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RESUMO

O objetivo deste estudo foi quantificar o &cido alfa-linolénico [LNA, 18:3 (n-3)], avaliar a composi¢éo centesimal das folhas
e caules de linho (Linum usitatissimum L.) submetidos a secagem e colhidos em diferentes estégios de desenvolvimento (40, 80 e 120
dias), e determinar o potencia antioxidante das folhas colhidas aos 80 dias através do teste com o radical DPPH. As folhas obtiveram
mai ores teores de cinzas, proteina e lipidios totais em relacdo aos caules. Tanto as folhas quanto os caules apresentaram razGes de
AGPI/AGS e n-6/n-3 dentro dos valores considerados adequados para a alimentagéo. Os caules colhidos nos diferentes tempos ndo
apresentaram diferencgas significativas (P<0,05), quanto ao teor de LNA. As folhas colhidas aos 80 dias apresentaram a maior
concentragdo de LNA, correspondendo a 1,262,36 mg/100g de folhas desidratadas. Os diferentes extratos (metandlico, butandlico,
acetato e aquoso) foram eficientes nainibicdo do radical DPPH, com destaque para as fragfes butandlica e acetato, sendo os valores
de IC_, de aproximadamente 42ppm para as duas fragbes. Tais resultados evidenciaram a atividade antioxidante e potencial nutritivo
das folhas e caules de linho para futuro uso na alimentac&o animal e humana.

Termos para indexacéio: Omega-3, &cidos graxos, atividade antioxidante, DPPH.

ABSTRACT

The objective of this study was to quantify the alpha-linolenic acid [LNA, 18:3 (n-3)] and to evaluate the proximate
composition of leaves and stems of flax (Linum usitatissmum L.) dried and harvested at different stages of development (40, 80 and
120 days), and to determine the antioxidant potentia of the leaf harvested at 80 days using the test of DPPH radical. The leaves had
higher levels of ash, protein and total lipids when compared to the stems. Both the leaves as the stems had ratios of PUFA/SFA and
n-6/n-3 within the values considered suitable for food. Stems in the different stages showed no significant difference (P<0.05) of LNA
content. Leaves harvested at 80 days showed the highest concentration of LNA, corresponding to 1,262.36 mg/100g dried leaf. The
different extracts (methanol, butanol, acetate and water) were efficient in the inhibition of DPPH radical, with emphasis on the
butanolic and acetate fractions and the values of |C_ were approximately 42 ppm. These results highlight the nutritional potential and
antioxidant activity of leaves and stems of flaxseed for future use in the animal and human feeding.

Index terms. Omega-3, fatty acids, antioxidant activity, DPPH.
(Recebido em 8 de agosto de 2009 e aprovado em 10 de mar ¢o de 2010)

linhaca, seu objetivo também abrange a producdo de
sementes.

Sabe-se que a linhaga € uma das maiores fontes
vegetais do &cido alfa-linolénico [LNA, 18:3 (n-3)],
alcancando teores de até 55% em sua fracdo lipidica (Carter,
1993). O LNA éum é&cido graxo poli-insaturado da série n-3

INTRODUCAO

O linho (Linum usitatissimum L.) é uma espécie
gue se destina a producdo de fibras téxteis de alta
qualidade e sua semente, alinhaca, € matéria-prima para
producdo de dleo e diversos produtos aimenticios (Morris,
2005).

De acordo com Kiss & Souza (2000), o Unico
cultivo de linho no Brasil reside em Guarani das Missoes,
no noroeste galucho, mantido por descendentes de
imigrantes poloneses e alemées. Aslavouras delinho ja
foram cultivadas no Brasil paraa extrago de fibras para
0 setor téxtil, hoje, porém, com avalorizacdo do 6leo de

(AGPI n-3), precursor de importantes &cidos graxos de cadeia
longa dessa s&rie, como o écido docosaexaenoico [DHA,
22:6 (n-3)] e 0 &cido eicosapentaendico [EPA, 20:5 (n-3)],
considerados fundamentais para a manutencdo de um
organismo saudavel (Martin et al., 2005). Inimeras pesquisas
evidenciam que eles estdo envolvidos em processos

tUniversidade Estadual de Maringd/UEM — Avenida Colombo — 5790 — Campus Universitario Maringa — 87.020-900 — Maringa, PR — anacamga@gmail.com

2Universidade Estadual de Maringd/UEM — Maringa, PR

SUniversidade Estadual de Maringd/UEM — Departamento de Quimica — Maringé, PR

Ciénc. agrotec., Lavras, v. 34, n. 6, p. 1500-1506, nov./dez., 2010



Qualificacdo de &cido afar-linolénico em caules...

