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RESUMO 

 

A soja e seus produtos são ricos em isoflavonóides, estes possuem a concentração 

aumentada após a fermentação microbiana, devido à liberação de fenólicos, através 

da conversão das formas glicosídicas em agliconas. O processo fermentativo em 

estado sólido por fungos filamentosos tem sido amplamente empregado como uma 

estratégica biotecnológica na busca de agregar valores aos produtos e subprodutos 

agroindustriais, principalmente elevando os teores de compostos bioativos. No 

presente estudo, foram avaliados o aumento dessas propriedades, como antioxidante 

e anti-inflamatória em diferentes substratos utilizando linhagens fúngicas do gênero 

Rhizopus sp. As 17 linhagens testadas foram capazes de elevar o potencial 

antioxidante dos grãos de soja. A fermentação de soja e arroz utilizando o R. 

oligosporus NRRL 2710 resultou em um incremento de 26,5 vezes o potencial 

antioxidante e 9,33 vezes o teor de compostos fenólicos nos extratos etanólicos, em 

72 horas de processo. Além disso, mostraram resposta positiva para a atividade anti-

inflamatória, apresentando capacidade de inibição máxima de 70,75% e concentração 

inibitória de 4,2 mg mL. Os produtos fermentados pelo R. oligosporus NRRL 2710  

foram submetidos a diferentes processos de extração: Soxhlet com diferentes 

solventes e supercrítica de CO2 + etanol (scCO2 + EtOH), o que permitiu verificar a 

relação entre a polaridade e o rendimento de extração. As extrações de Soxhlet foram 

realizadas usando amostras fermentadas secas e úmidas, os maiores valores de 

rendimento obtidos foram 42,09% e 32,84%, respectivamente. Este tipo de extração 

permitiu obter valores de atividade antioxidante na concentração inibitória (IC50) de 

0,55 e 0,67 g g-1 e compostos fenólicos de 1,30 e 1,05 mg EAG g-1. Diferentes 

condições foram testadas no processo de extração com fluido comprimido (scCO2 + 

EtOH), para estudar a influência da pressão e temperatura no rendimento da extração. 

Os resultados mostraram que ambas as variáveis influenciam o rendimento do 

processo. Os extratos deste processo apresentaram um valor de IC50 de 0,17 g g-1, 

inibindo 94,05% do radical DPPH. Quanto aos compostos fenólicos, estes extratos 

apresentaram 1,39 mg EAG g-1. 

Palavras-chave: soja; propriedades bioativas; compostos fenólicos; processo 

fermentativo; extração Soxhlet; extração com fluído supercrítico.  



8 

 

ABSTRACT 

 

The soybean and its products are rich in isoflavonoids, these have the increased 
concentration after the microbial fermentation, due to the release of phenolics, through 
the conversion of the glycosidic forms into aglycones. The solid state fermentative 
process by filamentous fungi has been widely used as a biotechnological strategy in 
the search of aggregating values to agroindustrial products and byproducts, mainly 
raising the levels of bioactive compounds. In the present study, the increase of these 
antioxidant and anti-inflammatory properties in different substrates using fungal strains 
of the genus Rhizopus sp. The 17 lines tested were able to raise the antioxidant 
potential of the soybean grains. The fermentation of soybean and rice using R. 
oligosporus NRRL 2710 resulted in an increase of 26.5 times the antioxidant potential 
and 9.33 times the content of phenolic compounds in the ethanolic extracts, in 72 hours 
of process. In addition, they showed a positive response to anti-inflammatory activity, 
with a maximum inhibitory capacity of 70.75% and an inhibitory concentration of 4.2 
mg mL. The products fermented by R. oligosporus NRRL 2710 were submitted to 
different extraction processes: Soxhlet with different solvents and supercritical CO2 + 
ethanol (scCO2 + EtOH), which allowed to verify the relationship between polarity and 
extraction yield. Soxhlet extractions were performed using dry and wet fermented 
samples, the highest values of yield obtained were 42.09% and 32.84%, respectively. 
This type of extraction allowed to obtain values of antioxidant activity at the inhibitory 
concentration (IC50) of 0.55 and 0.67 g g-1 and phenolic compounds of 1.30 and 1.05 
mg GAE g-1. Different conditions were tested in the compressed fluid extraction 
process (scCO2 + EtOH) to study the influence of pressure and temperature on 
extraction yield. The results showed that both variables influence the yield of the 
process. The extracts from this procedure had an IC50 value of 0.17 g g-1, inhibiting 
94.05% of the DPPH radical. As for phenolic compounds, these extracts presented 
1.39 mg GAE g-1. 

 

Keywords: soybean; bioactive properties; phenolic compounds; fermentative process; 
Soxhlet extraction; extraction with supercritical fluid. 
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CAPÍTULO 2: AVALIAÇÃO DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE, ANTI-

INFLAMATÓRIO E TEOR DE FENÓIS TOTAIS DE DIFERENTES LINHAGENS DE 

RHIZOPUS SP. 

 

1. INTRODUÇÃO 

A soja (Glycine max) é uma das mais importantes culturas na economia mundial. 

Atualmente, o Brasil ocupa o posto de segundo maior produtor mundial dessa cultura 

apresentando na última safra uma produtividade de 3.362 kg/ha, atrás apenas do 

Estados Unidos que apresentou produtividade de 3.501 kg/ha (EMBRAPA, 2018). 

A cultura agrícola desta leguminosa é bastante atrativa no contexto globalizado, 

uma vez que seus grãos são muito usados pela agroindústria, produção de óleo 

vegetal e produtos para alimentação humana e animal, indústria química e vem 

crescendo como uso de fonte alternativa para produção de biocombustível (FREITAS, 

2011). 

Outra característica considerável é que a soja contém uma variedade de 

compostos que apresentam atividade biológica comprovada e uma grande quantidade 

de proteínas, consideradas fontes de peptídeos bioativos. Estudos têm mostrado que 

a biotransformação da soja, realizada por microrganismos e enzimas, resultam num 

aumento da atividade antioxidante e na prevenção ou supressão de certos cânceres 

(FORTES, 2011). 

Os antioxidantes consistem em substâncias naturais ou sintéticas que presentes 

capazes de prevenir ou retardar a deterioração causada pela exposição ao oxigênio, 

evitando a propagação das reações de oxidação em cadeia (NAMIKI, 1990; SIMIC & 

JAVANINIC, 1994). Tais substâncias podem ser encontradas no organismo humano 

e em alimentos (COTINGUIBA, 2013). 

Sendo assim, a utilização de antioxidantes atua na prevenção ou redução do 

desenvolvimento de doenças. Entre os antioxidantes mais pesquisados estão os 

flavonóides, antioxidantes polifenólicos que podem ser encontrados em verduras, 

frutas, grãos, sementes e ervas (COSTA et al., 2000). Estes antioxidantes são 

caracterizados por agirem como anti-inflamatórios, antimicrobianos e apresentarem 

outras atividades biológicas, tornando produtos que os contém em alimentos 

funcionais ou nutracêuticos. 
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O processo inflamatório baseia-se em uma série de eventos relacionados a lesão 

de tecidos ou infecção. O estudo de substâncias ou moléculas que possuam atividade 

anti-inflamatória pode ser avaliado pela capacidade de inibir a enzima hialuronidase. 

Tal enzima possui capacidade de hidrolisar o ácido hialurônico, um polímero viscoso, 

que geralmente localiza-se no interstício celular relacionado com os processos 

inflamatórios (BORNSTEIN & SAGE, 2002). 

A soja se caracteriza por conter micronutrientes, como as isoflavonas 

(PILSAKOVA, 2010). Estes compostos têm atraído atenção devido ao fato de possuir 

capacidade de reduzir os riscos de doenças cardiovasculares e promover a inibição 

do crescimento de células cancerígenas (VILLARES et al., 2011). 

