a 

mesma afeta de modo significativo à estabilidade dos alimentos fotossensíveis iniciando e 

acelerando as reações de degradação fotoquímica (TOLENTINO, 2008). 

Para avaliar a estabilidade oxidativa é necessário monitorar as alterações ocorridas 

na amostra mediante determinação dos produtos primários de oxidação (os peróxidos) que 

podem ser dados pelo índice de peróxidos e os produtos secundários de oxidação (aldeídos, 

cetonas, hidroxiácidos, hidrocarbonetos, polímeros) determinados pelo teste do ácido 

2-tiobarbitúrico, índice de p-anisidina e teste de Kreis ou índice de ranço (SILVA; BORGES; 

FERREIRA, 1999). 
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ARTIGO 1. CULTIVO EM ESTADO SÓLIDO POR Rhizopus oryzae EM FARELO DE 

ARROZ: PERFIL DE ÁCIDOS GRAXOS E FOSFOLIPÍDIOS 
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RESUMO 

 

As alterações na fração lipídica decorrente do cultivo de Rhizopus oryzae em estado sólido no 

substrato farelo de arroz integral foram avaliadas a partir da determinação do conteúdo de 

lipídios, fosfolipídios e perfil dos ácidos graxos, além das três formas de fósforos na 

biomassa. Os resultados mostraram que o conteúdo de lipídios aumentou no início do cultivo, 

alcançando conteúdo 17,3% maior em relação ao controle (0 h) em 60 h de cultivo. Esta 

mesma biomassa apresentou aumento de 29% no conteúdo de fosfolipídios após 12 h de 

cultivo, seguida de redução. Na amostra controle (0 h) prevaleceram os ácidos linolelaídico, 

oleico e palmítico, com redução do oleico (15,5%) e aumento do linolelaídico (11,9%) em 

84 h. Neste mesmo intervalo os ácidos graxos essenciais (ω6 e ω3) aumentaram em 13,3%. O 

fósforo inorgânico aumentou a partir de 12 h de cultivo e atingiu conteúdo maior que o 

orgânico com 36 h. Portanto, o cultivo em estado sólido de Rhizopus oryzae sobre o farelo de 

arroz pode ser aplicado para a alteração do perfil dos ácidos graxos essenciais e fosfolipídios. 

 

 

Palavras-chave: Biomassa. Cromatografia gasosa. Fósforo inorgânico. Fração lipídica. 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

O farelo de arroz é um coproduto obtido a partir das operações de beneficiamento 

de arroz, proveniente das camadas de revestimento do grão, germe e quantidades menores de 

endosperma quebrado, que perfazem juntos 10% do total do grão (POULARI et al., 2009).  

No farelo de arroz estão concentrados os lipídios, entre 19,4% e 25,5% (LIU, et 

al., 2013), sendo que dele se obtém o óleo que é considerado um dos mais valiosos e 

saudáveis por conter vitaminas do complexo B, vitaminas E (α-tocoferol e tocotrienol), 

vitamina K, γ-orizanol e ácidos graxos (KHOEI; CHEKIN, 2016; LEMOS; SOUZA-

SOARES, 2000).  

O farelo de arroz também é empregado como substrato para cultivo de fungos 

filamentosos, os quais podem promover a disponibilização de nutrientes ou produção de 

compostos de interesse para indústrias alimentícias, farmacêutica, entre outras (MARTINS 

et al., 2011; POULARI et al., 2010). Dentre os produtos comerciais obtidos por cultivo 

fúngico em farelo de arroz destacam-se o ácido láctico (WATANABE et al., 2013); biomassa 

proteica (OSHOMA; IKENEBOMEH, 2005); enzimas proteolíticas (ALI; VIDHALE, 2013), 

celulolíticas (KUPSKI et al., 2015) e amilolíticas (GROVER; MANINDER; SARAO, 2013).  

Oliveira et al. (2011) e Schimidt et al. (2014) empregaram farelo de arroz como 

substrato para Rhizopus oryzae, de onde destacaram e verificaram alterações na 

disponibilidade de lipídios, fosfolipídios, e ácidos fenólicos. Porém, estes autores não 

exploraram a variação no perfil da fração lipídica, o que é um aspecto determinante para a
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indicação de aplicabilidade do processo de cultivo visando à obtenção de insumos de interesse 

industrial. 

Para preencher esta lacuna, este trabalho avaliou o impacto do cultivo de Rhizopus 

oryzae no perfil lipídico do farelo de arroz integral, bem como no conteúdo de fosfolipídios e 

as formas de fósforo na biomassa fúngica.  

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 MATERIAL 

 

O farelo de arroz integral (FAI) foi obtido de indústria beneficiadora de arroz do 

estado do Rio Grande do Sul, Brasil. As cepas de Rhizopus oryzae CCT 7560 foram 

adquiridas do Banco de Culturas da Fundação Tropical André Tosello, Campinas, Brasil. O 

padrão de ésteres metílicos (Supelco® 37 Component FAME Mix) foi adquirido da Sigma 

Aldrich, USA e o Fosfato de Potássio Monobásico P.A. ACS Anidro (grau de pureza > 99%) 

da Vetec Quimica, Brasil.  

 

2.2 CARACTERIZAÇÃO DO FARELO DE ARROZ INTEGRAL (FAI) 

 

O perfil granulométrico do FAI foi verificado em peneiras com aberturas de 1,67; 

0,73; 0,50 e 0,39 mm, tomando-se 100 g de amostra como quantidade inicial. A composição 

proximal foi determinada segundo a AOAC (2000), especificamente a umidade (nº 934.01), 

cinzas (nº 900.02), proteínas (nº 955.04C; fator de conversão 5,75), lipídios (nº 920.85) e 

fibras bruta (nº 962.09). Os percentuais de carboidratos foram estimados por diferença.   

 

2.3 CULTIVO DE Rhizopus oryzae 

 

As cepas de Rhizopus oryzae CCT 7560 foram mantidas em meio Ágar 

Batata-Dextrose (BDA) a 4 °C, os esporos foram propagados em meio BDA e incubados 

durante 7 dias a 30 °C até esporulação, para posterior utilização no cultivo. 

A suspensão de esporos para o cultivo foi obtida a partir da adição de emulsão 

aquosa de Tween 80 (0,2%) na cultura do fungo e liberação dos esporos por raspagem com 

alça Drigalski. A concentração dos esporos foi estimada por enumeração em câmara de 

Neubauer.
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A geração de biomassa foi baseada no método descrito por Oliveira et al. (2010), 

onde o FAI foi utilizado como substrato. O FAI foi distribuído em uma camada de 2 cm de 

espessura em reatores de bandeja (12,5 × 12,5 × 5 cm
3
) e esterilizado. A massa de farelo 

(100g) foi utilizada como base para a estimativa da quantidade de solução nutriente, água 

estéril e solução de esporos que foram adicionadas. A solução nutriente (2 g/L de KH2PO4, 1 

g/L de MgSO4 e 1,8 g/L de NH2CONH2 em HCl 0,4 N) foi adicionada na proporção de 45 mL 

de solução para 100 g de substrato e a suspensão de esporos na concentração inicial de 4x10
6
 

esporos/g de farelo. A umidade do meio foi ajustada para aproximadamente 50% com adição 

de água estéril. Os reatores foram cobertos com gaze estéril, para permitir a aeração e evitar 

contaminação, e mantidos em câmara de cultivo a 30 °C durante 120 h. A amostra controle 

(0 h) consistiu no FAI esterilizado, adicionado de solução nutriente e solução de esporos e 

armazenado imediatamente a -18 °C, as demais amostras de biomassa foram retiradas em 

intervalos de 12 h até completar 120 h de cultivo e mantidas a -18 ºC para posteriores 

determinações.  

 

2.4 CARACTERIZAÇÃO DA FRAÇÃO LIPÍDICA DA BIOMASSA 

 

As biomassas fúngicas coletadas ao longo do cultivo foram submetidas à extração 

de lipídios segundo o método de Folch, Lees e Stanley (1957) seguindo-se a determinação de 

fosfolipídios e o perfil de ácidos graxos. 

 

2.4.1 Determinação de lipídios 

 

A extração de lipídios foi realizada segundo o método de Folch, Lees e Stanley 

(1957) com adaptações, onde foi adicionado 1 mL de KCl 0,88% em 1 g da amostra e 

homogeneizado, após foi agitada em banho ultrassônico por 5 min com 10 mL da mistura 

clorofórmio:metanol (2:1) e centrifugada por 15 min. O sobrenadante foi separado e o 

processo de extração por agitação foi repetido mais 2 vezes. Os sobrenadantes foram filtrados, 

e transferidos para um funil de separação. Foram adicionados 20 mL de KCl 0,88% seguido 

por agitação manual. A fase inferior foi coletada e homogeneizada com 10 mL da solução de 

clorofórmio:metanol (2:1) por duas vezes. A fase orgânica separada foi filtrada em sulfato de 

sódio anidro e submetida à evaporação do solvente. O resíduo foi pesado para quantificar o 

conteúdo de lipídios. 
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2.4.2 Determinação de fosfolipídios 

 

A determinação de fosfolipídios foi realizada conforme Esteves, Gonçalves e 

Barrera-Arellano (1995) com adaptações, aos lipídios extraídos (aproximadamente 0,1 g) 

foram adicionados 0,40 g de MgO e estes foram secos em estufa a 110 °C até absorção da 

amostra pelo MgO. Após, o conteúdo foi incinerado em bico de Bunsen, seguindo para mufla 

a 800 °C até peso constante. As cinzas foram diluídas em 40 mL de água destilada e 20 mL de 

ácido sulfúrico 1 M, após a mistura foi transferida para balão volumétrico de 100 mL e 

aferido volume com água destilada (solução analítica). Para a determinação de fósfolípidio, 

foram transferidas alíquotas das soluções analíticas para balões volumétricos de 100 mL, 

conforme a diluição necessária da amostra (volumes de alíquotas utilizados: 15, 20, 30, 35 e 

40 mL), adicionado 20 mL da solução de molibdato e completado volume do balão com água 

destilada. Para o branco, em um balão volumétrico de 100 mL foram adicionados 20 mL da 

solução de molibdato, 0,40g de MgO, 20 mL de ácido sulfúrico 1 M e completado volume 

com água destilada. A mistura e o branco foram aquecidas a 90 °C por 30 min e resfriadas 

para posterior quantificação colorimétrica do fósforo (fosfolipídio), a qual foi realizada em 

espectrofotômetro em comprimeto de onda 800 nm. A curva padrão de fósforo (PO4) (0,1 a 

1,25 µg/mL) foi usada para estimativa da concentração dos fosfolipídios. 

  

2.4.3 Perfil dos ácidos graxos 

 

Na fração lipídica extraída das biomassas e do controle também foi verificada a 

composição dos ácidos graxos por cromatografia gasosa. Os lipídios foram esterificados pelo 

método adaptado de Metcalfe, Schimtz e Pelke (1966). A esterificação consistiu na 

saponificação com KOH 0,5 M em metanol e a reação de esterificação com metanol foi 

catalisada pelo trifluoreto de boro. O solvente foi evaporado e a amostra solubilizada em 

diclorometano para análise por cromatografia gasosa.  

Para separar e quantificar a mistura de ácidos graxos esterificados, foi empregado 

Cromatógrafo a gás (Shimadzu 2010 Plus), equipado com injetor split/splitless, coluna capilar 

RTX
®
-1 (30 m x 0,25 mmID x 0,25 μm) e detector de ionização de chama (FID). O gás de 

arraste foi hélio em uma vazão de 1,25 mL/min. As temperaturas do injetor e do detector 

foram ajustadas para 260 °C, sendo o volume injetado de 1 µL. As condições cromatográficas 

de separação foram temperatura inicial da coluna 50 °C, elevando-se para 200 °C em uma 

taxa de 6 °C/min, permanecendo nesta temperatura por 4 min. Na segunda rampa de
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temperatura a taxa de aumento foi de 2 °C/min até 240 °C, permanecendo por 10 min. A 

comparação dos tempos de retenção com padrões de ésteres metílicos foi usada para 

identificação do perfil de ácidos graxos das amostras e quantificados pela normatização das 

áreas.  

 

2.5 DETERMINAÇÃO DE FÓSFORO ORGÂNICO, INORGÂNICO E TOTAL 

 

Para a determinação de fósforo total foram pesadas 300 mg de amostra das 

biomassas e estas foram digeridas em forno de micro-ondas (Multiwave 3000, Microwave 

Sample Preparation System, Anton Paar, Graz, Austria) em frascos de PTFQ (HF-100) 

contendo 6 mL de HNO3 concentrado. A programação de temperatura foi realizada com 

potência de 1400 W, rampa de 10 min, temperatura de 210 °C por 20 min de permanência e 

no segundo passo os mesmos parâmetros por mais 20 min. 

 Após a digestão, as amostras foram diluídas em HNO3 5%, para posterior 

quantificação por espectrometria de emissão óptica com plasma indutivamente acoplado 

(ICP OES), utilizando vista axial de observação do equipamento (modelo Optima 4300 DV, 

Perkin Elmer, Shelton, USA). A introdução das amostras no espectrômetro foi realizada 

empregando um nebulizador GemCone e uma câmara de nebulização ciclônica. As condições 

de operação do equipamento foram: potência 1400 W; vazão do gás principal 15 L/min; vazão 

gás auxiliar 0,2 L/min; vazão nebulizador de gás 0,7 L/min e comprimento de onda 214,9 nm. 