1501

metabdlicos, atividades cardiovasculares (Schaghy, 2000;
Visentainer et a., 2000), reducdo da taxa de colesterol e do
risco de doencas como artrite e cancer (Simopoulos, 1991).

Os é&cidos graxos poli-insaturados sdo altamente
suscetiveis a oxidagdo, sendo necessé&ria a utilizagdo de
agentes antioxidantes, os quais sdo definidos por Bercker
et a. (2004), como compostos que, quando presentes em
pequenas concentracfes comparadas a do substrato
oxidavel, reduz significativamente ou previne a oxidagdo
dessas substéncias. Uma indmera variedade de alimentos
de origem vegetd é fonte de compostos que apresentam
atividade antioxidante (Moure et d., 2001). Diversos estudos
evidenciam a importancia do consumo de dimentos que
contenham substancias com propriedades antioxidantes em
Sua composi ¢ao para prevencao de doencas cronicas, como
enfermidades cardiovasculares, cancer e desordens cerebrais
degenerativas associados a0 envelhecimento (Chu et al.,
2000; Liyana-Pathirana & Shahidi, 2006).

Pesquisas recentes vém sendo realizadas com a
suplementacao de linhaga €/ou o 6leo de linhaga em animais
e produtos alimenticios, por exemplo, peixes (Visentainer
et al., 2005; Souzaet a., 2008), bovinos (Prado et al., 2008),
leite (Silvaet al., 2006). Nesses estudos, em geral, foram
avaliadas ainclusdo de LNA, conversdo em &cidos graxos
de cadeialonga, taxa de conversdo e acimulo de LNA.

Caules e folhas do linho séo residuos do processo
de obtengdo da linhaga e do seu dleo. Né&o foram encontrados,
naliteratura, estudos sobre a caracterizagdo quimicado caule
e dafolhado linho durante o crescimento da planta. Objetivou-
se, neste estudo, quantificar o &cido afa-linolénico, avaliar
a composicdo centesimal das folhas e caules de linho
colhidos em diferentes estégios de desenvolvimento, aém
de determinar o potencia antioxidante das folhas, afim de
fornecer subsidios para futuros estudos do uso do caule e
folhas do linho na aimentagéo humana e animal.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na zona rural do
municipio de Marialva— PR (23° sul e 51°44" oeste), no
periodo de maio ajulho de 2007. A altitude médiaéde 670 m
e 0 clima é mesotérmico Umido, tipo Cfa (Kdppen).

As parcelas foram compostas de seis fileiras de 4 m
de comprimento, espacadas de 0,50 m. As plantas foram
colhidas manualmente nos tempos 40, 80 e 120 dias apds a
germinagdo, sendo as fol has separadas manua mente dos
caules e ambos submetidos a secagem em estufa com
circulagéo de ar por 36 horas a 50° C, trituradas em moinho de
facas, armazenadas em embalagens de polietileno a-18°C e,
posteriormente, submetidas as andlises.

Andlises da composicdo centesimal :

As andlises dos teores de umidade, cinzas e
proteina foram realizadas conforme técnicas de Cunnif
(1998). Os lipidios totais foram extraidos segundo Bligh &
Dyer (1959), sendo todas as andlises realizadas em triplicata
Todos os reagentes utilizados foram de padréo analitico.