Os efeitos destas isoflavonas são influenciados diretamente pela sua estrutura 

química (FRITSCHE & STEINHART, 1999; VILLARES et al., 2011), a qual é 

representada por dois anéis fenólicos ligados a um anel heterocíclico, possuindo 

estrutura e atividade similar ao estrogênio (AGUIAR et al., 2007).  

 

 

 

 

 

 Figura 3. Estrutura química da isoflavona 

Fonte: Aguiar et al., (2002). 

 

O grão de soja apresenta três principais isoflavonas que encontradas em quatro 

diferentes formas, glicosiladas, acetilglicosiladas, malonilglicosiladas e agliconas. De 

acordo com Eldridge (1982) e Fukutake et al., (1996) as formas glicosiladas são as 

principais formas, encontradas numa proporção de 50 a 90%  das isoflavonas. Porém, 

estudos indicam que a forma aglicona, embora apresenta menor quantidade na soja, 

são as que possuem maior atividade biológica (ELDRIDGE, 1982). 

Tais isoflavonoídes atuam tanto como agonistas quanto antagonistas do 

estrógeno, ou mesmo como moduladores dos receptores seletivos de estrógeno 

(EUGENBIO, 2001; FERRARI & DEMIATE, 2001; BARNES et. al., 2002). 

Um grande número de microrganismo, particularmente os fungos, são 

intensamente estudados por apresentarem capacidade de produzirem grande 
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quantidade destes compostos durante o seu crescimento sob diferentes substratos, 

até mesmo em materiais sólidos naturais provindos da agroindústria (JABASINGH, 

2010). 

No Brasil, grande quantidade de resíduos provenientes de atividades 

agroindustriais é gerada diariamente. Partes são aproveitadas como ração animal, 

entretanto, a grande maioria é descartada sem tratamento, resultando na deterioração 

do meio ambiente e na perda de materiais potencialmente valiosos (MELO et al., 

2011). 

Por estas razões, aliada ao baixo custo de tais matérias-primas surge o 

crescente interesse da utilização destes resíduos como substratos em processos 

biotecnológicos, onde o uso destes resíduos agroindustriais como substrato para 

cultivo representa um valor adicional para a indústria, indo de encontro com a 

consciência crescente da conservação ambiental (LOPEZ, 2011). 

Nesse contexto o presente capítulo propõe o estudo de substâncias bioativas 

com ação antioxidante de linhagens de Rhizopus sp. provenientes da fermentação 

utilizando diferentes substratos agroinsdustriais. 

2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivos gerais 

O objetivo deste trabalho foi a produção de compostos bioativos com ação 

antioxidante por processo fermentativo utilizando diferentes linhagens de fungos do 

gênero Rhizopus sp. em diferentes substratos, bem como avaliar o potencial desses 

fermentados como fonte de matérias primas na indústria farmacêutica e alimentícia.  

2.1 Objetivos específicos  

· Selecionar linhagens de fungos do gênero Rhizopus sp. com potencial para a 

produção de antioxidantes, mais especificamente as substâncias polifenólicas; 

· Produzir aumento de substâncias com ação antioxidante por fermentação a 

partir de linhagens do gênero Rhizopus sp. previamente selecionadas; 

· Quantificar a evolução da atividade antioxidante em diferentes tempos de 

fermentação; 
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· Avaliar a concentração de compostos fenólicos totais produzidos por 

fermentação pelas linhagens selecionadas como melhores produtoras de ação 

antioxidante. 

· Avaliar o potencial de anti-inflamatório aumentado após processo fermentativo 

pela linhagem Rhizopus sp. selecionada. 

 

3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Microorganimos 

Foram utilizadas dezessete cepas de fungos do gênero Rhizopus spp., cujas 

linhagens foram obtidas de coleções de cultura dos bancos de cepas NRRL (Northern 

Regional Research Laboratory), U.S. Department of Agriculture, Illinois - USA, e 

MUCL (Mycothèque de Universite Catolique de Louvain), Bélgica e são pertencentes 

à micoteca do Laboratório do Departamento de Engenharia de Bioprocessos e 

Biotecnologia da Universidade Federal do Paraná. A conservação destas cepas foi 

realizada em tubos inclinados contendo meio sólido de ágar batata dextrose (PDA). 

As culturas repicadas foram crescidas a 30°C por 5 dias, e após, conservadas a 4°C 

com repiques contínuos a cada três meses. 

3.2 Preparo do inóculo 

Os microorganismos foram inoculados em erlenmeyers contendo meio de cultura 

ágar batata dextrose (PDA) e mantidos em estufa bacteriológica a 30 °C por 5 dias. 

Após crescimento do micélio e formação dos esporos, adicionou-se água deionizada 

esterilizada e tween 80 a 0,1% aos erlenmeyers. A superfície do meio foi raspada 

assepticamente com o auxílio de uma alça de platina. Após a raspagem dos esporos, 

a suspensão foi transferida para frascos estéreis e realizou-se as contagens em 

câmara de Neubauer em microscópio óptico (Marca Olympus, modelo CX41RF). 

Para a realização da contagem, transferiu-se para a superfície da câmara cerca 

de 1 mL da solução de esporos, preenchendo o espaço entre a lâmina e a câmara de 

Neubauer. Foram contadas as células presentes em 13 quadrantes. O volume de cada 

campo de contagem da câmara é de 10-4 mL.    
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3.3 Substratos utilizados e tratamentos 

Todos os substratos utilizados neste trabalho foram adquiridos no Mercado 

Municipal de Curitiba, Paraná. Para os ensaios em que se utilizou uma combinação 

dos mesmos, adotou-se a proporção 1:1 (m/m). Foram realizadas nesse trabalho 

fermentações utilizando soja, arroz integral, aveia, trigo e milho. Os grãos de soja 

foram pré-embebidos em água deionizada para uma prévia hidratação e após 12 

horas os mesmos foram descascados. Para os demais grãos, realizou-se um pré-

cozimento em água fervente por 5 minutos. Após, foram tratados termicamente sob 

vapor fluido a 100ºC por 15 minutos. O excesso de água foi posteriormente removido 

e os substratos arrefeceram a temperatura de inoculação de 30°C. 

3.4 Seleção de Linhagens de Rhizopus spp. 

Os substratos tratados termicamente foram inoculados com 107 esporos g-1 de 

substrato seco. Inicialmente, utilizou-se os grãos de soja para fermentações no estado 

sólido com as 17 cepas de fungos Rhizopus spp. As fermentações foram conduzidas 

em bandejas perfuradas a 30°C por 72h. Para verificar a biossíntese de compostos 

com atividade antioxidante, foi determinada a atividade antioxidante pela medição de 

eliminação de radicais livres (DPPH). As melhores cepas produtoras de atividade 

antioxidante foram selecionadas para os ensaios posteriores, com combinação de 

substrato. 

3.5 Fermentação em estado sólido (FES) 

Os ensaios foram conduzidos em biorreator do tipo bandeja dentro de um 

dessecador, a fim de se garantir a umidade relativa do ar no ambiente de fermentação. 

Utilizou-se bandejas perfuradas, mantendo assim a aeração no fundo dos recipientes. 

As peneiras foram cobertas na parte inferior e superior com papel alumínio perfurado 

e esterilizado, o que garantia a retenção da solução de esporos e a umidade requerida 

para crescimento do fungo. Ao fundo do dessecador, foram adicionados 800 mL de 

água deionizada, que garantia a saturação do ar com umidade. 

Os grãos de soja foram pré-embebidos em água deionizada e deixados por 12 

horas para serem descascados posteriormente. Quando necessidade de substratos 

combinados, os grãos de arroz foram pré-cozidos em água fervente por 5 minutos. Os 
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substratos foram tratados termicamente sob vapor fluido a 100°C por 15 minutos. O 

excesso de água foi removido. 