O plasma foi formado a partir de argônio (White Martins, São Paulo, Brazil), com pureza de 

99,9%. 

A extração do fósforo inorgânico (forma livre) foi realizada em 1 g de biomassa, 

adicionados 50 mL de ácido clorídrico 1 M e agitação orbital a 220 rpm por 3 h. Após, foi 

centrifugada e filtrada a solução para balão de 50 mL e ao final completado volume do balão 

com água destilada. Para quantificação do fósforo, foram transferidas alíquotas do extrato (1, 

2 ou 13 mL) para um erlenmeyer, adicionada uma gota de fenolftaleína e titulado com NaOH 

3 M até cor levemente rosa. O extrato alcalino foi transferido para um balão volumétrico de 

25 mL, adicionado 5 mL do reativo vanadato molibdato e completado volume do balão com 

água destilada. O branco foi preparado substituindo as alíquotas do extrato por água destilada. 

As soluções foram homegenizadas, aguardados 10 min para completo desenvolvimento da 

cor, leitura em espectrofotômetro comprimento de onda de 420 nm e para quantificação foi 

utilizada uma curva padrão de fósforo (0 a 30 g/mL). O fósforo orgânico foi determinado
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pela diferença do fósforo total e inorgânico. 

 

2.6 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Para avaliar as significâncias dos efeitos das variáveis dependentes (lipídios, 

fosfolipídios, fósforos e ácidos graxos) no decorrer do cultivo (variável independente) foi 

empregada a análise de variância (ANOVA), seguido pelo teste de diferenças de médias 

Tukey, utilizando o Software Statistica 6.0. Diferenças com um valor de probabilidade de 

p<0,05 foram consideradas significativas e todos os dados foram apresentados como média ± 

desvio padrão.  

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1 CARACTERIZAÇÃO GRANULOMÉTRICA DO FAI 

 

O FAI obtido da indústria apresentou 46,1% das partículas com tamanhos 

menores que 0,39 mm (Tabela 1) e 14,4% de grãos inteiros, quebrados e cascas de arroz, 

sendo estes tamanhos de partículas maiores que 0,73 mm.  

 

Tabela 1 – Distribuição do tamanho das partículas no farelo de arroz 

Tamanho das 

partículas 
Média (g)* Descrição Rendimento (%) 

Maiores que 1,67 mm 0,59 + 0,06 
Grãos e casca de 

arroz inteiros 
0,6 

Entre 1,67 e 0,73 mm 13,67 + 0,71 
Grãos e casca de 

arroz quebrados 
13,8 

Entre 0,73 e 0,50 mm 13,22 + 2,00 Casca de arroz fina e 

farelo 

13,3 

Entre 0,50 e 0,39 mm 26,06 + 11,53 Farelo 26,2 

Menores que 0,39 mm 45,68 + 13,57 Farelo 46,1 

*Valores expressos como médias ± D.P (n=3). D.P = Desvio padrão. 

 

A amostra de farelo de arroz fornecida pela indústria apresentou somente 85,6% 

de farelo de arroz, e o restante da amostra analisada apresentou casca e grãos de arroz. Isso 

pode ocasionar baixo rendimento de extração se a amostra for utilizada para extrações de
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compostos de interesse que estão concentrados no farelo e não nas cascas e grãos, como é o 

caso dos lipídios (MARCHEZANLL; DE AVILALL, 2008). Isso sugere que seria 

interessante rever o processo de separação do farelo durante o beneficiamento de arroz para 

tornar o coproduto mais uniforme e adequado para diferentes técnicas de valoração dele. 

Em cada tamanho de partícula foram determinados os conteúdos de lipídios 

(Figura 1). 

  

Figura 1 - Conteúdo de lipídios em diferentes tamanhos de partículas 
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As partículas maiores do farelo de arroz apresentaram os menores conteúdos 

lipídicos e nas partículas menores que 0,39 mm maior conteúdo de lipídios, sendo o menor 

conteúdo verificado nas partículas maiores que 1,67 mm.  

Para o cultivo, foi padronizado o farelo de arroz contendo 40% dos tamanhos de 

partículas menores que 0,39 mm, 25% de partículas com tamanho entre 0,50 e 0,39mm, 25% 

partículas com tamanho entre 0,73 e 0,50 mm e 10% partículas com tamanho entre 1,67 e 

0,73 mm. Os tamanhos das partículas utilizados para o cultivo foram definidos levando em 

consideração o conteúdo lipídico e estudos que demostraram que partículas de dimensões 

maiores resultam em um efeito positivo sobre a produção de biomassa e substratos com 

partículas menores proporcionam uma área de contato maior entre o fungo e o substrato, 

favorecendo o seu crescimento, no entanto somente partículas pequenas podem causar à 
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compactação e a formação de aglomerados, o que resulta na diminuição de transferência de 

oxigênio, afetando a respiração e o desenvolvimento dos fungos (MEMBRILLO et al., 2011; 

SCHMIDT; BADIALE-FURLONG, 2012). Em vista destas informações, a utilização de 

diferentes porções granulométricas pode propiciar um maior crescimento de Rhizopus oryzae 

em farelo de arroz integral. Fato importante quando se pretende explorar o processo de cultivo 

para produção de insumos ou compostos com valor funcional. 

 

3.2 COMPOSIÇÃO PROXIMAL DO FAI 

 

Com a granulometria padronizada, foram determinados os macrocomponentes 

umidade 11,2% ± 0,29, cinzas 10,0% ± 0,52, fibras 6,5% ± 4,11, lipídios 17,9% ± 5,75, 

proteínas 13,0% ± 4,29 e carboidratos 41,3% ± 3,01. O conteúdo de umidade e cinzas são 

semelhantes aos encontrados por Oliveira et al. (2010). No entanto, o conteúdo de fibras, 

lipídios e proteínas foram menores, isso se deve ao fato de que o farelo de arroz é um 

coproduto agroindustrial e, portanto sua composição química depende de fatores associados à 

variedade e aos aspectos agronômicos, como tipo de solo, clima, qualidade da matéria-prima 

utilizada, bem como o processo de beneficiamento, fazendo-se sempre necessário 

experimentos envolvendo farelo de várias procedências para aprofundamento do 

conhecimento das condições que afetam o crescimento fúngico. 

Com esta composição o farelo resultante pode ser empregado como substrato para 

cultivo de Rhizophus oryzae, pois os macronutrientes são suficientes para a geração de 

biomassa fúngica após a complementação com micronutrientes minerais. 

 

3.3 FRAÇÃO LIPÍDICA 

 

Os fungos sintetizam lipídios para atender suas funções básicas e formação de 

membranas celulares, embora algumas espécies possam acumular lipídios gerando biomassa 

com até 20% deles (CHEIRSILP; KITCHA, 2015; DEY et al., 2011; LIN et al., 2010; 

RATLEDGE; WYNN, 2002). 

O conteúdo total de lipídios na biomassa foi avaliado no decorrer do cultivo 

fúngico (Figura 2), verificando-se que ocorreu aumento nos níveis de lipídios extraíveis pela 

mistura de clorofórmio:metanol, com maior conteúdo (19,0 %) em 60 h de cultivo, que 

representou um aumento de 17,3% em relação ao conteúdo lipídico do tempo zero.
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Figura 2 - Conteúdo lipídico na biomassa durante o cultivo 
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O aumento lipídico, nos substratos cultivados, pode ocorrer através de uma via 

direta de conversão da biomassa lignocelulósica, por um conjunto de enzimas celulolíticas, 

em açúcares e consequentemente lipídios podem ser desenvolvidos (CHEIRSILP; KITCHA, 

2015).  

 

3.3.1 Fosfolipídios 

 

Devido às suas propriedades nutricionais e tecnológicas os fosfolipídios foram 

determinados ao longo da formação da biomassa nos intervalos do experimento (Tabela 2). 

Nas primeiras 12 h de cultivo houve aumento significativo de 29% de 

fosfolipídios, e este foi reduzindo a partir de 24 h chegando ao final do intervalo de cultivo 

com 0,13 mg/g biomassa (45,8% de redução em relação ao controle). 

A redução dos fosfolipídios na biomassa após 96 h acompanhou o comportamento 

verificado na determinação do teor de lipídios totais (Figura 2) bem como ocorreu um 

aumento dos teores de fósforo inorgânico (Figura 3) que pode ser fosfato proveniente dos 

fosfolipídios. 
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Tabela 2 - Fosfolipídios na biomassa durante o cultivo 

Tempo de cultivo 

(h) 

Fosfolipídios (mg/g 

biomassa) 

Fosfolipídios (mg/g 

lipídios) 

0 0,24 ± 0,01
bc

 1,49 ± 0,08
bcd

 

12 0,31 ± 0,03
a
 1,97 ± 0,05

a
 

24 0,20 ± 0,01
cd

 1,09 ± 0,02
ef

 

36 0,22 ± 0,01
bcd

 1,17 ± 0,07
ef

 

48 0,22 ± 0,02
bcd

 1,20 ± 0,06
f
 

60 0,21 ± 0,01
bcd

 1,11 ± 0,06
ef

 

72 0,26 ± 0,02
ab

 1,72 ± 0,07
b
 

84 0,24 ± 0,02
bc

 1,50 ± 0,12
bc

 

96 0,19 ± 0,01
cd

 1,31 ± 0,07
cdf

 

108 0,18 ± 0,00
de

 1,26 ± 0,01
df

 

120 0,13 ± 0,00
e
 0,94 ± 0,05

e
 

Letras iguais sobrescritas na mesma coluna indicam que não há diferença significativa (p>0,05).  

Valores expressos em base seca e como médias  D.P (n = 3). D.P = Desvio padrão 

 

Obtenção de fosfolipídios é interessante para indústria, pois por serem anfifílicos 

e altamente ativos em superfícies, podem influenciar significativamente nas propriedades 

físicas das emulsões e espumas, além de formar estruturas supramoleculares de 

automontagem, um componente-chave na nanociência para a separação de fases imiscíveis, 

vital para dispersões de alimentos e formulações cosméticas (PATINO et al., 2007). 

 

3.3.2 Perfil ácidos graxos 

 

Dos 37 ácidos graxos (AGs) analisados nos lipídios da biomassa (Tabela 3), na 

amostra controle (0 h) os principais AGs encontrados foram: 40,2% de linolelaídico 

(C18:2n6t), 33,6% oleico (C18:1n9c) e 20,2% de palmítico (C16:0).  

O percentual de ácido palmítico não foi alterado durante o intervalo de cultivo 

estudado. No entanto, o ácido oleico reduziu em 15,5% e o linolelaídico aumentou em 11,9% 

no intervalo de 84 h. Silveira, Oliveira e Badiale-Furlong (2010) observaram que após 72 h de 

fermentação dos farelos de arroz e trigo com o mesmo micro-organismo, ocorria um aumento 

nos teores dos ácidos palmítico e linoleico.  
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Tabela 3 – Perfil dos ácidos graxos em cada tempo de cultivo  

Ácidos graxos 
Tempo de cultivo (h) 

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 

14:0 0,3±0,0
a
 0,3±0,0

 a
 0,2±0,0

 b
 0,2±0,0

bc
 0,1±0,0

c
 0,1±0,0

c
 0,1±0,0

c
 0,1±0,0

c
 0,1±0,0

c
 0,1±0,0

c
 0,1±0,0

c
 

16:0 20,2±0,5
a
 20,3±0,5

a
 21,2±1,2

a
 20,1±0,3

a
 20,6±0,2

a
 23,0±4,8

a
 19,3±0,7

a
 18,4±0,3

a
 19,5±0,3

a
 19,3±1,1

a
 19,2±0,3

a
 

16:1 0,1±0,0
ab

 0,1±0,0
ab

 0,1±0,0
bc

 0,1±0,0
cd

 0,1±0,0
cd

 0,1±0,0
cd

 0,1±0,0
d
 0,1±0,0

d
 0,1±0,0

cd
 0,2±0,0

a
 0,1±0,0

cd
 

18:0 0,1±0,0
c
 0,1±0,0

c
 0,5±0,0

b
 0,7±0,0

ab
 0,7±0,0

ab
 0,8±0,0

a
 0,7±0,0

ab
 0,5±0,0

b
 0,8±0,1

ab
 0,7±0,1

ab
 0,7±0,0

ab
 

18:1n9c  33,6±0,1
a
 32,8±0,1

a
 31,5±0,1

b
 30,7±0,1

bcd
 30,0±0,4

cde
 29,9±0,2

de
 29,5±0,3

e
 28,4±0,1

f
 31,1±0,7

bc
 29,7±0,1

de
 29,8±0,3

de
 

18:1n9t n.d.
c
 n.d.

c
 n.d.

c
 0,3±0,1

a
 0,1±0,0

b
 0,2±0,0

ab
 0,2±0,0

ab
 0,2±0,0

ab
 0,2±0,0

b
 0,1±0,0

b
 0,1±0,0

b
 

18:2n6c  0,7±0,0
a
 0,6±0,0

ab
 0,4±0,0

b
 n.d.