Transesterificagdo e andlise dos ésteres metilicos
de &cidos graxos (EMAG):

A transesterificagdo nos lipidios totais foi reaizada
em triplicata segundo o procedimento de Hartman & Lago
(1973). Os EMAG (ésteres metilicos de acidos graxos) foram
separados em um cromatégrafo a gas 14-A (Shimadzu,
Japdo), equipado com coluna capilar de silicafundida CP
Sil-88 (50 m de comprimento, 0,25 mm de di&metro interno e
0,25 mm de biscianopropil polisiloxano) e detector de
ionizacdo de chama. Os fluxos dos gases foram de 1,2 mL/
min para o gas de arraste, H,, 30 mL/min para o gés auxiliar
N,, e 30 e 300 mL/min para os gases da chama H, e ar
sintético, respectivamente. A raz&o de divisdo da amostra
foi de 1:100. A temperatura da colunafoi elevada de 150°C
a185°C aumataxa de 2°C/min, sendo entdo elevada para
225°C a 10°C/min, permanecendo nessa temperatura por
20 min. As temperaturas do injetor e do detector foram 220°C
e230°C, respectivamente. Asinjeges foram realizadas em
duplicatae o volume foi de 2 mL. As éreas dos picosforam
determinadas utilizando-se um Integrador-Processador CG-
300 (Instrumentos Cientificos CG). Asidentificactes foram
efetuadas através da comparagéo dos tempos de retencdo
de ésteres metilicos de padrdes da Sigma (EUA) com os
das amostras, e a quantificacéo dos acidos graxos baseou-
se no método da normalizacdo de &rea (Visentainer &
Franco, 2006), em que expressa-se a concentracdo dos
mesmos em porcentagem relativa de lipidios totais.

Quantificagdo do &cido alfa-linolénico:

O &cido LNA existente nos lipidios totais foi
quantificado em mg/g de lipidios totais, utilizando o
tricosanoato de metila (23:0) como padréo interno. Os
célculos foram realizados segundo método de Joseph &
Ackman (1992), conforme eguacéo 1.

Mx = AXM XF, "
AXM  XF,

Onde:

M _: massa do &cido graxo x em mg/g de lipidio;

M,: massa do padréo interno em mg;

M, : massa da amostra de lipidios totais em g;

A, éreado padrdo interno;

A :areado &cido graxo x;
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F_.. fator de conversdo de metil éster para acido graxo;
F. fator de corregdo (do detector de ionizagdo chama)
tedrico do acido graxo.

Os resultados obtidos através da equacdo 1 foram
recalculados de mg/g de lipidios totais para mg/100g de
amostra desidratada.

Atividade antioxidante:

O extrato metandlico foi obtido por meio da
percolacdo do solvente metanol através das amostras
trituradas. O solvente foi removido em rotaevaporador
rotatorio sob pressdo reduzida a 40° C.

Redlizou-se ainvestigag&o da atividade antioxidante
das amostras através de reacdo com o radical DPPH (2,2-
difenil-1-picrilidrazila), Sigma, de acordo com El-Massary et
al. (2002). O extrato obtido foi fracionado com solventes de
diferentes polaridades, sendo eles, hexano, acetato de etila,
1-butanol e agua. As fragBes foram coletadas
separadamente e evaporadas sob pressio reduzida.

De cada fragéo, 20,0mg foram pesados e dissolvidos
em 10,0mL de metanol, perfazendo uma concentragéo de 2
mg/mL. Volumesiniciais de 25, 50, 75 e 100 mL foram pipetados
em cubetas. Ao abrigo daluz, adicionaram-se 2 mL da solucéo
metandlicado radical DPPH 4,7% (m/v), aguardando-se 30
min para aleitura da absorbanciaem | = 517 nm. Paraagumas
amodtras, os volumes iniciais foram dterados, para que o
volume necessério parainibir 50% da absor¢éo do radical
DPPH (1C 50%) fosse encontrado. As andlises foram realizadas
em triplicata, e os valores de absorvancia determinados em
espectrofotébmetro (Cary 50-VARIAN), convertidos
posteriormente em porcentagem de inibi¢&o do radical DPPH
(% AA) através da equacdo 2. Os valores de IC 50% foram
encontrados araves de regressao linear.