Após arrefecimento dos substratos, os mesmos foram inoculados com 107 esporos g-

1 de substrato seco. O dessecador foi fechado apenas com papel alumínio perfurado 

e mantido em estufa bacteriológica (Marca Fanem, modelo Orion 502) a 30°C por 72 

horas de fermentação. Todos os ensaios foram feitos em triplicata. 

2.7 Extração sólido-líquido 

As extrações foram realizadas com base na metodologia descrita por TYUG et 

al., (2010), com modificações. As amostras foram extraídas seguindo a proporção 

1:25 (m/v). Inicialmente pesou-se três (03) gramas de amostra fermentada as quais 

foram adicionadas em 75 mL álcool 70%. A mistura foi submetida a trituração em 

liquidificador por 3 minutos, transferida para erlenmeyers de 125 mL e deixadas em 

agitador do tipo shaker a 120 rpm por 60 minutos e temperatura de 30°C. Os extratos 

foram centrifugados a 2268xg por 15 minutos, transferidos para frascos estéreis e 

armazenados à 4ºC para posterior análises. Todas as extrações foram feitas em 

triplicata. 

2.8 Métodos analíticos 

Abaixo estão descritas as metodologias usadas na determinação de compostos 

e atividades bioativas resultantes das fermentações. Todas as análises foram feitas 

em triplicata. 

2.9 Determinação da Atividade Antioxidante in vitro 

2.9.1 Determinação da Atividade Antioxidante pelo Método da inibição do 

radical 2,2-difenil-1-picrilidrazila (DPPH) 

A capacidade dos extratos fermentados de inibir o radical DPPH foi determinada 

de acordo com Yu et al., (2016) e Lee et al., (2015). Para a preparação do reagente 

foram dissolvidos 0,004 g de DPPH (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) em 100 mL 

de metanol P. A. Foi utilizado o padrão áscido ascórbico (vitamina C) como controle 

positivo para este ensaio. Uma solução padrão de ácido ascórbico e diluída nas 

concentrações de 8 a 40 mg/mL. Para determinar o potencial de inibição, foram 

utilizados 250 μl de cada concentração, adicionados a 1000 μl do reagente de DPPH 

e incubados na ausência de luz durante 30 minutos à temperatura ambiente. A 
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absorbância foi medida utilizando-se espectrofotômetro (Marca Wavelength, modelo 

SP-2000) à 517 nm. O mesmo procedimento foi realizado com as amostras 

fermentadas. Todas as análises foram feitas em triplicata.  

Para o controle, foi utilizado a solução sem amostra, apenas com o solvente 

utilizado na extração (água, etanol, metanol). A porcentagem de eliminação de 

radicais DPPH foi calculada de acordo com a seguinte equação (BRAND-WILLIANS 

et al.,1995; SÁNCHEZ-MORENO et al.,1998): 

 

 !"#"çã$%&$%'(&")(*%+,,-%./0 = 1234567489% :%2;<4>67;
234567489

? @ ABB 

 

Onde: 

Acontrole: absorbância do radical DPPH diluindo com solvente da amostra (água, 

etanol ou metanol). 

Aamostra: absorbância do radical DPPH com o extrato do fermentado.  

Os resultados são expressos em concentração de inibição (IC50), ou seja, a 

quantidade mínima da substância antioxidante necessária para reduzir em 50% a 

concentração inicial do radical livre DPPH. O índice IC50 é calculado através da 

equação da reta gerada pelo gráfico, plotado em função das porcentagens 

encontradas pelas concentrações das diluições. 

2.10 Determinação dos Compostos Fenólicos Totais pelo Método de Folin-

Ciocaulteau 

Os compostos fenólicos dos extratos fermentados foram determinados seguindo 

metodologia descrita por Miliauskas et al., (2004), com algumas modificações. Baseia-

se em um método espectrofotométrico e colorimétrico em que o reativo Folin-

Ciocalteau (molibdato, tungstato e ácido fosfórico) apresenta mudança de cor de 

amarelo para azul na presença de compostos fenólicos. 

Uma solução padrão de ácido gálico foi preparada para construção da curva de 

calibração a partir de concentrações que variam de 10 a 100 µg/mL , 0,1 mL de cada 

diluição foram adicionados a 0,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau (10%) e mantido 

em repouso por 5 minutos em temperatura ambiente ao abrigo de luz. Em seguida, 

foram adicionados 0,4 mL de carbonato de potássio (7,5%) e novamente mantido em 
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repouso por 1 hora em temperatura ambiente e ao abrigo de luz. As leituras das 

absorbâncias foram realizadas em espectrofotômetro (Marca Wavelength, modelo SP-

2000) à 760 nm. 

O teor de fenóis foi expresso como equivalente de ácido gálico (GAE) em mg de 

ácido gálico por 100 g de extrato, obtidos a partir da aplicação da equação da reta 

gerada pelo gráfico, plotado em função das absorbâncias encontradas pelas 

concentrações das diluições. 

O mesmo procedimento foi realizado com as amostras dos extratos fermentados. 

Para o branco, foi utilizado a solução sem amostra ou padrão, apenas com água 

destilada. Todas as análises foram feitas em triplicata. 

2.11 Avaliação da atividade anti-inflamatória pela inibição da enzima 

hialuronidase 

Para avaliação da atividade anti-inflamatória a partir da inibição da enzima 

hialuronidase foi utilizado o método in vitro de acordo com Reissing (1955), Aronson 

e Davidson (1967) e Kuppusamy et al. (1990).  

Foram utilizadas amostras de extrato álcoolico provenientes do processo 

fermentativo da combinação de substratos e linhagem que apresentaram melhor 

resultado na avaliação da ação antioxidante pelo método de inibição do radical DPPH. 

Foram avaliados a atividade anti-inflamatória do tempo 0 e 72 horas de processo nas 

concentrações de 1, 3, 10, 30, 100, 300 µg/mL. 

Para a análise das amostras, foram adicionados 50 µL de cada amostra com 

diferentes concentrações previamente definidas e 0,5 ml da solução de ácido 

hialuronico (Sigma-Aldrich) (1,2 mg de ácido hialuronico por mL de solução tampão 

acetato 0,1 M, pH 3,6, contendo NaCl 0,15 M) nos tubos de reação e controle. Os 

tubos foram incubados a 37º.C por 5 minutos, em seguida foi adicionado 50 µL de 

enzima hialuronidase (350 unidades da enzima hialuronidase tipo IV - S a partir de 

testículos de bovino , Sigma-Aldrich® ) dissolvida no mesmo tampão de substrato 

(concentração de 6,5 mg/mL) e incubadas a 37 º C por 40 min. A reação foi 

interrompida pela adição de 10 µL de uma solução de hidróxido de sódio 4M , 

imediatamente colocou-se 0,1 mL de solução 0,8 M de tetraborato de potássio e 

incubou-se em banho fervente durante 3 minutos. Após o tempo de incubação 

adicionou-se 3 mL de p - dimetilaminobenzaldeído (DMAB) (solução a 10 % em ácido 
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acético glacial contendo 12,5% de ácido clorídrico 10N) e novamente incubado a 37° 

C durante 20 minutos. Em seguida, as amostras foram medidas em espectrofotômetro 

(SP-2000 UV Spectrum) em 585 nm. Utilizou-se um controle positivo de 

dimetilsulfóxido (DMSO) devido à sua capacidade de inibir completamente a enzima 

hialuronidase. Embora não seja utilizado como agente anti-inflamatório, pode simular 

uma substância anti-inflamatória eficaz. Também foi utilizado um agente 

antiinflamatório natural como controle positivo, extrato comercial de própolis, na 

mesma concentração dos extratos testados (REISSING et al., 1955; AROSSOS E 

DAVIDSON, 1967; KUPPUSAMY et al., 1990). 