d
 n.d.

d
 0,1±0,0

c
 n.d.

d
 n.d.

d
 n.d.

d
 n.d.

d
 n.d.

d
 

18:2n6t 40,2±0,2
e
 40,3±0,2

de
 40,8±0,8

de
 41,8±0,6

cde
 42,0±0,2

cde
 44,0±0,8

ab
 43,0±0,0

bc
 45,0±0,5

a
 42,2±0,8

bcd
 43,6±0,8

abc
 43,3±0,2

abc
 

18:3n6 0,6±0,0
a
 0,6±0,0

a
 0,5±0,0

a
 0,5±0,1

a
 0,4±0,0

a
 0,5±0,1

a
 0,6±0,0

a
 0,5±0,1

a
 0,5±0,0

a
 0,5±0,1

a
 0,5±0,1

a
 

18:3n3 1,8±0,0
e
 1,8±0,0

e
 2,2±0,1

cd
 2,3±0,0

bc
 2,2±0,0

cd
 2,5±0,1

b
 2,4±0,0

bc
 2,8±0,1

a
 2,1±0,0

d
 2,2±0,1

cd
 2,1±0,0

d
 

20:3n6 n.d.
c
 n.d.

c
 <0,1±0,0

b
 n.d.

c
 <0,1±0,0

ab
 <0,1±0,0

ab
 <0,1±0,0

ab
 0,1±0,0

a
 <0,1±0,0

ab
 <0,1±0,0

ab
 <0,1±0,0

ab
 

20:3n3 0,5±0,0
b
 0,5±0,0

b
 0,4±0,0

b
 0,6±0,0

ab
 0,6±0,0

ab
 0,7±0,1

a
 0,6±0,0

a
 0,7±0,0

a
 0,6±0,0

ab
 0,6±0,0

ab
 0,6±0,0

ab
 

20:4n6 0,9±0,2
a
 0,9±0,2

a
 0,7±0,1

a
 0,9±0,0

a
 0,9±0,0

a
 1,0±0,2

a
 0,9±0,0

a
 1,0±0,0

a
 0,8±0,0

a
 0,9±0,1

a
 0,9±0,0

a
 

20:5n3 n.d.
b
 n.d.

b
 n.d.

b
 n.d.

b
 0,5±0,1

a
 0,4±0,1

a
 0,5±0,1

a
 0,3±0,1

a
 0,3±0,1

a
 0,3±0,0

a
 0,6±0,2

a
 

23:0 0,4±0,0
b
 0,4±0,0

b
 0,4±0,1

ab
 0,6±0,0

ab
 0,5±0,0

ab
 0,6±0,1

ab
 0,6±0,0

a
 0,6±0,0

a
 0,5±0,0

ab
 0,6±0,1

ab
 0,6±0,0

a
 

24:0 n.d.
b
 n.d.

b
 n.d.

b
 n.d.

b
 <0,1±0,0

a
 0,1±0,0

a
 0,1±0,0

a
 <0,1±0,0

a
 0,1±0,0

a
 0,1±0,0

a
 0,1±0,0

a
 

24:1n9 0,7±0,1
b
 0,7±0,1

b
 0,8±0,2

ab
 1,2±0,2

ab
 1,2±0,0

ab
 1,2±0,3

ab
 1,4±0,0

a
 1,2±0,0

ab
 1,2±0,1

ab
 1,3±0,3

ab
 1,3±0,1

ab
 

SFA 21,0±0,1
ab

 21,0±0,2
ab

 22,4±0,3
ab

 21,6±0,3
ab

 22,0±0,3
ab

 24,5±0,3
ab

 20,8±0,2
b
 19,7±0,1

b
 21,0±0,2

ab
 20,7±0,4

ab
 20,6±0,2

ab
 

MFA 34,5±0,1
a
 33,7±0,2

ab
 32,4±0,2

bc
 32,3±0,2

cd
 31,4±0,4

cd
 31,3±0,5

cd
 31,1±0,3

d
 29,9±0,1

e
 32,5±0,8

bc
 31,3±0,2

cd
 31,3±0,2

cd
 

PUFA 44,6±0,3
d
 44,6±0,2

d
 45,2±1,0

d
 46,1±0,5

cd
 46,6±0,4

cd
 49,3±1,2

ab
 48,1±0,1

bc
 50,4±0,6

a
 46,5±0,7

cd
 48,2±1,0

abc
 48,1±0,1

abc
 

PUFA/SFA 2,1±0,1
ab

 2,1±0,1
ab

 2,0±0,2
b
 2,1±0,1

ab
 2,1±0,0

ab
 2,1±0,4

ab
 2,3±0,1

ab
 2,6±0,1

a
 2,2±0,0

ab
 2,3±0,2

ab
 2,3±0,0

ab
 

w6 42,3±0,3
d
 42,3±0,1

d
 42,5±0,9

cd
 43,2±0,5

bcd
 43,3±0,3

bcd
 45,6±0,9

a
 44,5±0,1

abc
 46,6±0,5

a
 43,5±0,8

bcd
 45,1±0,9

ab
 44,8±0,2

ab
 

w3 2,2±0,1
f
 2,2±0,1

f
 2,6±0,1

ef
 2,9±0,1

de
 3,2±0,2

bcd
 3,7±0,3

ab
 3,5±0,1

abc
 3,8±0,1

a
 3,0±0,1

cde
 3,1±0,1

cde
 3,3±0,2

abcd
 

w6/w3 18,9±0,4
a
 18,9±0,5

a
 16,1±0,3

b
 14,8±0,5

bc
 13,5±0,8

cde
 12,5±0,7

de
 12,7±0,3

de
 12,3±0,3

e
 14,4±0,8

bcd
 14,4±0,2

bcd
 13,6±0,8

cde
 

Valores expressos como médias ± D.P. Os valores em cada linha com a mesma letra sobrescrita não são diferentes significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05), onde 

cada ácido graxo foi comparado em diferentes tempos de cultivo. D.P = desvio padrão, n.d. = não detectado, SFA= ácido graxo saturado, MFA= ácido graxo monoinsaturado, 

PUFA= ácido graxo poli-insaturado.
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No estudo de Oliveira et al. (2011), os AGs predominantes foram os mesmos 

identificados neste estudo,  no entanto não foi observada alteração no conteúdo dos ácidos 

oleico (C18:1) e palmítico (C16:0) durante o biocultivo. Os autores verificaram também um 

aumento de 10% do ácido linoleico (C18:2), sem diferenciar o ácido linoleico do 

linolelaídico, os quais são diferentes pela isomeria cis e trans, embora os AGs naturais 

apresentem predominantemente isomeria cis, alguns AGs insaturados de vegetais e 

micro-organismos podem apresentar isomeria trans. Alguns AGs poli-insaturados podem ser 

mistos, isto é, apresentar isomeros cis e trans na mesma molécula (DE SOUZA; 

MATSUSHITA; VISENTAINER, 2012).  

Um aspecto interessante na alteração do perfil de AG foi à redução dos AGs 

saturados em 6,2% e aumento de 13% dos poli-insaturados em 84 h. Fato que se torna 

interessante para recomendação do emprego de fermentação prévia na elaboração de 

formulações alimentícias, pois os AGs poli-insaturados tendem a abaixar o nível sanguíneo de 

colesterol, enquanto que os saturados a elevar (SCHERR et al., 2014). 

A relação de poli-insaturados/saturados aumentou de 2,1 para 2,6, reforçando a 

importância da fermentação para melhorar o aporte nutricional de AG, pois conforme o 

Departamento de Saúde da Inglaterra relações maiores que 0,45 são recomendadas para 

prevenir doenças cardiovasculares.  

Outro indicador importante para benefício da saúde é a razão de ω6/ω3 

(recomendado de 4:1 a 10:1). Com o processo de cultivo esse indicador diminuiu em 34,9% 

chegando ao valor da razão de 12,3, estando ainda acima do recomendando. Essa redução na 

razão de ω6/ω3 se deve ao aumento dos ácidos alfa-linolênico (C:18:3n3) em 55,6%,  

eicosatrienóico (C:20:3n3) em 40% e a produção do eicosapentaenóico (EPA) (C:20:5n3), o 

qual só foi identificado a partir de 48 h.  

A elevada produção do alfa-linolênico também é importante, pois o mesmo é 

precursor na biossíntese do EPA e docosa-hexaenóico (DHA), os quais são necessários para a 

formação de membranas biológicas, a retina, a córtex cerebral, tecido nervoso, testículos e 

plaquetas sanguíneas, portanto estes AGs são indispensáveis para o equilíbrio metabólico (DE 

SOUZA; MATSUSHITA; VISENTAINER, 2012). 

Para Oliveira et al. (2011) as alterações no perfil do AGs estão relacionadas com 

Rhizopus oryzae em resposta às condições de fermentação, pois o farelo de arroz integral 

contém seus lipídios e estes atuam induzindo o metabolismo fúngico durante a produção de 

biomasssa. As células microbianas geralmente expressam alterações fisiológicas em resposta 

às alterações no ambiente, isso foi mostrado por Oda et al. (2003) quando dois grupos de 15



50 

 

 

estirpes de Rhizopus oryzae foram cultivadas em um meio líquido para analisar os produtos 

metabólicos e foi verificado aumento de AG insaturados promovido pela adição de carbonato 

de cálcio para neutralizar o ácido produzido.  

 

3.4 FÓSFORO TOTAL, ORGÂNICO E INORGÂNICO 

 

Além do fósforo total na fração lipídica (fosfolipídios) também foi avaliado o 

fósforo total e inorgânico (livre) durante o tempo do biocultivo (Figura 3).  

O farelo de arroz contém naturalmente formas inorgânicas e orgânicas de 

compostos de fósforos, e o ácido fítico (fitato) que é particularmente conhecido por ser um 

dos principais constituintes dos fosfatos orgânicos em farelo de arroz, que fica demonstrado 

pelo conteúdo de fósforo orgânico (indisponível) no tempo 0 h (controle) 18,8 mg/g 

(Figura 3), correspondendo com 92% do fósforo total presente no farelo de arroz.  

 

Figura 3 - Fósforo total, inorgânico e orgânico durante o cultivo 
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Em cereais e seus derivados, o aumento do fósforo inorgânico é importante para 

melhorar a biodisponibilidade do fósforo para animais monogástricos (CONTE et al., 2002). 

A partir de 12 h de cultivo a biomassa apresentou um aumento estatisticamente significativo 

(p<0,05), e em 36 h de cultivo os teores de fósforo inorgânico foram maiores que o fósforo 
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orgânico. No entanto, em 48 h de cultivo houve aumento de fósforo total, que pode ter sido 

decorrente de erro de análise, o qual impactou no fósforo orgânico, por ser estimado pela 

diferença entre o fósforo total e o inorgânico. Ao final do cultivo o fósforo inorgânico 

representou 70% do fósforo total. Neste estudo, o fungo Rhizopus oryzae mostrou-se 

promissor para aumentar o teor de fósforo disponível, provavelmente devido à produção da 

enzima fitase que atua hidrolisando os fitatos presentes no farelo e liberando o fósforo 

(BOHN; MEYER; RASMUSSEN, 2008). 

Oliveira et al. (2010) em estudo de cultivo de farelo de arroz com o fungo 

Rhizopus oryzae, verificou que o conteúdo de ácido fítico após 24 h de cultivo reduzia 

significativamente (55% a 66%) em relação ao início da fermentação, devido a produção da 

enzima fitase pelo meio. 

 

4 CONCLUSÃO 

 

Os resultados mostraram que o processo de cultivo em estado sólido promoveu 

aumento de 17,3% nos lipídios totais em 60 h de cultivo, 29% nos fosfolipídios nas primeiras 

12 h que foram reduzindo com a continuidade do cultivo. Em 84 h de cultivo os AGs 

saturados reduziram em 6,2% e os insaturados aumentaram em 13%. O fósforo orgânico 

diminuiu em 45,7% e o inorgânico aumentou de 8% para 70% ao final do cultivo. Portanto, o 

cultivo do Rhizopus oryzae pode ser aplicado para alteração do perfil de lipídios e 

fosfolipídios nas suas primeiras horas de formação da biomassa fúngica, com destaque para 

aumento dos ácidos graxos essenciais e da disponibilidade de fósforo. 
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ARTIGO 2. EXTRAÇÃO DE γ-ORIZANOL DO FARELO DE ARROZ: EFEITO DO 

TAMANHO DE PARTÍCULA 
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RESUMO 

 

A redução do tamanho da amostra pode facilitar a extração de compostos fitoquímicos. Neste 

trabalho foi avaliado o efeito do tamanho das partículas do farelo de arroz integral no 

rendimento de extração do composto γ-orizanol e suas características. A extração do 

γ-orizanol foi realizada com solventes hexano e isopropanol e quantificação por método 

espectrofotométrico. Os extratos de γ-orizanol foram caracterizados em relação aos seus 

componentes majoritários em CLAE-UV e a capacidade antioxidante verificada pelo 

consumo do radical livre DPPH
●
. O rendimento do γ-orizanol variou de 0,10 a 1,54 mg/g

 
de 

farelo, sendo o maior rendimento obtido em partículas menores que 0,39 mm. A presença dos 

componentes majoritários do γ-orizanol (cicloartenil ferulato, 2,4-metileno cicloartenil 

ferulato, campesteril ferulato, β-sitosteril ferulato) nos extratos foi confirmada e verificada 

diferenças nos perfis destes componentes em função dos diferentes tamanhos de partícula. O 

extrato de  γ-orizanol obtido das partículas com tamanhos entre 0,73 e 1,67 mm demonstrou 

maior inibição específica do radical DPPH (6,7%) e CI50 de 6,63 µg/mL. Quando o tamanho 

da partícula é reduzido, a superfície de acesso para o solvente de extração é aumentada 

resultando na maior extração de γ-orizanol, no entanto o extrato das partículas maiores foi 

mais eficiente como antioxidante. 