% AA =100— (Absradical B Absamostra) (2)
Absradica]

Onde:

Abs_, , = absorvanciado radical DPPH

Abs = absorvancia da amostra

amostra

Andlise Estatistica:

Os dados foram comparados através da andlise
de varidncia (ANOVA) com nivel de 5% de significancia,
utilizando o programa STATISTICA (1995), versdo 5.0.
Os valores médios foram comparados pelo teste de Tukey.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Na composicdo centesimal das folhas (Tabela 1),
ndo houve diferenca significativa (p>0,05) para os teores
de umidade entre os trés tempos analisados. O teor de
proteina foi maior nos tempos de 40 dias (30,53%) e 80 dias
(30,64%), sem diferenca significativaentre eles. O maior
valor de lipidios totais foi observado aos 40 dias (10,29%).
Os caules apresentaram menores teores de proteina,
proximos a 7,22%. N&o houve diferenca significativa para
as porcentagens de cinzas e proteina.

Na Tabela 2 estdo apresentados os principais &cidos
graxos encontrados nas amostras analisadas. Quanto a
composicdo dos acidos graxos das folhas e caules, o
majoritario foi o afalinolénico [LNA, 18:3 (n-3)], que
apresentou maior porcentagem relativa entre todos os
acidos graxos identificados. Foram observadas as menores
porcentagens relativas para os &cidos esteérico (18:0) e
oléico (18:1n-9). Tal comportamento foi verificado para
todos os tempos de cultivo avaliados (40, 80 e 120 dias).

Os caules e as folhas de linho (Tabela 2)
apresentaram razdes de acidos graxos poli-insaturados/
acidos graxos saturados (AGPI/AGS) superiores a 1,15,
consideradas adequadas para alimentos, uma vez que o
Departamento de Salide e Seguridade Socia da Inglaterra
(HM SO, 1994) estabel ece que valores menores a 0,45 sdo
pouco aconselhdveis para a salide em relagéo as doengas
cardiacas. As razdes dos écidos da série n-6 e n-3 (n-6/n-3),
obtidas para caules e folhas ficaram entre 0,42 e 0,98,
valores esses em conformidade com Enser et al. (1998),
que estabelecem que essa razdo seja no maximo 4,0.
Portanto, as razbes encontradas estdo dentro dos niveis
recomendados para o restabelecimento do equilibrio na
ingestdo desses &cidos, na alimentacao.

Tabela 1 — Composic¢éo centesimal das folhas e caules de linho, em diferentes estagios de desenvol vimento.

Tempo Folhas Caules
40 dias 80 dias 120 dias 40 dias 80 dias 120 dias
Umidade 7,48%0,05 7,52°+0,03 7,57%+0,25 9,79°%+0,27  9,89%0,26 5,23°+0,06
Cinzas 11,79%41,00  11,98%0,09  11,23°+0,14  6,89%0,34  6,90*0,34 5,85%0,04
Proteina 30,53%0,45  30,64%+045  26,13°+031  7,18%+046  7,24%047 7,25%0,16
Lipidiostotais ~ 10,29%0,57  857%+0,16 7,95°+0,33 4,91%0,22 2,02°+0,21 2,42°+0,10

Os resultados sdo médias+ desvio padréo de andlises em triplicatas. Letras diferentes na mesma linha (folhas e caules separadamente)

indicam diferencas significativas (p<0,05), pelo teste de Tukey.
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Como foi observada a predominanciado LNA nas
folhas e caules do linho, procedeu-se com a quantificacdo
em mg/100g de amostra desidratada (Tabela 3), umavez
que esse acido graxo é um constituinte nobre e esti
envolvido em processos metabdlicos essenciais dos
animais.

A Tabela 3 revela o comportamento da
concentracdo de LNA ao longo do cultivo, que apresentou
um aumento significativo aos 80 dias, tempo no qual foi
atingida a méxima concentragdo de LNA nas folhas e
caules, sendo 1.262,35 mg/100g e 55,71 mg/100g de amostra
desidratada respectivamente, seguida de uma queda na
concentracdo desse &cido graxo, no tempo de 120 dias.