2.12 Análise estatística 

 Os resultados obtidos neste estudo foram expressos pela média± desvio padrão 

de triplicatas. Foram analisados pelo Statistica 5.0 Software (Statsoft, Tulsa, OK, USA) 

e pelo Graphpad prism 5.0 Software (San Diego, CA, USA). Diferenças foram 

analisadas usando ANOVA seguido pelo teste de Tukey. O valor de p < 0,05 foi 

considerado significativo. 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1 Seleção de microrganismos 

O consumo de soja fermentada é uma cultura largamente difundida na Ásia, em 

países como Japão e China. Atualmente, esse consumo tem sido verificado em países 

do Ocidente, devido à presença de compostos de alto valor nutricional no grão (MEJIA 

& LUMEN, 2006). Dentre vários alimentos provenientes da fermentação dos grãos de 

soja, destaca-se o tempeh, produzido pela inoculação dos grãos sem casca, com 

esporos de culturas puras do fungo Rhizopus sp. (NOUT & KIERS, 2004). 

De acordo com a Resolução RDC n°. 2, de 07 de janeiro de 2002, definem-se 

compostos bioativos nutrientes e substâncias não-nutrientes, que possuem ação 

metabólica ou fisiológica específica (BRASIL, 2002). Particular importância tem sido 

atribuída aqueles que apresentam ação antioxidante, como vitaminas e compostos 

fenólicos, por apresentarem efeitos na proteção contra o estresse oxidativo de células 

(DAI & MUMPER, 2010; MALTA et al., 2012; NIKI, 2010). 

Uma triagem preliminar com 17 cepas de Rhizopus sp., através de fermentações 

no estado sólido (FES) utilizando como substrato o grão de soja foi realizada com o 

objetivo de selecionar as linhagens com  melhor potencial  antioxidante, com base na 
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potencial de eliminação do radical DPPH após 72 horas de fermentação.As 

substâncias antioxidantes presentes nos extratos reagem com o radical estável DPPH 

e convertendo-o em 2,2-difenil-1-picrilhidrazina. O grau de descoloração indica o 

potencial antioxidante do extrato, de forma que o extrato que exibe alto potencial em 

seqüestrar radicais livres possui baixo valor de IC50, indicando assim que é necessário 

pequena quantidade de extrato para inibir a oxidação do radical em 50%. Portanto, 

quanto menor for o valor de IC50, mais eficiente é o antioxidante (BRAND-WILLIANS 

et al.,1995).  

Na figura 4 estão apresentados os resultados obtidos em IC50 (mg/mL), o qual é 

possível observar que todas as linhages testadas apresentaram potencial antioxidante 

após processo fermentativo, quando se comparado com o valor encontrado nos grãos 

de soja in natura.  

 

 

Figura 4. Atividade antioxidante de diferentes cepas conduzidas por FES para 

seleção de linhagens de Rhizopus sp. 

T0 – Soja in natura. IC50 FES: resultados obtidos por extração álcoolica. 

 

Após 72 horas de processo fermentativo, os valores de concentração inibitória 

dos extratos etanólicos apresentaram uma variação entre 55,35 mg/mL e 18,53 
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mg/mL. Tais valores revelaram que uma quantidade significativamente menor do 

produto fermentado é necessário para inibir 50% dos radicais livres, comparados com 

o valor de soja in natura para a mesma função, que apresentou 105,1 mg/mL de 

concentração inibitória.  

Três linhagens apresentaram melhores resultados, que de acordo com dados 

estatísticos não diferem significativamente (p>0,05), sendo R. arrhizus NRRL 2582, 

R. oligosporus NRRL 2710 e R. oligosporus NRRL 3267, que foram selecionadas para 

os ensaios seguintes. A tabela 8 revela o potencial de inibição do radical livre DPPH 

alcançado pelos extratos etanólicos do material fermentado por 72 horas pelas cepas 

selecionadas e comparado com o material in natura, na concentração de  40 mg/mL 

 

Tabela 8. Potencial de inibição do radical livre DPPH de extratos etanólicos 

provenientes de processo fermentativo de diferentes linhagens do gênero Rhizopus 

spp. 

Cepa Inibição do radical DPPH (%) 

T0 22,2±0,48b 

R. arrhizus NRRL 2582 81,2±0,77a 
R. oligosporus NRRL 2710 85,7±0,44a 
R. oligosporus NRRL 3267 88,1±0,22a 

T0 – Soja in natura. 

A tabela 8 revela o potencial de inibição do radical livre DPPH alcançado pelos 

extratos na maior concentração utilizada, 40 mg/mL. Os grãos de soja in natura 

apresentaram potencial de inibição de 22,2%, o processo fermentativo dos grãos 

pelas linhagens, permitiu o aumento da inibição do radical em 81,2%, 85,7% e 88,1% 

por R. arrhizus NRRL 2582, R. oligosporus NRRL 2710 e R. oligosporus NRRL 3267, 

respectivamente. 

Os grãos de soja in natura apresentaram potencial de inibição de 22,2%, o 

processo fermentativo dos grãos pelas linhagens, permitiu o aumento da inibição do 

radical em 81,2%, 85,7% e 88,1% por R. arrhizus NRRL 2582, R. oligosporus NRRL 

2710 e R. oligosporus NRRL 3267, respectivamente. 

O processo fermentativo em estado sólido dos grãos de soja por fungos do 

gênero Rhizopus spp. possibilitou um incremento de até 5,66 vezes na ação 

antioxidante e 3,96 vezes no potencial de inibição do radical. 
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3.2 Avaliação da ação antioxidante em fermentação com combinação de 

substratos. 

A partir das linhagens selecionadas descritas no item 3.1 e com o objetivo de 

avaliar a ação antioxidante após o processo fermentativo utlizando substratos de 

menor valor comercial, foram realizados estudos de combinação de substratos na 

proporção de 1:1 dos grãos de soja com arroz integral, aveia, milho e trigo.  

Conforme mostrado na tabela 9, os extratos etanólicos obtidos após a 

fermentação de 72 horas da combinação dos grãos de soja com arroz integral 

mostrou-se a mais eficiente dentre os cereais utilizados, uma vez que os valores de 

IC50 alcançados foram semelhantes aos obtidos utilizando-se apenas grãos de soja.  

Tabela 9. Valores de IC50 (mg/mL) de extratos etanólicos provenientes de 

processo fermentativo de 72 horas com combinações de substratos a partir de 

diferentes linhagens de Rhizopus sp. 

           T0 

(Tempo inicial) 
R. arrhizus 
NRRL 2582 

R. oligosporus 
NRRL 2710 

R. oligosporus 
NRRL 3267 

SOJA 105,01±0,62e 20,90±0,31a 20,49±0,27a 18,53±0,38a 
SOJA + ARROZ 374,5±0,62g 19,2±0,31a 15,6±0,13a 33,7±0,51b 

SOJA + AVEIA 180,8±0,39f 63,3±0,16cd 69,5±0,84cd 131,9±1,15e 

SOJA + MILHO 346,2±0,32g 45,7±0,50c 23,3±0,50a 32,93±0,59b 

SOJA + TRIGO 166,0±0,97f 52,2±0,50b 54,0±0,93bc 76,6±0,31d 

T0 – Combinaçaõ de substratos in natura. 

 

Analisando a ação antioxidante dos extratos etanólicos dos grãos in natura, é 

possível afirmar que para todos os cereais utilizados o processo fermentativo pelas 

linhagens resultou no aumento da ação antioxidante. 

No entanto, os valores de concentração inibitória (IC50) mais promissores foram 

de 19,2 mg/mL e 15,6 mg/mL, provenientes da fermentação de grãos de soja e arroz 

integral pelas linhages R. arrhizus NRRL 2582 e R. oligosporus NRRL 2710, 

respectivamente. O mesmo não é observado pela fementação dos grãos pela 

linhagem R. oligosporus NRRL 3267. Os dados estatísticos revelam diferença 

significativa entre  linhagens citadas (p>0,05).  