 

 

Palavras-chave: Antioxidante. CLAE-UV. Fitoquímico. Inibição. Rendimento de extração.  

 

1 INTRODUÇÃO 

 

A grande quantidade de coprodutos, gerados nas agroindústrias, despertam o 

interesse em explorá-los para a obtenção de fitoquímicos e antioxidantes, sendo de extrema 

importância a utilização dos coprodutos das agroindústrias de forma eficiente, para agregar 

valor a estes, e diminuir o impacto ambiental. O interesse por alimentos naturais tem 

demandado pesquisas para identificação de antioxidantes naturais com foco em sua extração. 

Na cadeia produtiva do arroz (Oryza sativa), um dos cereais mais produzidos e 

consumidos pela população mundial, encontra-se uma quantidade elevada de coprodutos. 

Cada 100 kg de arroz em casca geram cerca de 5 a 10 kg de farelo, o qual tem utilização 

convencional para alimentação animal e extração de óleo (BURLANDO; CORNARA, 2014). 

No entanto, o farelo de arroz é uma fonte rica em óleo, que devido à sua fração 

insaponificável com antioxidantes como γ-orizanol, confere ao óleo de arroz uma maior 

resistência à oxidação e à deterioração. O γ-orizanol, um exemplo de composto natural e 

antioxidante, que pode ser extraído do farelo de arroz, é uma mistura de ésteres do ácido 

ferúlico e exerce funções na redução do colesterol (CICERO; GADDI, 2001), sendo 

anticancerígeno (YASUKAWA et al., 1998), anti-inflamatório (ISLAM et al., 2008), 

antidiabético (SON et al., 2011) e antioxidante (WINKLER-MOSER et al., 2012).
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O potencial antioxidante do γ-orizanol é devido à habilidade de doação do 

hidrogênio do grupo fenólico do ácido ferúlico (NYSTROM et al., 2005). Ácido ferúlico 

esterificado com esteróis de plantas, como é o caso do γ-orizanol, aumenta o potencial 

antioxidante promovendo acesso molecular a componentes hidrofóbicos, pois o potencial 

antioxidante aumenta com a extensão da hidroxilação dos anéis aromáticos (GRAF, 1992). 

A eficiência dos processos de extração sólido/líquido é afetada por parâmetros 

críticos de processamento, tais como a temperatura, natureza do solvente, a estrutura de 

matriz sólida (principalmente tamanho de partícula) e tempo de extração (FRANCO et al., 

2007). 

Os antioxidantes são responsáveis pela inibição e redução de radicais livres nas 

células (LIOCHEV, 2013), e para isso são necessárias algumas características para ser 

considerado um bom antioxidante, como possuir substituintes doadores de hidrogênio ou 

elétrons ao radical, em função de seu potencial de redução; ter a capacidade de deslocamento 

do radical formado em sua estrutura e a de quelar metais de transição implicados no processo 

oxidativo; e ter acesso ao local de ação, dependendo de sua hidrofilia ou lipofilia (MANACH 

et al., 2004). 

Este trabalho teve como objetivo avaliar o rendimento de extração do γ-orizanol 

nos diferentes tamanhos de partículas do farelo de arroz integral e caracterizar os extratos em 

relação ao perfil dos componentes majoritários e suas propriedades antioxidantes. 

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 MATERIAL 

 

O farelo de arroz integral (FAI) foi obtido de indústria de processamento de arroz 

na região Sul do estado do Rio Grande do Sul, Brasil.  

O padrão de 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) foi adquirido da Sigma 

Aldrich, USA e o padrão de γ-orizanol da Wako Chemicals, USA (pureza>98%).  

 

2.2 CARACTERIZAÇÃO DO FARELO DE ARROZ INTEGRAL (FAI) 

 

Para obtenção dos diferentes tamanhos de partículas do farelo de arroz, o mesmo 

foi classificado em peneiras com tamanhos de aberturas 0,73 mm, 0,50 mm, 0,39 mm e
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 menores que 0,39 mm, respectivamente. Uma peneira com abertura de 1,67 mm foi acoplada 

acima das demais peneiras para reter partículas maiores que 1,67 mm. 

 

2.3 EXTRAÇÃO DE γ-ORIZANOL 

 

A extração do γ-orizanol foi realizada, em farelo de arroz nas diferentes frações 

granulométricas, a partir de 10 g da amostra e adição de 50 mL de água destilada, seguido da 

adição de 2 g de ácido ascórbico. A mistura foi agitada em vortex e incubada em banho maria 

a 40 °C por 40 min. A seguir, foram adicionados 75 mL da mistura dos solventes hexano e 

isopropanol na proporção 1:3 e agitado em vortex por 30 s, centrifugado por 15 min a 

3200 x g. Após, foram separadas as camadas orgânicas em um funil de separação. Os 

precipitados foram re-extraídos com mais 10 mL da mistura dos solventes hexano e 

isopropanol na proporção 1:3 e o processo, a partir da agitação em vortex, foi repetido 

(HEIDTMANN-BEMVENUTI; NORA; BADIALE-FURLONG, 2012). As fases orgânicas 

foram combinadas e transferidas para secagem em cápsulas de porcelana em estufa a 60 ºC, e 

o extrato contendo o γ-orizanol pesado, para avaliar a sua massa.  

Para quantificação do γ-orizanol, foi realizada diluição do extrato em isopropanol 

e leitura em espectrofotômetro em comprimento de onda de 326 nm (LILITCHAN et al., 

2008), empregando curva de calibração com concentrações padrão de γ-orizanol entre 

3 e 20 µg/mL. 

 

2.3.1 Perfil dos componentes majoritários do γ-orizanol 

 

A confirmação dos componentes majoritários do γ-orizanol foi realizada em 

cromatógrafo líquido de alta eficiência com detector ultravioleta (CLAE-UV) utilizando-se o 

padrão do γ-orizanol (30 µg/mL) e os extratos do farelo de arroz (30 µg/mL), diluídos em 

isopropanol, nas mesmas condições de Paucar-Menacho et al. (2007). A eluição dos 

componentes da mistura foi realizada com acetonitrila:metanol:isopropanol 50:45:5 (v/v/v) 

com fluxo de 1,0 mL/min, usando como fase estacionária a coluna C18 (10 µm) 250 x 4,6 mm 

e a detecção foi realizada em comprimento de onda de 315 nm. Os quatro picos majoritários 

correspondem, respectivamente, ao cicloartenil ferulato, 2,4-metileno cicloartenil ferulato, 

campesteril ferulato e β-sitosteril ferulato. 
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2.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE 

 

A capacidade antioxidante dos extratos de γ-orizanol obtidos do farelo de arroz 

em diferentes tamanhos de partículas (3 frações granulométricas) foram verificadas pelos 

métodos de captura do radical livre DPPH
•
, no qual o consumo do radical livre DPPH

•
 pelos 

extratos de γ-orizanol foi determinado a partir do decréscimo da unidade de absorvância. As 

medidas foram realizadas em espectrofotômetro UV-Vis em comprimento de onda de 515 nm. 

Aos tubos contendo 3,0 mL da solução metanólica de DPPH (5,2.10
-5

 mol/L) foram 

adicionados 0,5 mL de metanol (controle) e 0,5 mL dos antioxidantes: extratos de γ-orizanol 

(5, 10 e 25 µg/mL) e padrão de γ-orizanol (5, 10 e 25 µg/mL), para obter as concentrações 

utilizadas os extratos e o padrão foram diluídos em isopropanol. A mistura reativa 

permaneceu em temperatura ambiente, sem a incidência de luz e a mudança de cor violeta 

para amarela foi medida após 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150 e 180 min de reação (HERRERO 

et al., 2005). A capacidade de sequestrar radical livre foi expressa como percentual de 

inibição especifica (IE) (% inibição/µgorizanol) e foi calculada conforme Equação 2, através da 

razão entre o percentual de inibição de oxidação do radical (I) calculado pela Equação 1 e a 

concentração do γ-orizanol. 

 

I = [(AbsDPPH – AbsExt) / AbsDPPH] * 100                                                                                 (1) 

 

Em que AbsDPPH é a absorvância da solução de DPPH (controle) e AbsExtr é a 

absorvância da solução de DPPH com os extratos de γ-orizanol. 

 

IE = I / Concentração do γ-orizanol                                                                                         (2) 

 

Os valores de CI50, definida como a concentração de antioxidante requerida para 

sequestrar 50% dos radicais DPPH
•
 para os extratos de γ-orizanol, foram calculados a partir 

da equação da reta. Para determinar a equação da reta (Equação 3) as absorvâncias obtidas das 

diferentes diluições dos extratos foram plotadas no eixo Y e diluição dos extratos de 

γ-orizanol (µg/mL) no eixo X.  

 

y = -ax + b                                                                                                                                (3) 

 

Onde y é a absorvância inicial do controle dividido por 2, e x é a CI50 (µg/mL).
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2.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

  

Para avaliar as significâncias das diferenças das variáveis dependentes (γ-orizanol, 

componentes majoritários do γ-orizanol e atividades antioxidantes) promovidas pelas 

diferentes granulometrias do farelo de arroz e tempo de reação (variáveis independentes) foi 

utilizada análise de variância (ANOVA), seguido pelo teste de diferenças de médias Tukey, 

utilizando o Software Statistica 6.0. Diferenças com um valor de probabilidade de p<0,05 

foram consideradas significativas, e os dados foram apresentados como média ± desvio 

padrão.  

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1 γ-ORIZANOL 

 

O rendimento de γ-orizanol do farelo de arroz nas diferentes granulometrias 

variou de 0,10 a 1,54 mg/g
 
de farelo (Figura 1). 

 

Figura 1 - Rendimento de γ-orizanol nas diferentes frações granulométricas 
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O maior rendimento na extração do γ-orizanol foi obtido na fração do farelo de 

arroz contendo partículas com granulometria inferior a 0,39 mm e nas frações com partículas 

de tamanho entre 0,73 e 1,67 mm obtiveram-se as menores quantidades. O aumento do 

rendimento de γ-orizanol com a diminuição da granulometria está de acordo com Pinelo et al. 

(2007) e Wanyo, Meeso e Siriamornpun (2014), os quais mostraram que ao reduzir o tamanho 

da amostra pode-se aumentar a extração de certos compostos bioativos. O rendimento de 

1,54 mgorizanol/gfarelo verificado na fração granulometria inferior a 0,39 mm foi semelhante ao 

rendimento obtido no estudo de Xu e Godber (2000), no qual foi avaliada a eficiência de 

extração de γ-orizanol a partir de farelo de arroz e o melhor resultado para rendimento foi de 

1,68 mgorizanol/gfarelo e concentração de 11,8 mgorizanol/gextrato.  

O aumento do rendimento de extração do γ-orizanol com a diminuição da 

granulometria da partícula pode estar associado ao fato de que a superfície de acesso é 

aumentada e, consequentemente, o acesso do solvente de extração também, resultando na 

maior extração de γ-orizanol. A difusão da superfície do sólido é relatada como sendo uma 

das principais etapas limitantes na extração sólido/líquido (VANDENBURG et al., 1997), 

sendo que a resistência à difusão intrapartícula é geralmente menor para partículas menores, 

devido o seu caminho de difusão ser mais curto. Portanto, esses fatores contribuíram para 

melhor eficiência de extração do  γ-orizanol nas frações de partículas menores.  

 

3.1.1 Perfil dos componentes majoritários 

 

Os componentes majoritários do γ-orizanol foram avaliados nos diferentes 

tamanhos de partículas e pode-se verificar que estão presentes nos extratos de todas as 

amostras com os mesmos tempos de retenção do padrão (Figura 2). 

Os quatro picos majoritários correspondem, respectivamente, ao cicloartenil 

ferulato, 2,4-metileno cicloartenil ferulato, campesteril ferulato e β-sitosteril ferulato. O 

composto 2,4-metileno cicloartenil ferulato foi predominante nas amostras, e segundo Goufo 

e Trindade (2014) o composto 2,4-metileno cicloartenil ferulato representa de 34% a 44% da 

composição do γ-orizanol, seguido do cicloartenil ferulato (19%-26%), campesteril ferulato 

(15%-23%), β-sitosteril ferulato (7%-17%), e estigmasteril ferulato (1%-7%).  
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Figura 2 - Cromatograma do γ-orizanol padrão e dos extratos dos diferentes tamanhos de 

partículas  
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Além da confirmação da presença dos componentes majoritários nos extratos de 

γ-orizanol, também foi avaliado o perfil destes componentes (Tabela 1) nas amostras obtidas 

nas diferentes frações granulométricas do farelo de arroz. 