Tabela 3 — Quantificacdo do LNA (mg/100g de amostra
desidratada) nas folhas e caule de linho, colhidos em
diferentes estagios de desenvolvimento.
Tempo 40 dias 80 dias 120 dias
Folha 398,69%211 1.262,36°+64,38 663,91%12,37
Caule 41,771,554 5571°+1,11  51,36°+3,52
Os resultados sdo médias + desvio padrdo de analises em

duplicatas. Letras diferentes namesma linhaindicam diferencas
(p<0,05), pelo teste de Tukey.

Estudos de quantificagdo de LNA em alguns
alimentos permitem compreender o alto teor encontrado
nas folhas de linho colhidas aos 80 dias. Estudos
realizados por Almeida et al. (2006), encontraram teores
de 238,46 mg/100g de matéria seca paraaBranquidriae
230,34 mg/100g de matéria seca para o Capim-estrela,
ambas plantas forrageiras, valores inferiores aos
encontrados para as folhas de linho nos diferentes tempos
de colheita

Durante o cultivo da planta, verificou-se um
decréscimo no teor de LNA, apds os 80 dias de cultivo,
tempo no qual foi observada a formacdo das sementes.
Isso pode ter ocorrido devido a transferéncia dos acidos
graxos LNA presentes nas folhas para as sementes, visto
que, no tempo de 120 dias (completada a maturacdo das
sementes) houve uma diminuicdo significativa de LNA nas
folhas.

A atividade antioxidante das folhas do linho
colhidas aos 80 dias apresentou valores satisfatorios, em
especial para as fragdes butandlica e acetato, as quais
inibiram 50% da absorbancia do radical DPPH (IC, ) apos
a adicdo de aproximadamente 42 mL de seus extratos
(Tabela4). Paraafragdo aquosa, esse valor foi superior a
250 mL, indicando portanto, atividade antioxidante

inferior as fragBes acima citadas. 1sso permite inferir que
0S compostos que atuam como antioxidantes nas folhas
do linho tém polaridade intermediéria, tal como o acetato
deetilae dcool butanol-1.

Tabela4 —Volume (# L) dos extratos obtidos das folhas

de linho colhidas aos 80 dias, necessario parainibir 50%
do radical DPPH.

Fracéo Volume (uL)
Hexandlica > 500

Acetato 41,99+1,027
Butandlica 44,20+2,294
Metandlica 117,18+0,790

Aquosa 212,83+9,662

Os resultados sdo médias + desvio padrdo de andlises em
triplicata.

A alta atividade antioxidante das folhas de 80
dias é condizente com os dados da literatura. Lorenc-
Kukula et al. (2007) investigaram o contetdo total de
compostos fendlicos nas folhas e sementes da linhaga,
encontrando valores superiores a 20 mg/100g de extrato,
para as folhas e 2,0 mg/100g de extrato, para as sementes.
Os compostos responsaveis pela atividade antioxidantes
nesses alimentos sdo geralmente os flavonoides
(Lorenc-Kukulaet al., 2007), cuja estrutura contempla
compostos fendlicos, que através da estabilizacdo dos
radicais livres, inibe a peroxidacgdo lipidica enzimatica e
ndo enzimética nos alimentos (Boroski et al., 2008). Tem
crescido 0 nimero de trabalhos que investigam a agdo
de compostos que evitam a oxidagdo, tais como as
lignanas, abundantemente encontradas na linhaca
(Gurib-Fakim, 2006), assim como métodos analiticos para
obté-los das mais diferentes matrizes alimentares
(Buranov & Mazza, 2008).

CONCLUSOES

As folhas de linho se apresentaram como uma
valiosa fonte de proteinas, além de terem fornecido
elevadas concentragtes de LNA em suafracdo lipidica, em
80 dias de cultivo apds a germinag&o.

A composicao centesimal e teor de LNA nos caules
mantiveram-se constantes. As fragdes butandlica e acetato
das folhas colhidas no tempo de 80 dias apresentaram alta
atividade antioxidante, evidenciando o potencial nutritivo
e acdo antioxidante das folhas de linho para alimentacéo
animal e humana.
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