A maior capacidade antioxidante apresentada pela combinação com o arroz 

integral em relação aos demais cereias pode ser explicada devido à maior 

disponibilidade de nitrogênio prontamente assimilável presente no meio de cultura 

mediante. Segundo Silva (2004), muitos microrganismos desenvolvem-se em meios 
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simples, com disponibilidade de carbono, nitrogênio e fósforo e sais minerais 

necessários. 

De acordo com Rossi et al. (2001), farelo de arroz e soja são fontes de nutrientes 

utilizados na suplementação do meio, uma vez que estimulam o crescimento micelial. 

Além disso, outros pesquisadores relatam que o uso de cereais (como trigo, aveia e 

milho) fermentados por fungos Rhizopus oligosporus e Aspergillus oryzae produzem 

um elevado conteúdo de compostos fenólico (ZHAO et al., 2014; RAZAK et al., 2015). 

Diversos estudos relatam a capacidade de microrganismos fúngicos modularem 

moléculas antioxidante em cereais como arroz, com Cordyceps sinensis ( ZHANG et 

al., 2008 ) e em trigo com Aspergillus oryzae e A. awamor ( BHANJA et al., 

2009 ). Lee et al. (2008) mostraram que as qualidades nutricionais e as atividades 

biológicas de diferentes resíduos agroindustriais foram potencializadas por cultivo em 

estado sólido baseado em fungos filamentosos. 

Na tabela 10 pode-se observar o potencial de inibição do radical livre DPPH 

alcançado pelos extratos etanólicos na concentração de 40 mg/mL de soja adicionada 

pelos cereais em estudo após 72 horas de fermentação pelos três fungos previamente 

selecionados. A mistura nas mesmas proporções foi avaliada in natura. 

 

Tabela 10. Potencial de inibição (%) do radical livre DPPH de extratos etanólicos 

provenientes de processo fermentativo de 72 horas com combinação de substratos 

por diferentes linhagens do gênero Rhizopus spp. 

 T0 

(Tempo inicial) 
R. arrhizus 
NRRL 2582 

R. oligosporus 
NRRL 2710 

R. oligosporus 
NRRL 3267 

SOJA 22,20±0,48d 81,0±0,77k 85,7±0,44kl 88,1±0,22kl 
SOJA + ARROZ 3,67±1,63a 90,21±0,26lm 91,19±0,90m 59,01±1,38h 

SOJA + AVEIA 13,725±0,20c 31,99±0,63e 32,62±0,74e 14,68±0,84c 

SOJA + MILHO 3,78±1,37a 42,98±0,96g 76,6±1,14j 72,3±0,35i 

SOJA + TRIGO 9,93±1,61b 75,61±1,35j 36,9±0,82f 3,57±1,48a 

T0 – Combinaçaõ de substratos in natura. 

 

Os resultados de inibição do radical livre DPPH dos extratos etanólicos obtidos, 

a partir das combinações de substratos estudadas, apresentaram o mesmo 

comportamento observado na avaliação do IC50. 

A mistura de grãos de soja e arroz integral in natura não apresentam potencial 

de inibição significativa (3,67%), enquanto que, após 72 horas de fermentação dos 

grãos pelas linhagens selecionadas  o potencial de inibição passou para 90,2% e 
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91,1% para as linhagens R. arrhizus NRRL 2582 e R. oligosporus NRRL 2710, 

respectivamente. O mesmo comportamento não foi observado por R. oligosporus 

NRRL 3267, onde está apresentou capacidade de inibir 59,02% dos radicais livres, o 

que corresponde a uma redução de 1,45% quando fermentada apenas com grãos de 

soja. 

O aumento da atividade antioxidante de extratos provenientes de fermentações 

à base de soja também foi observado em estudos como de Lee, Hung, Chou (2007). 

McCue, Horii e Shetty (2003) e Singh et al. (2010). 

Os dados revelam que o processo fermentativo dos grãos soja e arroz integral 

combinados é uma alternativa viável que permite reduzir os custos do processo 

obtendo valores consideráveis de ação antioxidante. O processo fermentativo 

mencionado possibilitou um incremento de até 24 vezes na ação antioxidante e 24,84 

vezes no potencial de inibição do radical livre. 

Os dados estatísticos mostram que as linhagens R. arrhizus NRRL 2582 e R. 

oligosporus NRRL 2710 não diferem significativamente (p>0,05). Dessa forma, as 

próximas etapas realizadas nesse trabalho se deram a partir das mesmas. 

3.3 Cinética do processo fermentativo das linhagens selecionadas com 

ação antioxidante. 

3.3.1 Determinação da atividade antioxidante pelo método de DPPH 
 

Os radicais livres estão envolvidos em diversas funções no organismo, como 

sinalização e regulação do crescimento celular. No entanto, seu excesso produz 

efeitos deletérios, como danos ao DNA, proteínas e organelas citoplasmáticas 

provocando alterações na estrutura e função celular. Com isso, o organismo atua 

produzindo substâncias capazes de regenerar ou prevenir os danos oxidativos. 

Quando tal produção pelo organismo é insuficiente, ocorre o estresse oxidativo, que 

através de várias reações degradativas, leva ao envelhecimento precoce e doenças 

degenerativas (ALVES et al., 2010). 

Neste contexto destacam-se os antioxidantes, compostos que presente em 

pequenas concentrações em relação ao substrato oxidável, retarda ou impede a sua 

oxidação (HALLIWELL et al., 1995) atuando diretamente na prevenção de tais 

doenças. Dessa forma, a identificação de fontes vegetais com alta capacidade 

antioxidante é de extrema importância.  
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Conforme mencionado anteriormente, o menor valor de IC50 está associado à 

alta capacidade antioxidante (ZHU et al., 2011). O comportamento cinético das 

linhagens R. arrhizus NRRL 2582 e R. oligosporus NRRL 2710 foram obtidos a partir 

do processo fermentativo com os substratos selecionados (soja e arroz) é 

apresentado na figura 5 A cinética foi verificada durante 120 horas de fermentação, 

com amostras coletadas a cada 24 horas. 
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O potencial máximo de ação antioxidante dos fermentados foi alcançado em 72 

horas de processo, onde R. arrhizus NRRL 2582 e R. oligosporus NRRL 2710 

apresentaram concentração inibitória de 24,8 mg/mL e 14,1 mg/mL, respectivamente. 

No tempo final do processo fermentativo, correspondente a 120 horas, o valor de IC50 

obtido foi de 25,1 mg/mL e 17,3 mg/mL. 

Huang et al. (2008) em fermentado com soja e arroz (sufu) com duração de 16 

dias, alcançou em extratos metanólicos um IC50 de 19,1 mg/mL e capacidade de 

eliminação dos radicais livres de 54,7%, representando um aumento de 3,4 vezes em 

relação ao sufu não fermentado. CHANG et al. (2008) em fermentação de soja por R. 

Figura 5. Cinética do potencial antioxidante de extratos etanólicos provenientes 

da fermentação de soja e fungo durante 120 horas por R. arrhizus NRRL 2581 e R. 

oligosporus NRRL 2710. 
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oligosporus alcançou no primeiro dia de fermentação um valor de concentração de 

inibitória (IC50) de 38,31 mg/mL e após 10 dias de fermentação esse valor foi de 18,83 

mg/mL (redução de 2,03 vezes). Neste trabalhos, valores semelhantes foram 

encontrados em apenas 3 dias de fermentação. 

A tabela 11 revela o potencial de inibição do radical livre DPPH alcançado pelos 

extratos em três pontos diferentes da cinética, na concentração máxima de 40 mg/mL. 