 

Tabela 1 - Perfil dos componentes majoritários do γ-orizanol nas frações granulométricas 

do farelo de arroz 

Tamanhos de 

partículas 

(mm) 

Cicloartenil 

ferulato 

(%) 

2,4-metileno 

cicloartenil ferulato 

(%) 

Campesteril 

ferulato 

(%) 

β-sitosteril 

ferulato 

(%) 

Entre 1,67 e 0,73 19,8 + 0,2
c
 44,5 + 0,4

a
 19,6 + 0,2

b
 16,2 + 0,5

a
 

Entre 0,73 e 0,50 20,3 + 0,1
b
 43,0 + 0,6

b
 19,8 + 0,2

b
 16,9 + 1,0

a
 

Menores de 0,39 20,8 + 0,0
a
 42,3 + 0,2

b
 21,0 + 0,1

a
 15,9 + 0,2

a
 

Resultados expressos como média + desvio padrão. Letras sobrescritos diferentes na mesma coluna indicam 

diferença significativa (p<0,05) 

 

Dos 4 componentes majoritários do γ-orizanol avaliados nos extratos, o 

2,4-metileno cicloartenil ferulato apresentou-se em maior quantidade (42,3% à 44,5%), 

seguido do campesteril ferulato (19,6% à 21,0%), cicloartenil ferulato (19,8% à 20,8%) e 

β-sitosteril ferulato (15,9% à 16,2%). Os compostos do γ-orizanol, cicloartenil ferulato, 

2,4-metileno cicloartenil ferulato e campesteril ferulato, apresentaram diferença significativa 

nas diferentes frações granulométricas. Nas partículas com tamanho entre 1,67 mm e 0,73 mm 

o composto 2,4-metileno cicloartenil ferulato foi encontrado em um percentual de 5,2% maior 

que à fração de partículas menores que 0,39 mm, e os compostos cicloartenil ferulato e 

Menores 0,39 mm 
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campesteril ferulato 5,1% e 7,1%, estavam respectivamente, menores em relação à fração de 

partículas menores que 0,39 mm. 

 

3.2 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE 

 

Um dos métodos mais usados para verificar a capacidade antioxidante consiste em 

avaliar a atividade sequestradora do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH
•
), de 

coloração púrpura, pelo antioxidante. O DPPH
•
 é reduzido formando 2,2-

difenilpicril-hidrazina (DPPH-H), de coloração amarela (HERRERO et al., 2005). Esse 

método apresenta vantagens quando os antioxidantes analisados são mais solúveis em 

solventes orgânicos e, consequentemente, os processos oxidativos ocorrem na fração lipídica 

(LIMA, 2008). As concentrações dos extratos e padrões para determinação da atividade 

antioxidante foram baseadas na literatura e em testes prévios, nos quais foi avaliada a 

capacidade de atuação do antioxidante em concentrações crescentes.  

Os resultados de inibição do radical livre DPPH estão apresentados (Tabela 2) 

como percentual de inibição específica, pois foram utilizadas concentrações diferentes do 

γ-orizanol, sendo da fração com partículas de tamanho entre 1,67 e 0,73 mm 5 µg/mL e as 

demais 25 µg/mL. 

 

Tabela 2 – Percentual de inibição específica (% inibição/µgorizanol) do radical livre DPPH 

no período de 0 a 180 min 

Tamanho de 

partícula (mm) 

Tempo (min) 

0 15 30 45 60 90 120 150 180 

Entre 1,67 e 0,73 6,7
a
 5,5

a
 6,7

a
 6,6

a
 6,4

a
 6,3

a
 6,1

a
 6,1

a
 6,0

a
 

Entre 0,73 e 0,50 2,0
a
 2,0

a
 2,0

a
 2,1

a
 2,0

a
 2,0

a
 2,0

a
 2,0

a
 2,0

a
 

Menores 0,39 0,9
a
 0,9

a
 1,0

a
 1,0

a
 1,0

a
 1,0

a
 0,9

a
 1,0

a
 1,0

a
 

Padrão 0,3
b
 0,4

a
 0,4

a
 0,4

a
 0,2

c
 0,3

b
 0,3

bc
 0,3

bc
 0,3

bc
 

Os valores estão demonstrados como média (n=3). Letras sobrescritas iguais na mesma linha indicam que 

 não há diferença significativa (p>0,05) 

 

Todos os extratos do γ-orizanol apresentaram uma capacidade de sequestrar o 

radical DPPH
•
 maior que o padrão de γ-orizanol. O extrato bruto foi mais eficaz do que o 

padrão como antioxidante, pois nele estão presentes outras formas químicas que atuam 

sinergicamente na captura do radical livre. As pesquisas estão focadas na identificação de
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compostos com atividade antioxidante provenientes de fontes naturais, que possam atuar 

sozinhos ou sinergicamente com outros aditivos, para serem empregados como alternativa 

para previnir a deterioração oxidativa de alimentos e para limitar o uso dos antioxidantes e 

agentes conservadores sintéticos (HEMEDA; KLEIN, 1990; OLIVEIRA et al., 2007).  

Os extratos de γ-orizanol provenientes das menores frações granulométricas do 

farelo de arroz apresentaram as menores atividades antioxidantes específicas (entre 0,9% e 

2,0%), pois por proporcionar uma área de superfície maior as suas paredes celulares sofreram 

maior dano estrutural durante o brunimento (JENG et al., 2013), promovendo a oxidação de 

compostos fenólicos. 

A quantidade de extrato necessária para decrescer a concentração inicial de DPPH 

em 50% (CI50) é uma informação importante para posterior aplicação do antioxidante e está 

apresentada na Tabela 3.  

 

Tabela 3 – CI50 dos extratos de γ-orizanol das diferentes 

 frações granulométricas 

Frações granulométricas  CI50 (µg/mL) 

Entre 1,67 e 0,73  6,63 

Entre 0,73 e 0,50  21,69 

Menores 0,39  36,63 

Padrão  79,67 

CI50 = concentração de antioxidante requerida para sequestrar 50% dos radicais DPPH
•
 

 

A CI50 do extrato da fração com partículas de tamanho entre 1,67 e 0,73 mm 

(6,63 µg/mL) foi 5,5 vezes menor em relação à fração com partículas menores que 0,39 mm 

(36,63 µg/mL). O valor de CI50 do extrato da fração com partículas de tamanho entre 1,67 e 

0,73 mm (6,63 µg/mL) foi inferior ao encontrado no estudo de Heidtmann-Bemvenuti (2014), 

aonde o CI50 foi de 29 µg/mL, empregando o extrato obtido da fração granulométrica inferior 

que 0,73 mm do farelo de arroz.  

O excelente resultado antioxidante apresentado pelo extrato obtido das partículas 

de maior granulometria pode estar relacionado ao fato do composto antioxidante não ter sido 

submetido a condições dráticas de brunimento e aumento consequente de temperatura.  

Também a presença de casca de arroz nessa fração, a qual possui um mecanismo antioxidante 

de defesa próprio para proteger o grão de arroz do estresse oxidativo (RAMARATHNAM et 

al., 1988).  
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Alguns estudos demonstram que a atividade antioxidante do γ-orizanol é 

influenciada pela sua composição, assim a maior atividade do extrato da fração com partículas 

de tamanho entre 1,67 e 0,73 mm pode ser atribuída ao perfil dos componentes majoritários, 

pois o componente 2,4-metileno cicloartenil ferulato apresentou-se em quantidade cerca de 

5% maior nessa fração. Xu, Hua e Godber (2001) avaliaram o poder dos componentes do 

γ-orizanol sobre a oxidação do colesterol, encontrando maior efetividade de inibição para o 

2,4-metileno cicloartenil ferulato quando comparado ao cicloartenil ferulato e campesteril 

ferulato. No estudo de Yagi e Ohishi (1979) a oxidação do ácido linoléico sob irradiação UV 

foi mais efetivamente inibida pelo 2,4-metileno cicloartenil ferulato e campestril ferulato do 

que pelo cicloartenil ferulato. 

 

4 CONCLUSÃO 

 

A separação granulométrica das frações do farelo de arroz promoveu aumento no 

rendimento e alteração no perfil do γ-orizanol. Fração granulométrica inferior que 0,39 mm 

propiciou maior rendimento de extração do γ-orizanol (1,54 mg/g) e alterações no perfil dos 

componentes majoritários. O extrato obtido da fração com partículas de tamanho entre 1,67 e 

0,73 mm continha 2,4-metileno cicloartenil ferulato em 5,2% maior em relação ao extrato da 

fração granulométrica inferior que 0,39 mm. Este também foi o mais eficiente na atividade 

antioxidante, com uma inibição específica estimada para inibição do radical DPPH de 6,7% e 

um CI50 de 6,63 µg/mL.  
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ARTIGO 3.  CULTIVO DE Rhizopus oryzae EM FARELO DE ARROZ E SEU EFEITO NO 
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RESUMO 

 

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do cultivo em estado sólido com Rhizopus oryzae 

em farelo de arroz integral no conteúdo do γ-orizanol e sua atividade antioxidante. O 

γ-orizanol foi extraído com solventes orgânicos e seus extratos caracterizados em relação aos 

seus ácidos graxos, os quais foram identificados em CG-DIC e seus componentes majoritários 

em CLAE-UV. A capacidade antioxidante dos extratos foi verificada pelo consumo do radical 

livre DPPH
●
, capacidade de captura do radical ABTS

●+
, inibição da reação de auto-oxidação 

do β-caroteno e redução de oxidação em sistema lipídico. Com o processo de cultivo a 

concentração do γ-orizanol aumentou em 51,5% em 48 h de cultivo (20,52 mg/g), com 

aumento dos ácidos graxos poli-insaturados em 5,7%. A presença dos componentes 

majoritários do γ-orizanol (cicloartenil ferulato, 2,4-metileno cicloartenil ferulato, campesteril 

ferulato, β-sitosteril ferulato) nos extratos foi confirmada bem como a alteração no perfil 

destes componentes. O extrato de  γ-orizanol obtido da biomassa fúngica de 72 h demonstrou 

a maior inibição do radical DPPH (59,0%), e o extrato de 96 h inibiu em 90,5% a oxidação 

em sistema de emulsão β-caroteno/ácido linoleico e reduziu em 30% os indicadores químicos 

de oxidação no azeite de oliva. Com isso, o processo de cultivo propicia, além do aumento no 

conteúdo de γ-orizanol, melhorias nas propriedades funcionais do farelo, podendo ser 

aplicado na indústria alimentícia.          

 

 

Palavras-chave: Biomassa. Cultivo em estado sólido. Oxidação. 2,4-metileno cicloartenil 

ferulato.  

 

1 INTRODUÇÃO 

 

A procura dos consumidores por alimentos naturais tem limitado a utilização de 

métodos tradicionais para controlar a degradação oxidativa a partir de radicais livres, tais 

como antioxidantes sintéticos (MOO-HUCHIN et al., 2015), demandando pesquisas para 

identificação de novos antioxidantes que sejam seguros e provenientes de fontes naturais, 

reduzindo assim componentes sintéticos nos alimentos por meio da associação ou até mesmo 

a sua substituição (SCHMITH et al., 2014; SUKHONTHARA; KAEWKA; 

THEERAKULKAIT, 2016). 

Dentre os compostos fenólicos estão os ácidos fenólicos, que podem se apresentar 

da forma livre ou ligada (SOARES, 2002). Um exemplo desse composto presente no farelo de 

arroz é o γ-orizanol, uma mistura de ésteres do ácido ferúlico com esteróis ou álcoois 

triterpênicos de plantas (SIRIPAIROJ; KAEWCHADA; JAREE, 2014), o qual exerce uma 

variedade de efeitos biológicos (ISLAM et al., 2008; SON et al., 2011). Além disso, esta 

mistura de compostos mostrou-se promissora para o desenvolvimento de alimentos funcionais 

e para estabilizar óleos e gorduras (LERMA-GARCIA et al., 2009). 
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No entanto, a maioria dos compostos fenólicos com atividade antioxidante em 

plantas se encontram ligados de forma covalente a um polímero insolúvel (NIWA; 

MIYACHI, 1986), sendo necessário um tratamento eficaz para liberar esses compostos. 

Dentre estes tratamentos podem ser usados, processos físicos (WANYO; MESSO; 

SIRIAMORNPUN, 2014) ou biológicos, sendo o cultivo em estado sólido amplamente 

utilizado como forma de disponibilizar compostos funcionais (SCHMIDT et al., 2014), 

empregando principalmente fungos filamentosos não toxigênicos, especialmente os do gênero 

Rhizopus, por produzirem proteínas altamente digeríveis e nenhuma substância tóxica 

(OLIVEIRA et al., 2010). 

 Portanto, o objetivo do presente estudo foi avaliar a influência do cultivo em 

estado sólido do Rhizopus oryzae em farelo de arroz integral sobre a disponibilidade de 

γ-orizanol e seu perfil em componentes majoritários e ácidos graxos, bem como suas 

propriedades antioxidantes. 