A mistura de grãos de soja e arroz integral in natura apresentaram potencial de 

inibição de 3,67%, o processo fermentativo dos grãos no ponto de 72 horas mostrou 

um aumento do potencial de inibição dos extratos de 83,22% 3 e 91,47% para as 

linhagens R. arrhizus NRRL 2582 e R. oligosporus NRRL 2710. 

 

Tabela 11. Potencial de inibição (%) do radical livre DPPH de extratos álcoolicos 

dfermentação de 120 horas de grãos de soja e arroz integral por R. arrhizus NRRL 

2582 e R. oligosporus NRRL 2710. 

T0 – Combinaçaõ de substratos in natura. 

 

O comportamento observado para valores de concentração inibitória (IC50) 

mostrado na figura 5, é também observado no potencial de inibição dos extratos. Ao 

final processo fermentativo, de 120 horas, os extratos apresentam uma queda no 

potencial de inibição do radical DPPH. Os extratos resultantes da fermentação pela 

linhagem para as linhagens R. arrhizus NRRL 2582 apresentou 64,51% de inibição e 

a linhagem R. oligosporus NRRL 2710 foi capaz de inibir 78,82% do radical DPPH. 

De acordo com Kwak et al. (2007), a ação antioxidante de extratos fermentados 

pode ser atribuída à presença de fitoquímicos antioxidantes, como fenólicos e 

isoflavonas.  

Os valores obtidos na cinética permitiram concluir que não é necessário um 

longo tempo de processo para atingir o ponto máximo de ação antioxidante do 

fermentado, uma vez que observa-se atividade decrescente com o aumento do tempo 

de cultivo. O mesmo comportamento foi relatado por McCue e Shetty (2003) em 

estudos com Rhizopus oligosporus. 

 R. arrhizus NRRL 2582 R. oligosporus NRRL 2710 
T0  (tempo inicial) 3,67a±1,63 3,67a±1,63 

72 Horas 83,22d±0,48 91,47e±0,92 
120 Horas 64,51b±0,29 78,82c±0,16 
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 3.2 Quantificação de compostos fenólicos totais 

Os compostos polifenólicos, são fitoquímicos comumente encontrados em frutas, 

legumes e grãos. São pertencentes a um grupo heterogêneo de compostos 

caracterizados por apresentarem uma grande variedade de efeitos biológicos, 

incluindo propriedades anti-inflamatórias, antimicrobianas e antioxidantes 

(TROUILLAS et al., 2003).  

Inúmeros benefícios para a saúde humana podem ser adquiridos na dieta 

através de alimentos com teores substantivos de compostos bioativos, uma vez que 

o consumo destes está associado ao menor risco de desenvolvimento de doenças 

crônicas. 

Nesse contexto, o conteúdo de fenólicos totais dos substratos fermentados pelas 

linhagens R. oligosporus NRRL 2710 e R. arrhizus NRRL 2582 utilizando etanol no 

processo de extração foram avaliados e comparados com os valores presentes no 

grão in natura. O conteúdo fenólico total de todas as amostras testadas foi 

determinado a partir de uma curva padrão de ácido gálico e expresso em mg EAG/g 

de amostra fermentada (figura 6). 
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Dentre os principais componentes responsáveis pela ação antioxidantes dos 

produtos de soja destacam-se os compostos fenólicos e flavonóides (ZHANG et al., 

2011).  

Os teores fenólicos totais dos extratos etanólicos da linhagem R. oligosporus 

NRRL 2710 encontram-se na faixa de 0,69 a 6,44 mg EAG/g, enquanto a linhagem R. 

arrhizus NRRL 2582 apresentou conteúdo fenólico de 0,69 a 2,53 mg EAG/g  (figura 

6). 

Os extratos etanólicos obtidos a partir de fermentação com R. arrhizus 2582 

apresentaram menores valores de compostos fenólicos, sendo a concentração 

máxima encontrada em 96 horas (3,18 mg EAG/g), no tempo final do processo 

correspondente a 120 horas, a concentração de compostos fenólicos alcançada 

apresentou redução de 1,25%. Em contrapartida, os extratos provenientes da 

fermentação pela linhagem R. oligosporus NRRL 2710 não apresentaram queda no 

conteúdo de compostos fenólicos, como observado no potencial antioxidante dos 

extratos. 

Os dados estatísticos mostram que as linhagens R. arrhizus NRRL 2582 e R. 

oligosporus NRRL 2710 apresentam diferença significativamente (p>0,05). O 

Figura 6. Conteúdo de compostos fenólicos totais (mg EAG g-1) de extratos 

etanólicos provenientes de processo fermentativo de soja e arroz em 120 horas por 

R. arrhizus NRRL 2582 e R. oligosporus NRRL 2710. 
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processo fementativo dos grãos pelas linhagens resultou em um incremento de 9,33 

vezes no teor de compostos fenólicos. 

Singh et al. (2010) em estudos de grãos de soja fermentados porTrichoderma 

harzianum também relataram um total de fenólicos dos extratos significativamente 

superior após a fermentação dos grãos. KUMAR et al. (2010), encontraram 

concentrações de fenólicos em cultivares de soja de 0,8 a 5,4 mg/g de soja.  

Tais resultados sugerem que maior atividade antioxidante dos produtos 

fermentados também pode estar relacionada a teores significativamente mais altos de 

ácidos fenólicos, flavonóides e isoflavonas agliconas com mais grupos hidroxila livres. 

Segundo Bhanja et al., (2009) o processo fermentativo dos grãos de soja em 

estado sólido permite a atuação de fungos filamentosos na mobilização ou formação 

de compostos fenólicos. A soja abrange compostos fenólicos e isoflavonóides 

concentrados principalmente na matriz de sementes, o que pode explicar o aumento 

de tais compostos. 

Ajila et al., (2011) afirmam que os compostos fenólicos presentes em extratos 

associam-se frequentemente com diversas outras biomoléculas, como proteínas, 

carboidratos, lipídeos, terpenos e outros compostos orgânicos. A solubilidade dos 

mesmos depende principalmente dos grupos hidroxilas e comprimento da cadeia 

carbônica.Dessa forma, a escolha do melhor solvente de extração é fundamental na 

quantificação desses compostos. 

3.3 Avaliação da atividade anti-inflamatória pela inibição da enzima 

hialuronidase 

O processo inflamatório corresponde á resposta imune do organismo contra 

determinada lesão e infecção (VERNAZA et al., 2012). No presente trabalho, foi 

avaliado a atividade anti-inflamatória a partir do potencial de inibição da enzima 

hialuronidase. Tal enzima (HIA) pertence à classe das glicosidases e caracterizam-se 

pela capacidade de degradação do ácido hialurônico (AH). A enzima atua na matriz 

extracelular dos tecidos aumentando assim a permeabilidade e facilitando o acesso 

de patógenos envolvidos em processos inflamatórios (EL-SAFORY et al., 2010; 

GIRISH & KEMPARAJU, 2007; SGARIGLIA et al., 2013). 

Os resultados obitidos estão apresentados na figura 7. As amostras 

apresentaram diferença significativa ao nível de 95% (p<0,05). Os extratos álcoolicos 
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obtidos do processo fermentativo de 72 horas, mostraram capacidade de inibição 

máxima de 70,75%, o que representa um aumento de 3,36 vezes quando comparado 

com o tempo 0, capaz de inibir 21,03% da HIA. Os resultados foram comparados com 

o controle de dimetilsulfóxido (DMSO), uma vez que este apresenta capacidade de 

inibir completamente a enzima hialuronidase (HIA). 

 

Fazendo-se uma compararção entre a capacidade anti-inflamatória do extrato 

comercial de própolis com os extratos álcoolicos testados, pode-se afirmar que em 72 

horas de fermentação dos grãos por pelas linhagens R. oligosporus NRRL 2710 este 

apresenta-se mais eficaz que o controle positivo testado (64,85%). 

Vasconcellos (2014) em estudos com isolado proteico de soja utilizando a 

mesma metodologia descrita neste trabalho, relatou um valor de 70% de atividade 

anti-inflamatória a uma concentração de 1000 μg/ml. O autor não relatou o valor de 

IC50. 

Para uma melhor compreensão da atividade anti-inflamatória do extrato 

proveniente de 72 horas de fermentação, foi realizada a análise dose-resposta e a 

relação foi ajustada por uma função sigmoide para estimar o valor de concentração 

inibitória (IC50), que corresponde à concentração capaz de induzir 50% enzima 
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Figura 7. Avaliação da atividade anti-inflamatória de extratos álcoolicos 

provenientes de fermentação com grãos de soja e arroz por R. oligosporus NRRL 2710, 

em comparação com diferentes controles positivos. A. Extrato referente ao tempo 0 de 

processo fermentativo.; B. Extrato referente a 72 horas de processo fermentativo. 
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hialuronidase. O extrato foi testado nas concentrações de 1 a 300 µg/mL para definir 

a melhor concentração inibitória da enzima hialuronidase e, portanto, o processo 

inflamatório.   

 

Tal análise permitiu verificar que o valor de concentração ideal para que ocorra 

essa inibição é de 4,2 mg/mL, em um intervalo de 95% de confiança. Na figura 9 é 

possível observar o comportamento do extrato em relação a dose-resposta. 

Kuppusamy (1990) testou um grupo de 31 flavonoides, frente à enzima 

hialuronidase testicular bovina. A presença de dupla ligação entre os carbonos 2 e 3 

do núcleo fundamental dos flavonóides era condição fundamental para o composto 

apresentar atividade; um grupo ceto na posição 4 e a introdução de hidroxilas em 5, 7 

e 4’ mostravam aumentar o efeito dos flavonoides. No entanto, a presença de 

substituintes glicosídicos diminuía o efeito inibitório sobre a enzima testicular bovina. 

Dessa forma, o autor concluiu que as formas agliconas dos flavonóides são melhores 

inibidores de hialuronidase que seus derivados glicosilados. 

Diante disso, o potencial anti-inflamatório dos extratos testados pode ser 

associado a presença de compostos fenólicos no mesmo. Uma vez que nos produtos 
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Figura 8. Cuva dose-resposta da atividade anti-inflamatória pela inibição da 

enzima hialuronidase de extrato álcoolico proveninete de fermentação de grãos por 

linhagem de fungo Rhizopus spp. 
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não fermentados de soja, as isoflavonas predominam-se nas formas glicosídicas 

(NAIN et al., 1974). O processo fermentativo altera os níveis e formas das isoflavonas, 

promovendo um aumento nas formas agliconas (FUKUTAKE et al., 1996; WANG & 

MURPHY, 1994; GEORGETTI et al., 2009). 

Sendo assim, a hidrólise de compostos fenólicos conjugados por 

microorganismos, como mostrado no presente trabalho, pode ser uma alternativa para 

aumentar a concentração de polifenóis livres e bioatividade dos produtos à base de 

soja (GEORGETTI et al., 2009). Diversos pesquisadores têm realizado estudos 

biológicos e farmacológicos de compostos fenólicos (VICENTE, et al, 2014; 

SCHERER & GODOY, 2014).  

 

6. Conclusão 

· Todas as 17 linhagens de Rhizopus sp. testadas apresentaram resultados 

positivos quanto o aumento do potencial antioxidante após fermentação dos 

substratos. 

· Dos substratos testados, a combinação de grãos de soja e arroz integral 

mostrou-se eficiente para a fermentação em estado sólido por Rhizopus spp., 

permitindo obter valores de IC50 promissores. 

· A concentração inibitória antioxidante (IC50, em mg/mL) das amostras 

fermentadas apresentou correlação com a produção de compostos fenólicos, uma vez 

que quanto menor o valor de IC50, maior a concentração de compostos bioativos. 

· O estudo mostrou a correlação entre a presença de compostos fenólicos com 

o potencial anti-inflamátorio dos extratos. 

· Os estudos de bioatividade indicam que os grãos fermentados por fungos do 

gênero Rhizopus sp. apresentam atividade antioxidante e atividades antiinflamatórias, 

sugerindo potenciais novas aplicações. 
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CAPITULO 3: EXTRAÇÃO DE COMPOSTOS BIOATIVOS DE PRODUTO 

FERMENTADO POR RHIZOPUS SP. Á BASE DE SOJA UTILIZANDO-SE 

DIFERENTES TÉCNICAS. 

 

1. INTRODUÇÃO 

Os ácidos fenólicos consistem em compostos antioxidantes naturais comumente 

encontrados em plantas e alimentos de origem vegetal. Grande atenção é dada a 

estes compostos devido ao seu alto papel na saúde humana (DAI E MUMPER, 2010). 

A soja (Glycine max) é uma leguminosa de grão reconhecida com valor nutricional e 

alto potencial nutracêutico (ADEYEMO & ONILUDE, 2013). Esses grãos são 

caracterizados por altos níveis de propriedades bioativas (CHOI, KIM, JUNG, & BAE, 

2015), incluindo antioxidantes fenólicos (ZHANG et al., 2010), atividade estrogênica, 
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imunomoduladores (SETCHELL et al., 2011) e anticarcinogênicos (ABERNATHY et 

al., 2015). 

Assim, na busca e interesse na presença de antioxidantes efetivos em recursos 

naturais, os produtos de soja têm sido objeto de atenção de pesquisadores e 

desenvolvedores de produtos devido à crescente evidência de contribuições de 

compostos funcionais em uma variedade de propriedades benéficas para a saúde 

(KAJDZANOSKA et al., 2011). 

Os compostos fenólicos são um grupo amplo e diversificado de fitoquímicos, 

capazes de eliminar numerosos radicais (ALBISHI et al., 2013, BENAVENTE-

GARCIYA et al., 2000; SHAHIDI & AMBIGAIPALAN, 2015; WANG et al., 2016). 

Segundo Guan-Lin et al. (2018), a alta ingestão de alimentos ricos nesses compostos 

reduz significativamente o risco de inúmeras doenças crônicas, como as doenças 

cardiovasculares. 

As tecnologias extrativas para a obtenção desses extratos desempenham um 

papel importante, uma vez que o processo de extração pode levar a mudanças na 

composição do extrato, levando à perda do potencial biológico. Além disso, a escolha 

é baseada em um conjunto de fatores, dentre eles, rendimento, qualidade do produto, 

tempo de operação e custo (MESOMO, 2013). 

Embora existam vários estudos na literatura sobre substâncias bioativas 

derivadas da soja (PANANUN et al., 2012; DUROVIC et al., 2018), não há um estudo 

abrangente sobre o efeito de diferentes métodos e condições na extração dos 

mesmos. 

Métodos de extração convencionais, como extração de Soxhlet, são comumente 

usados para obter óleo de biomassa; no entanto, podem ser prejudiciais ao meio 

ambiente devido às grandes quantidades de solventes orgânicos utilizados, tornam-

se restritivas porque são potencialmente prejudiciais e caras. Além disso, podemos 

mencionar os longos tempos de processamento, baixa seletividade, baixos 

rendimentos de extração e baixa qualidade dos extratos, causados quando 

componentes termicamente sensíveis são degradados devido às altas temperaturas 

utilizadas (DANLAMIN et al., 2014). 