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 MATERIAL 

 

O farelo de arroz integral (FAI) foi obtido de indústria beneficiadora de arroz 

situada no sul do Rio Grande do Sul, Brasil. As cepas de Rhizopus oryzae CCT 7560 foram 

adquiridas do Banco de Culturas da Fundação Tropical André Tosello, Campinas, Brasil. O 

padrão de ésteres metílicos (Supelco® 37 Component FAME Mix) foi adquirido da Sigma 

Aldrich, USA e o padrão de γ-orizanol foi obtido da Wako Chemicals, USA (pureza > 98%).  

 

2.2 CARACTERIZAÇÃO DO FARELO DE ARROZ INTEGRAL (FAI) 

 

A padronização da granulometria das partículas do farelo de arroz para utilização 

no cultivo foi realizada conforme trabalho anterior (Dados não publicados). A composição 

proximal foi determinada segundo a AOAC (2000): umidade (nº 934.01), cinzas (nº 900.02), 

proteínas (nº 955.04C; fator de conversão 5,75), lipídios (nº 920.85) e fibra bruta (nº 962.09). 

Os percentuais de carboidratos foram estimados por diferença.  
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2.3 CULTIVO DE Rhizopus oryzae 

 

As cepas de Rhizopus oryzae CCT 7560 foram mantidas em meio Ágar Batata-

Dextrose (BDA) a 4 °C e os esporos foram propagados em uma emulsão aquosa de Tween 80 

(0,2 %), e novamente inoculados em meio BDA durante 7 dias a 30 °C até a esporulação, para 

posterior utilização no cultivo. 

A suspensão de esporos para o cultivo foi obtida a partir da adição de emulsão 

aquosa de Tween 80 (0,2 %) na cultura do fungo e liberação dos esporos por raspagem com 

alça Drigalski. A concentração dos esporos foi estimada por enumeração em câmara de 

Neubauer. 

O FAI foi utilizado como substrato, cuja granulometria foi padronizada em 

partículas menores que 0,39 mm - 40%; 0,50 e 0,73 mm - 25% cada e 1,67mm - 10%, após 

distribuído em uma camada de 2 cm de espessura em reatores de bandeja 

(12,5 × 12,5 × 5 cm
3
) e esterilizado. A massa de 100 g de farelo foi utilizada como base para 

o cálculo da quantidade de solução nutriente, água estéril e solução de esporos que foram 

adicionados.  A solução nutriente (2 g/L de KH2PO4, 1 g/L de MgSO4 e 1,8 g/L de 

NH2CONH2 em HCl 0,4 N) foi adicionada na proporção de 45 mL de solução para 100 g de 

substrato, e a suspensão de esporos na concentração inicial de 4 x 10
6
 esporos/g de farelo. A 

umidade do meio foi ajustada para aproximadamente 50% com adição de água estéril. Os 

reatores foram cobertos com gaze estéril, para permitir a aeração, e mantidos em câmara de 

cultivo a 30 °C durante 120 h. Para o ponto controle (tempo 0 h), o FAI foi esterilizado e 

recebeu adição das soluções nutriente e de esporos e armazenado imediatamente a -18 °C. As 

demais amostras de biomassa foram retiradas em intervalos de 24 h até completar 120 h de 

cultivo e mantidas a -18 ºC para posteriores extrações (OLIVEIRA et al., 2010). 

 

2.4 DETERMINAÇÃO DE LIPÍDIOS 

 

As biomassas fúngicas coletadas ao longo do cultivo e antes do início do processo 

de cultivo foram submetidas à extração de lipídios segundo o método de Folch, Lees e Stanley 

(1957) com adaptações, onde foi adicionado 1 mL de KCl 0,88% em 1 g da amostra e 

homogeneizado, após foi agitada em banho ultrassônico por 5 min com 10 mL da mistura 

clorofórmio:metanol (2:1) e centrifugada por 15 min. O sobrenadante foi separado e o 

processo de extração foi repetido mais 2 vezes. Os sobrenadantes foram filtrados, e 
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transferidos para um funil de separação. Foram adicionados 20 mL de KCl 0,88% seguido por 

agitação manual. A fase inferior foi coletada e homogeneizada com 10 mL da solução de 

clorofórmio:metanol (2:1) por duas vezes. A fase orgânica separada foi filtrada em sulfato de 

sódio anidro e submetida à evaporação do solvente. O resíduo foi pesado para quantificar o 

conteúdo de lipídios.  

 

2.5 EXTRAÇÃO DE γ-ORIZANOL 

 

A extração do γ-orizanol foi realizada nas biomassas em todos os tempos de 

cultivo (0, 24, 48, 72, 96 e 120 h), a partir da amostra (10 g), suspensa em água destilada 

(50 mL) seguido da adição de ácido ascórbico (2 g). A mistura foi então agitada em vortex e 

incubada em banho maria a 40 °C por 40 min. Foram adicionados solventes hexano e 

isopropanol na proporção 1:3 (75 mL) e agitado em vortex por 30 s, centrifugado por 15 min 

a 3200 x g. Após, foram separadas as camadas orgânicas em um funil de separação. Os 

precipitados foram re-extraídos com os solventes hexano e isopropanol na proporção 1:3 

(10 mL) e o processo a partir da agitação em vortex foi repetido (HEIDTMANN-

BEMVENUTI; NORA; BADIALE-FURLONG, 2012). As fases orgânicas foram combinadas 

e transferidas para secagem em cápsulas de porcelana em estufa a 60 ºC e o extrato contendo 

o γ-orizanol pesado para quantificar o seu conteúdo e posteriormente calcular a concentração 

de γ-orizanol. 

Para quantificação γ-orizanol, foi realizada diluição do extrato em isopropanol e 

leitura em espectrofotômetro em comprimento de onda de 326 nm (LILITCHAN et al., 2008), 

empregando curva de calibração com concentrações padrão de γ-orizanol entre 3 e 20 µg/mL, 

o qual foi diluído em isopropanol. 

 

2.5.1 Caracterização do γ-orizanol 

 

2.5.1.1 Perfil de ácidos graxos 

 

Os extratos de γ-orizanol obtidos das biomassas e controle (0 h) foram 

caraterizados em relação à composição dos ácidos graxos por cromatografia gasosa. Os 

extratos de γ-orizanol foram esterificados pelo método adaptado de Metcalfe, Schimtz e Pelke 

(1966), com adição de KOH 0,5 M em metanol nos extratos e catalisados pela solução de
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trifluoreto de boro diluída em metanol, e logo, o solvente evaporado. As amostras foram 

solubilizadas em diclorometano para injeção no cromatógrafo.  

Para separar e quantificar a mistura de ácidos graxos esterificados, foi empregado 

Cromatógrafo a gás (Shimadzu 2010 Plus), equipado com injetor split/splitless, coluna capilar 

RTX
®
-1 (30 m x 0,25 mmID x 0,25 μm) e detector por ionização de chama (DIC). O gás de 

arraste foi hélio em uma vazão de 1,25 mL/min. As temperaturas do injetor e do detector 

foram ajustadas para 260 °C, sendo o volume injetado de 1 µL. As condições cromatográficas 

de separação foram temperatura inicial da coluna 50 °C, elevando-se para 200 °C, em uma 

taxa de 6 °C/min, permanecendo nesta temperatura por 4 min. Na segunda rampa de 

temperatura a taxa de aumento foi de 2 °C/min até 240 °C, permanecendo por 10 min. A 

comparação dos tempos de retenção com padrões de ésteres metílicos foi usada para 

identificação do perfil de ácidos graxos das amostras e quantificados pela normatização das 

áreas.  

 

2.5.1.2 Perfil dos componentes majoritários do γ-orizanol 

 

A confirmação dos componentes majoritários nos extratos do γ-orizanol foi 

realizada em cromatógrafo líquido de alta eficiência com detector ultravioleta (CLAE-UV) 

utilizando-se o padrão do γ-orizanol (30 µg/mL) e os extratos de γ-orizanol das biomassas 

(30 µg/mL) nas mesmas condições de Paucar-Menacho et al. (2007). A eluição dos 

componentes da mistura foi realizada com acetonitrila:metanol:isopropanol 50:45:5 (v/v/v) 

com fluxo de 1,0 mL/min, usando como fase estacionária a coluna C18 (10 µm) 250 x 4,6 mm 

e a detecção foi realizada em comprimento de onda de 315 nm. Os quatro picos majoritários 

correspondem, respectivamente, ao cicloartenil ferulato, 2,4-metileno cicloartenil ferulato, 

campesteril ferulato e β-sitosteril ferulato. 

 

2.6 ATIVIDADES ANTIOXIDANTES 

 

As capacidades antioxidantes dos extratos de γ-orizanol obtidos das biomassas em 

diferentes tempos de cultivo (0, 24, 48, 72, 96 e 120 h) foram verificadas pelos métodos de 

captura do radical livre DPPH
•
, captura do radical livre ABTS

•+
, sistema β-caroteno/ácido 

linoleico e determinação da estabilidade oxidativa. Para obter as concentrações do γ-orizanol 

utilizadas nos ensaios antioxidantes os extratos e padrão foram diluídos em isopropanol.
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2.6.1 Captura do radical livre DPPH
•
 (2,2-difenil-1-picril-hidrazila)  

 

O consumo do radical livre DPPH
•
 pelos extratos de γ-orizanol foi determinado a 

partir do decréscimo da unidade de absorvância. As medidas foram realizadas em 

espectrofotômetro UV-Vis em comprimento de onda de 515 nm. Aos tubos contendo 3,0 mL 

da solução metanólica de DPPH (5,2.10
-5

 mol/L) foram adicionados 0,5 mL de metanol 

(controle) e 0,5 mL dos antioxidantes: extratos de γ-orizanol (5, 10 e 25 µg/mL) e padrão de 

γ-orizanol (5, 10 e 25 µg/mL). A mistura reativa permaneceu em temperatura ambiente, sem a 

incidência de luz e a mudança de cor violeta para amarela foi medida após 0, 15, 30, 45, 60, 

90, 120, 150 e 180 min de reação (HERRERO et al., 2005). A capacidade de sequestrar 

radical livre foi expressa como percentual de inibição de oxidação do radical (I) e calculado 

pela Equação 1: 

 

I = [(AbsDPPH – AbsExt) / AbsDPPH] * 100                                                                                (1) 

 

Onde AbsDPPH é a absorvância da solução de DPPH (controle) e AbsExtr é a 

absorvância da amostra em solução.  

Os valores de CI50, definida como a concentração de antioxidante requerida para 

sequestrar 50% dos radicais DPPH
•
 para os extratos de γ-orizanol, foram calculados a partir 

da equação da reta. Para determinar a equação da reta (Equação 2) as absorvâncias obtidas das 

diferentes diluições dos extratos foram plotadas no eixo Y e diluição dos extratos de 

γ-orizanol (µg/mL) no eixo X.  

 

y = -ax + b                                                                                                                                (2) 

 

Onde y é a absorvância inicial do controle dividido por 2, e x é a CI50 (µg/mL). 

 

2.6.2 Captura do radical ABTS
•+

 (2,2´-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-ácido 

sulfônico)  

 

A capacidade de captura do radical catiônico ABTS
●+

 pelos extratos foi realizada 

de acordo com Rufino et al. (2007). O radical ABTS
●+

 foi gerado pela oxidação do ABTS 

7 mM com o persulfato de potássio 2,45 mM, após repouso de 16 h no escuro, à temperatura
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ambiente. A solução contendo o radical foi diluída em etanol, até obter uma absorvância de 

0,700 ± 0,020 a 734 nm. Em 3 mL de solução diluída de ABTS
●+

 foram adicionados 30 µL 

dos antioxidantes extratos de γ-orizanol (35 µg/mL), e padrão de γ-orizanol (35 µg/mL). As 

medidas de absorvância foram realizadas a 734 nm após 6 min de reação. Os valores foram 

expressos em atividade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC) como mmolTrolox/gextrato, 

usando uma curva de calibração de Trolox (0,1 a 2 μmol/mL). 

 

2.6.3 Atividade antioxidante pelo sistema β-caroteno/ácido linoleico  

 

A avaliação da atividade antioxidante foi realizada em meio emulsionado, através 

da técnica de co-oxidação de substratos, segundo Marco (1968) e modificada por Miller 

(1971). Para o preparo da mistura reativa, foram adicionados 27 µL de ácido linoleico, 0,1 mL 

de Tween 80, 1 mL de solução clorofórmica de β-caroteno a 5 mg/mL. Posteriormente, a 

mistura foi submetida à completa evaporação do clorofórmio em evaporador rotatório à 50 ºC. 

A esta mistura isenta de clorofórmio foram adicionados 50 mL de água deionizada, e agitada 

vigorosamente, para formar uma emulsão. A mistura reativa, assim preparada, apresentou-se 

límpida com absorvância entre 0,6 e 0,7 a 470 nm. Paralelamente, foi realizado um controle 

utilizando 27 µL de ácido linoléico, 0,1 mL de Tween 80 e 50 mL de água deionizada. Para as 

reações, foram adicionados 5 mL da emulsão em tubos de ensaio contendo 0,5 mL dos 

extratos de γ-orizanol (25 μg/mL) ou 0,5 mL do antioxidante sintético Butil-hidroxi-anisol 

(BHA) (200 μg/mL) e a absorvância medida a 470 nm no tempo zero, e em intervalos de 

15 min até completar 120 min. Em cada tempo de leitura foram verificadas a absorvância da 

amostra e do controle. A redução da absorvância das amostras (Absam) foi correlacionada com 

a queda do controle (Absc), obtendo-se a porcentagem de inibição de oxidação (% IO) através 

da Equação 3.  

 

% IO = [1 – (Abscinicial – Abscfinal / Absaminicial – Absamfinal)] * 100                               (3) 

 

2.6.4 Determinação da estabilidade oxidativa 

 

A estabilidade do azeite de oliva adicionado do extrato de γ-orizanol foi avaliada 

pelo emprego da luz ultravioleta (UV) em comprimento de onda de 324 nm (UVA) para 

promover a oxidação acelerada. Em placas de Petri foram adicionados 5 g de azeite de oliva e
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1 mL do extrato de γ-orizanol na concentração 20 µg/mL e nas amostras controle 1 mL de 

isopropanol. As misturas foram homogeneizadas e expostas à luz UV à temperatura ambiente 

por 10 h, sendo realizado a cada 2 h o índice de peróxidos (IP) conforme AOAC nº 965.33 

(2000) com valores expressos em miliequivalente de peróxidos por kilograma de azeite 

(meqperóxidos/kgamostra) e valor p-anisidina (VA), segundo Esteves, Gonçalves e 

Barrera-Arellano (1995) pela leitura da absorvância das amostras, em espectrofotômetro em 

comprimento de onda 350 nm. O valor de oxidação total (TOTOX) foi calculado baseado na 

Equação 4, onde o valor TOTOX foi correlacionado com a soma de duas vezes o IP e VA 

(SAMARAM et al., 2014). 

 

TOTOX = 2 * IP + VA                                                                                                             (4) 

 

2.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Para avaliar as significâncias das diferenças das variáveis dependentes (γ-orizanol, 

componentes majoritários do γ-orizanol e atividades antioxidantes) no decorrer do cultivo 

(variável independente) foi utilizada análise de variância (ANOVA), seguido pelo teste de 

diferenças de médias Tukey e análise de regressão para avaliar a correlação da atividade 

antioxidante dos extratos de γ-orizanol com os ácidos graxos insaturados, utilizando o 

Software Statistica 6.0. Diferenças com um valor de probabilidade de p<0,05 foram 

consideradas significativas, e os dados foram apresentados como média ± desvio padrão.  

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1 γ-ORIZANOL 

 

A padronização da granulometria do farelo de arroz utilizado como subtrato no 

cultivo foi baseada em estudos anteriores (Dados não publicados). Com a granulometria 

padronizada, foram determinados os macrocomponentes umidade 11,2% ± 0,29, cinzas 10,0% 

± 0,52, fibras 6,5% ± 4,11, lipídios 17,9% ± 5,75, proteínas 13,0% ± 4,29 e carboidratos 

41,3% ± 3,01. Com esta composição o farelo resultante pode ser empregado como substrato 

para cultivo de Rizophus oryzae, pois os macronutrientes são suficientes para a geração de
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biomassa fúngica após a complementação com micronutrientes minerais e ajuste de umidade 

com adição de água estéril. 

No decorrer do cultivo foram determinadas as concentrações do composto 

γ-orizanol e dos lipídios (Figura 1). 

 

Figura 1 - Concentração de γ-orizanol e de lipídios durante cultivo em estado sólido 
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As enzimas responsáveis pela degradação dos resíduos lignocelulolíticos são 

principalmente produzidas por fungos, visto que estes micro-organismos possuem dois 

sistemas enzimáticos extracelulares: um sistema hidrolítico que produz hidrolases, que são 

capazes de degradar polissacarídeos, e outro sistema ligninolítico oxidativo, que degrada 

lignina e abre anéis de fenol, aumentando o conteúdo de fenóis livres (SANCHEZ, 2009). 

A concentração de γ-orizanol na amostra controle (0 h) foi de 13,54 mg/g, 

resultado similar ao verificado por Heidtmann-Bemvenuti, Nora e Badiale-Furlong (2012), 

quando estudaram cinco métodos de extração de γ-orizanol de farelo de arroz e otimizaram o 

melhor método, obtendo 13,98 mg de γ-orizanol por g de amostra. Ao longo do cultivo com o 

fungo Rhizopus oryzae a concentração de γ-orizanol aumentou em 51,5% em 48 h (20,52 

mg/g), quando comparado ao controle (13,54 mg/g). Também houve aumento de lipídios em 

14,7%. Para o melhor rendimento de extração de γ-orizanol é interessante que o farelo 

contenha elevado conteúdo lipídico, pois é onde há maior teor do composto γ-orizanol 

(PESTANA-BAUER et al., 2012). 
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O fungo Rhizopus oryzae durante o seu desenvolvimento produz uma variedade 

de enzimas (MARTINS et al., 2011) que podem degradar a parede da célula tornando os 

compostos intracelulares mais acessíveis para extração (LI; SMITH; HOSSAIN, 2006). Como 

o γ-orizanol é derivado do ácido fenólico, ácido ferúlico esterificado com esteróis de plantas, 

o aumento do mesmo com o cultivo pode estar associado ao aumento do ácido ferúlico 

(SCHMIDT et al., 2014). 

No estudo de Goufo et al. (2014) o teor de γ-orizanol diminuiu nas frações de 

moagem do arroz sob elevado CO2, acompanhado da redução do conteúdo de ácido ferúlico, e 

os autores relacionaram a diminuição do conteúdo de γ-orizanol devido a redução do ácido 

ferúlico.  

 

3.1.1 Caracterização do γ–orizanol 

 

3.1.1.1 Perfil dos ácidos graxos 

 

Os extratos de γ-orizanol obtidos da biomassa fúngica foram caracterizados em 

relação ao perfil de ácidos graxos (Tabela 1).  

Dos 37 ácidos graxos analisados, o ácido γ–linolênico (18:3n6) apresentou-se em 

maior quantidade (41,6% à 44,6%), seguido do ácido linoleico (18:2n6c) (34,2% à 37,4%) e 

ácido palmítico (16:0) (15,2% à 20,0%). Na amostra controle (0 h) a maior parte dos ácidos 

graxos foram poli-insaturados (78,8%), seguidos dos saturados (20,3%) e monoinsaturados 

(0,9%). No intervalo de 96 h de cultivo, os ácidos graxos poli-insaturados aumentaram em 

5,8% (83,3%) e os saturados reduziram em 22,3% (15,8%), o que ocasionou aumento da 

relação dos ácidos graxos poli-insaturados e saturados de 3,9% para 5,3%. Apesar dos ácidos 

graxos insaturados serem benéficos à saúde, eles também são os mais susceptíveis a oxidação 

(SOARES, 2002), demandando por ação antioxidante mais intensa do γ-orizanol. Além disso, 

o aumento dos ácidos graxos insaturados pode contribuir para a atividade antioxidante do 

extrato, pois foi demonstrado que existe coeficiente de correlação elevado entre ácidos graxos 

insaturados e atividade antioxidante (TANG et al., 2015). 
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Tabela 1 - Perfil dos ácidos graxos dos extratos do γ-orizanol das biomassas 

Ácidos graxos 
Conteúdo de ácidos graxos (%) 

0h 24h 48h 72h 96h 120h 

12:0 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 

14:0 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 n.d n.d 

15:0 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 

16:0 20,0 16,7 17,1 15,5 15,2 15,8 

18:0 n.d 0,2 0,2 0,2 0,2 0,3 

23:0 0,3 0,3 0,3 0,4 0,4 0,4 

24:0 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 

∑Saturados 20,3 17,3 17,6 16,1 15,8 16,6 

14:1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 

15:1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 

16:1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 

24:1n9 0,5 0,6 0,6 0,7 0,7 0,8 

∑Monoinsaturados 0,9 0,8 0,9 0,9 0,9 1,0 

18:2n6c 34,2 34,4 35,7 36,4 37,4 36,2 

18:3n6 41,6 44,6 42,8 43,4 42,8 43,1 

18:3n3 1,6 1,5 1,6 1,6 1,5 1,5 

20:2 <0,1 n.d n.d <0,1 <0,1 <0,1 

20:3n6 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 

20:3n3 0,5 0,6 0,6 0,7 0,7 0,7 

20:4n6 0,8 0,8 0,7 0,8 0,8 0,8 

20:5n3 n.d n.d n.d <0,1 0,1 <0,1 

22:02 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 

22:6n3 n.d n.d n.d <0,1 <0,1 <0,1 

∑Poli-insaturados 78,8 81,9 81,5 82,9 83,3 82,4 

P/S 3,9 4,7 4,6 5,1 5,3 5,0 

∑ = somatório, P/S = relação dos ácidos graxos poli-insaturados e saturados 

 

3.1.1.2 Perfil dos componentes majoritários 

 

Os componentes majoritários do γ-orizanol foram avaliados em todos os tempos 

de cultivo (Figura 2B) e pode-se verificar que estão presentes em todas as amostras com os
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mesmos tempos de retenção do padrão (Figura 2A), confirmando que os componentes do 

γ-orizanol estão presentes nos extratos obtidos das biomassas. 

Os quatro sinais cromatográficos majoritários correspondem, respectivamente, ao 

cicliartenil ferulato (11,12 min), 2,4-metileno cicloartenil ferulato (11,89 min), campesteril 

ferulato (13,21 min) e β-sitosteril ferulato (14,29 min). Pode-se verificar que o composto 

2,4-metileno cicloartenil ferulato foi predominante nas amostras. Esses resultados estão de 

acordo com a literatura, a qual menciona que dos 25 componentes de γ-orizanol encontrados, 

cinco deles representam cerca de 95% do conteúdo total de γ-orizanol. Sendo predominante o 

2,4-metileno cicloartenil ferulato (34%-44%), seguido do cicloartenil ferulato (19%-26%), 

campesteril ferulato (15%-23%), β-sitosteril ferulato (7%-17%), e estigmasteril ferulato 

(1%-7%) (GOUFO; TRINDADE, 2014). 

 

Figura 2 - Cromatograma do γ-orizanol padrão (A) e dos extratos da biomassa (B) 

 

Além da confirmação da presença dos componentes majoritários nos extratos de 

γ-orizanol, também foi avaliado a alteração do perfil destes componentes durante o culivo 

fúngico (Tabela 2). 

B 

A 

Cicloartenil 

 ferulato 

2,4-metileno 

    cicloartenil ferulato 

β-sitosteril 

ferulato 

Campesteril 

ferulato 
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Tabela 2 - Perfil dos componentes majoritários do γ-orizanol durante o cultivo 

Tempos de 

cultivo (h) 

Cicloartenil 

ferulato 

(%) 

2,4-metileno 

cicloartenil ferulato 

(%) 

Campesteril 

ferulato 

(%) 

β-sitosteril 

ferulato 

(%) 

0 19,2 + 0,1
b
 45,1 + 0,1

b
 21,1 + 0,1

a
 14,6 + 0,3

c
 

24 18,0 + 0,2
c
 45,9 + 0,2

a
 21,4 + 0,0

a
 14,8 + 0,1

c
 

48 17,8 + 0,1
c
 45,9 + 0,1

a
 21,3 + 0,0

a
 15,2 + 0,0

bc
 

72 18,1 + 0,4
c
 45,5 + 0,3

ab
 21,3 + 0,0

a
 15,2 + 0,1

bc
 

96 20,2 + 0,1
a
 43,6 + 0,0

c
 20,7 + 0,2

b
 15,5 + 0,3

b
 

120 20,2 + 0,2
a
 43,5 + 0,2

c
 20,1 + 0,0

c
 16,3 + 0,0

a
 

Resultados expressos como média + desvio padrão. Letras sobrescritas diferentes na mesma coluna indicam 

diferença significativa (p<0,05) 

 

O perfil dos componentes majoritários do γ-orizanol foi alterado durante o cultivo, 

apresentando aumento significativo dos compostos 2,4-metileno cicloartenil ferulato nos 

tempos 24 e 48 h e cicloartenil ferulato e β-sitosteril ferulato a partir de 96 h, com produção 

de 11,6% do componente β-sitosteril ferulato no final do cultivo.  Estudos demonstram que o 

composto 2,4-metileno cicloartenil ferulato reduz os riscos de câncer e colesterol (KIM et al., 

2015a; KIM et al., 2015b), e junto com cicloartenil ferulato exercem função antioxidante, 

enquanto o campesteril ferulato e β-sitosteril ferulato agem na diminuição da síntese do 

colesterol (BERGER et al., 2005). 

 

3.2 ATIVIDADES ANTIOXIDANTES 

 

3.2.1 DPPH e ABTS 

 

O efeito do cultivo, nas atividades antioxidantes dos extratos de γ-orizanol, foi 

verificado através do % de inibição do radical DPPH
•
, atividade antioxidante equivalente ao 

Trolox e concentração de antioxidante requerida para sequestrar 50% dos radicais DPPH
•
 

(Tabela 3), comparativamente ao padrão de γ-orizanol.  
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Tabela 3 – Efeito do cultivo nas atividades antioxidantes dos extratos de γ-orizanol 

Antioxidante 
Tempo 

cultivo (h) 

DPPH 

(% inibição) 

TEAC 

(mmolTrolox/gextrato) 

CI50 

(µg/mL) 

γ-orizanol 

0 43,8
b
 3,26ª 24,21

ab
 

24 54,6
ab

 3,24ª 20,92
b
 

48 55,2
ab

 3,19
b
 19,46

b
 

72 59,0
a
 3,19

b
 19,20

b
 

96 55,5
ab

 3,14
b
 20,14

b
 

120 48,9
ab

 3,19
b
 22,75

b
 

Padrão de γ-orizanol 6,8
c
 2,96

c
 79,67ª 

Letras sobrescritas iguais na mesma coluna indicam que não há diferença significativa (p>0,05). 

TEAC= atividade antioxidante equivalente ao Trolox, CI50= concentração de antioxidante requerida para 

sequestrar 50% dos radicais DPPH
•
 

 

O extrato γ-orizanol obtido da biomassa de 72 h apresentou elevada atividade 

antioxidante (59,0%), sendo esta 88,5% mais eficaz que o padrão de γ-orizanol (6,8%). Esse 

comportamento pode ser atribuído ao fato de que o extrato γ-orizanol contém outras formas 

químicas e estas atuam sinergicamente na captura do radical livre. Devido a isso, alguns 

autores sugerem o uso de extratos brutos para proteção contra a oxidação em matrizes 

alimentícias (DE ABREU; RODRIGUEZ; CRUZ, 2012; NASCIMENTO et al., 2015). 

A estimativa da quantidade de extrato γ-orizanol necessário para diminuir em 50% 

a concentração inicial de DPPH (CI50) demonstrou que o extrato mais eficaz foi o obtido da 

biomassa produzida em 72 h, sendo necessário 20,7% a menos de γ-orizanol em comparação 

com o extrato γ-orizanol controle (0 h). Estes valores de CI50 foram inferiores ao encontrado 

no estudo de Heidtmann-Bemvenuti (2014), cujo CI50 foi de 29 µg/mL, proveniente de 

granulometria padronizada pelo autor que diferia do nosso estudo. 

Dentre os extratos de γ-orizanol obtidos das biomassas todos apresentaram valores 

de mmoltrolox/gextrato cerca de 10% maiores que o γ-orizanol padrão. A inativação do radical 

ABTS
●+

 é mais sensível do que o radical DPPH
●
, enquanto que este último envolve 

transferência de hidrogênio, a reação com o radical ABTS
●+

 está relacionada à transferência 

de elétrons (TUBA; GÜILÇIN, 2008). Desta forma, constatou-se que os compostos bioativos 

presentes no extrato γ-orizanol são eficientes para sequestrar radicais livres, tanto pela doação 

de hidrogênio, como a de elétrons. 
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Os ácidos graxos insaturados comprovadamente atuam como antioxidantes, sendo 

proporcional ao seu grau de instauração (RICHARD et al., 2008; VILLA-RODRIGUEZ et al. 

2011). Em vista disto, uma análise de regressão foi realizada para correlacionar a atividade 

antioxidante dos extratos de γ-orizanol das biomassas coletadas em vários intervalos de 

cultivo, considerando que havia diferenças no perfil dos ácidos graxos deles (Tabela 4).   

 

Tabela 4 – Coeficiente de correlação de Pearson (r) e probabilidade (p) da regressão 

linear entre ácidos graxos insaturados, monoinsaturados e poli-insaturados e atividades 

antioxidantes avaliadas pelo DPPH e ABTS 

Ácidos Graxos 
DPPH ABTS 

R p r p 

Insaturados 0,78 0,0673 -0,82 0,0455 

Monoinsaturados 0,29 0,5821 -0,21 0,6899 

Poli-insaturados 0,80 0,0589 -0,82 0,0479 

Valores de p<0,05 há diferença estatística 

 

 A maior correlação positiva foi verificada para atividade antioxidante DPPH com 

os ácidos graxos poli-insaturados, o que também foi verificado no estudo de Villa Rodriguez 

et al. (2011), no qual também identificaram essa relação entre grau de insaturação e atividade 

antioxidante.  

Para o ensaio ABTS a correlação foi negativa, provavelmente devido às 

diferenças nos mecanismos da reação, onde o ensaio ABTS baseia-se na transferência de 

elétrons e o DPPH envolve transferência de hidrogênio (TUBA; GÜILÇIN, 2008). 

 

3.2.2 Auto-oxidação do sistema β-caroteno/ácido linoleico 

 

Os extratos γ-orizanol obtidos de cultivo a partir de 24 h apresentaram inibição de 

oxidação acima de 70% (Figura 3).  

O γ-orizanol recuperado da biomassa cultivada por 96 h apresentou 38,6% de 

inibição maior em relação ao controle (0 h) e 41,7% quando comparado ao antioxidante 

sintético BHA. Foi escolhido o BHA para a comparação, por ser um dos antioxidantes 

sintéticos amplamente empregado pela indústria alimentícia brasileira na concentração 

máxima permitida pela legislação, a qual o Ministério da Saúde limita 200 mg/kg (ANVISA, 

2010). 



85 

 

Figura 3 - Cinética de inibição de oxidação dos extratos de γ-orizanol (25 µg/mL) obtidos das 

biomassas e do antioxidante BHA (200 µg/mL) pelo método de β-caroteno/ácido linoleico 
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A inibição de oxidação promovida pelos extratos de γ-orizanol obtidos das 

biomassas de 48, 96 e 120 h foram maiores em relação aos outros, e a explicação pode ser a 

composição, pois esses extratos apresentaram aumento de β-sitosteril ferulato em 4,1%, 6,2% 

e 11,6%, respectivamente. O estudo de Yagi e Ohishi (1979) demonstrou que a oxidação do 

ácido linoleico sob irradiação UV foi mais efetivamente inibida pelo 2,4-metileno cicloartenil 

ferulato e campestril ferulato do que pelo cicloartenil ferulato. 

A inibição da oxidação no sistema de emulsão pelo extrato de γ-orizanol foi 

similar ao observado por Frankel et al. (1994), que verificaram mais eficiência dos 

antioxidantes lipofílicos para controlar o processo de oxidação em emulsão do que em óleo. 

Segundo os autores esses resultados são relacionados à maior interação na interface ar-óleo 

dos antioxidantes polares e na interface óleo-água dos antioxidantes apolares. Portanto, os 

excelentes resultados de inibição oxidativa do γ-orizanol obtido das biomassas neste estudo 

demonstram que o mesmo pode ser utilizado como antioxidante em emulsões.  

 

3.2.3 Determinação da estabilidade oxidativa  

 

Todos os indicadores químicos de oxidação aumentaram nas amostras de azeite de 

oliva durante exposição à luz ultravioleta (UV) (Figura 4), demonstrando que a luz UV pode 
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ser utilizada como um método acelerado para determinação da estabilidade oxidativa, o que 

contribui para predizer a vida útil de óleos e gorduras, pois o acompanhamento das alterações 

ocorridas nestes produtos, nas condições de armazenamento, é lento e pode consumir grande 

quantidade de reagentes. 

O extrato de γ-orizanol obtido da biomassa cultivada por 96 h foi utilizado em 

experimento que empregou sistema lipídico, pela sua destacada ação inibidora (90,5%) na 

emulsão β-caroteno/ácido linoleico.  

A amostra controle (sem o extrato de γ-orizanol) apresentou o maior índice de 

peróxidos a partir de 4 h de exposição e valores de p-anisidina significativamente diferentes a 

partir de 2 h. A determinação da eficácia de um antioxidante corresponde à medida do 

prolongamento do período de indução pelo antioxidante, ou seja, quanto tempo a mais o 

lipídio será resistente à oxidação, correspondendo ao fator de proteção do antioxidante ao óleo 

(ANTONIASSI, 2001). 

 

Figura 4 – Índice de peróxidos (A), valor de p-anisidina (B) e valor TOTOX (C) de azeite de 

oliva com e sem adição do antioxidante γ-orizanol (20 µg/mL) durante oxidação acelerada por 

luz UV  
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O extrato de γ-orizanol obtido da biomassa atuou na inibição de formação de 

produtos primários de oxidação (peróxidos e hidroperóxidos) e consequentemente preveniu a 

formação de produtos secundários da oxidação lipídica (aldeídos).  

No estudo de Olmedo, Nepote e Grosso (2014) o óleo essencial de orégano 

apresentou bons resultados para inibição dos processos de oxidação lipídica em óleo de 
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girassol e em outro estudo frações de óleo de arroz ricas em γ-orizanol também apresentaram 

inibição da oxidação em óleo de girassol, avaliada pelo índice de peróxidos (CHIM; 

ZAMBIAZI; LEITÃO, 2006). 

Portanto, os resultados dos valores de índice de peróxidos, p-anisidina e TOTOX 

indicaram que o extrato de γ-orizanol utilizado no estudo promoveu a estabilidade oxidativa 

do azeite de oliva, demonstrando o potencial uso do γ-orizanol em azeite de oliva como uma 

alternativa para substituir os antioxidantes sintéticos. 

 

4 CONCLUSÃO 

 

Processo de cultivo em estado sólido do farelo de arroz resultou em efeitos 

favoráveis para a recuperação e composição da fração γ-orizanol, demonstrado por um 

aumentou de 51,5% e formação do 2,4-metileno cicloartenil ferulato presente nos extratos da 

biomassa cultivada por 24 e 48 h e cicloartenil ferulato e β-sitosteril ferulato (96 h). O extrato 

da biomassa cultivada por 72 h foi o mais eficiente para inibir o DPPH, o de 96 h inibiu em 

90,5% a oxidação em sistema de emulsão β-caroteno/ácido linoleico, além disso, atuou na 

inibição de formação de indicadores químicos de oxidação. Portanto, o cultivo em estado 

sólido com fungo Rhizopus oryzae mostrou-se adequado para o tratamento do farelo de arroz 

integral no que diz respeito a maior disponibilidade de γ-orizanol e melhorias de suas 

propriedades antioxidantes. 
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5 CONCLUSÃO 

 

O processo de cultivo em estado sólido de Rhizopus oryzae em farelo de arroz 

integral promoveu um aumento na ordem de 17,3% nos lipídios totais e 29% nos fosfolipídios 

nas primeiras 12 h, os quais foram reduzindo com a continuidade do cultivo. Os ácidos graxos 

saturados reduziram em 6,2% e os insaturados aumentaram em 13%, com redução do oleico 

(15,5%) e aumento do linolelaídico (11,9%) na biomassa cultivada por 84 h. Neste mesmo 

intervalo os ácidos graxos essenciais (ω6 e ω3) aumentaram em 13,3%. O fósforo inorgânico 

aumentou a partir de 12 h de cultivo e atingiu conteúdo maior que o orgânico com 36 h, com 

70% de fósforo inorgânico no final do cultivo. 

A fração granulométrica de farelo de arroz com partículas menores que 0,39 mm 

propiciou maior rendimento de extração de γ-orizanol, obtendo-se 1,54 mg/g. No entanto, os 

extratos de γ-orizanol provenientes das menores frações granulométricas do farelo de arroz 

(menores que 0,73 mm) apresentaram a menor atividade antioxidante específica (entre 0,9% e 

2,0%) e o extrato da fração de partículas com tamanhos entre 1,67 e 073 mm foi mais eficaz 

na inibição do radical DPPH (6,7%), com CI50 de 6,63 µg/mL. 

O cultivo fúngico resultou em efeitos favoráveis para a recuperação e composição 

do γ-orizanol. A maior concentração de γ-orizanol (20,52 mg/g) foi obtida na biomassa de 

48 h, além disso o cultivo promoveu alterações no perfil dos ácidos graxos e dos componentes 

majoritários, com aumento dos ácidos graxos poli-insaturados e formação do componente 

2,4-metileno cicloartenil ferulato nos tempos 24 e 48 h e cicloartenil ferulato e β-sitosteril 

ferulato a partir de 96 h com produção de 11,6% do componente β-sitosteril ferulato no final 

do cultivo. O extrato da biomassa de 72 h foi o mais eficiente com inibição de 59% do radical 

DPPH e CI50 de 19,20 µg/mL, já o extrato de 96 h inibiu em 90,5% a oxidação em sistema de 

emulsão β-caroteno/ácido linoleico, além disso, reduziu em 30% a formação de indicadores 

químicos de oxidação.  

Cultivo em estado sólido com fungo Rhizopus oryzae mostrou-se adequado para o 

tratamento do farelo de arroz integral para maior disponibilidade de γ-orizanol, alterar o seu 

perfil dos ácidos graxos e componentes majoritários, melhorando as suas propriedades 

antioxidantes. Além disso, pode ser aplicado para alteração do perfil de lipídios e fosfolipídios 

nas suas primeiras horas de formação da biomassa fúngica, com destaque para aumento dos 

ácidos graxos essenciais e da disponibilidade de fósforo. 
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