Pesquisas recentes em tecnologias de extração têm focado principalmente em 

técnicas eficientes e inovadoras para o processamento de materiais vegetais como 

uma alternativa ecológica para obter e purificar compostos bioativos, como a extração 
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com fluidos supercríticos (CHEN et al., 2014; CONG-CONG et al,. 2017). No presente 

trabalho, o uso de dióxido de carbono supercrítico (scCO2) aparece como uma 

alternativa considerada como um conceito "verde" inerte, não tóxico, permitindo a 

extração a baixas temperaturas ea pressões relativamente baixas. Também tem a 

vantagem de ser capaz de fornecer maior rendimento, minimizar o tempo de 

processamento e reduzir o consumo de energia e solventes (SIN et al., 2014; ATTARD 

et al., 2015; ATTARD et al., 2018). 

A extração supercrítica é notável, pois permite a extração de extratos de alta 

qualidade, minimizando os danos ao meio ambiente devido à ausência de solvente no 

produto final (HERRERO et al., 2010). No entanto, a solubilidade de moléculas de 

cadeia longa e compostos polares elevados em CO2 supercrítico é limitada (SOLTANI 

& MAZLOUMI, 2017), mas esta é uma desvantagem que pode ser resolvida usando 

um co-solvente diferente ou configuração de processo como solvente de técnica de 

gás expandido (RUCKENSTEIN & SHULGIN, 2001). A adição de pequenas 

quantidades de solvente orgânico aumenta a solubilidade de compostos polares em 

um fenômeno conhecido como efeito de arrastamento, melhorando tanto a 

seletividade quanto o rendimento de extração de compostos de matrizes de plantas 

(SANTOS et al., 2017; GUEDES et al., 2018). 

A fermentação de uma matriz vegetal por fungos filamentosos é uma estratégia 

biotecnológica capaz de induzir a melhoria das propriedades biológicas e 

bioatividades dos substratos, como maiores rendimentos de processos e melhores 

características do produto, como aumento da presença de enzimas, ácidos orgânicos 

e compostos bioativos  (DANG et al., 2015). Os grãos de soja apresentam compostos 

fenólicos e isoflavonóides concentrados principalmente na matriz de sementes, 

durante o processo de fermentação, os fungos são reconhecidos por sua capacidade 

de produzir enzimas que atuam degradando a parede celular, atuando na mobilização 

de compostos polifenólicos (BHANJA et al. , 2009; HARIKESH et al., 2010). 

Até onde sabemos, não há nenhum relatório sobre a extração de óleo de uma 

biotransformada/fermentada e suas avaliações de atividades biológicas. Combinando 

o fato de que os antioxidantes têm sido considerados os principais componentes de 

saúde esperados pelos consumidores em produtos alimentícios, devido aos seus 

benefícios na prevenção de muitas doenças crônicas causadas por processos 

oxidativos celulares. 
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Portanto, o objetivo deste estudo foi investigar o efeito de diferentes métodos de 

extração, incluindo Soxhlet com diferentes solventes e técnicas de scCO2 + EtOH, 

para obtenção de extratos com alta atividade antioxidante a partir da soja 

biotransformada pelo fungo Rhizopus oligosporus.  

 

2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivos gerais 

 

O objetivo deste trabalho foi avaliar os rendimentos de extração comparando 

extração de Soxhlet com diferentes solventes orgânicos e extração supercrítica de 

CO2 + etanol (scCO2 + EtOH) de fermentados de soja biotransformados pelos fungos 

do gênero Rhizopus sp., bem como a presença de bioativos, como potenciais 

compostos antioxidantes e fenólicos 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

· Verificar o rendimento de extração Soxhlet a partir de matéria-prima 

úmida e seca; 

· Verificar a relação entre a polaridade e o rendimento de extração de 

Soxhlet entre diferentes solventes orgânicos; 

· Avaliar diferentes condições no processo de extração com fluído 

comprimido (scCO2 + EtOH); 

· Avaliar a presença de bioativos com ação antioxidante dos extratos 

provenientes ambas técnicas de extração; 

· Avaliar a concentração de compostos fenólicos totais dos extratos; 

· Avaliar a estabilidade oxidativa dos extratos obtidos por scCO2 + EtOH. 

 

3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Microrganismo 

O processo de fermentação foi conduzido por um fungo do gênero Rhizopus 

spp., cuja linhagem foi obtida de coleções de cultura dos bancos de cepas NRRL 

(Northern Regional Research Laboratory), U.S. Department of Agriculture, Illinois - 
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USA, e MUCL (Mycothèque de Universite Catolique de Louvain), Bélgica e são 

pertencentes à micoteca do Laboratório do Departamento de Engenharia de 

Bioprocessos e Biotecnologia da Universidade Federal do Paraná. A conservação 

desta cepa foi realizada em tubos inclinados contendo meio sólido de ágar batata 

dextrose (PDA). A cultura repicada foi crescida a 30°C por 5 dias, e após, conservada 

a 4°C com repiques contínuos a cada três meses. 

3.2 Fermentação no estado sólido 

Os ensaios foram conduzidos em biorreator do tipo bandeja dentro de um 

dessecador, a fim de se garantir a umidade relativa do ar no ambiente de fermentação. 

Utilizou-se bandejas perfuradas, mantendo assim a aeração no fundo dos recipientes. 

As peneiras foram cobertas na parte inferior e superior com papel alumínio perfurado 

e esterilizado, o que garantia a retenção da solução de esporos e a umidade requerida 

para crescimento do fungo. Ao fundo do dessecador, foram adicionados 800 mL de 

água deionizada, que garantia a saturação do ar com umidade. 

Os grãos de soja foram pré-embebidos em água deionizada e deixados por 12 

horas para serem descascados posteriormente. Quando necessidade de substratos 

combinados, os grãos de arroz foram pré-cozidos em água fervente por 5 minutos. Os 

substratos foram tratados termicamente sob vapor fluido a 100C por 15 minutos. O 

excesso de água foi removido. 

Após arrefecimento dos substratos, os mesmos foram inoculados com 107 

esporos g-1 de substrato seco. O dessecador foi fechado apenas com papel alumínio 

perfurado e mantido em estufa bacteriológica (Marca Fanem, modelo Orion 502) a 

30°C por 72 horas de fermentação. Todos os ensaios foram feitos em triplicata. 

2.3 Processo de secagem 

As amostras foram submetidas ao processo de secagem em estufa com 

circulação de ar a 50°C por 72 horas, após foi verificada a umidade residual das 

mesmas. 

2.4 Teor de umidade 

A umidade das amostras foi verificada por meio do equipamento Balance Infrared 

Moisture (Bel Engineering). As analizes foram feitas em triplicata. 
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2.5 Extração com solvente orgânico 

A extração foi realizada em equipamento Soxhlet descrita por AOAC (1999), 

utilizando uma razão de 1:40 (m/v). Sete solventes com diferentes polaridades foram 

testados para avaliar o rendimento de extração e a capacidade de extração de 

compostos bioativos. Os testes foram realizados em triplicata para cada solvente com 

duração de 6 horas de extração. Todos os solventes utilizados neste estudo foram de 

grau analítico. No final da extração, o solvente foi removido com um evaporador 

rotativo (RV 10 digital, Ika, Wilmington, EUA). As operações de extração foram 

realizadas em triplicata sob condições idênticas e, ao final, os frascos foram pesados 

em balança analítica para cálculo do rendimento. O rendimento de extração (% em 

peso) foi calculado da seguinte forma: 

 !"#$%!"&'()* = + %,--,'!./0,í#,'(1*
%,--,'#!',%&-/0,'2/$3$4,#,'(1* !"!100 

 

2.6 Extração com fluído supercrítico 

O processo de extração supercrítico foi realizado em um extrator em batelada 

(80 cm3 de volume interno, L = 0,16 m, 2.5 = 2,52 x 10-2 m) e encamisado para 

controle de temperatura. O extrator de alta pressão é conectado a um banho ultra-

aquecido e tem uma válvula de agulha para controle de fluxo na saída. O sistema 

também consiste de uma bomba de seringa de alta pressão (ISCO, modelo 500D, 

Lincoln, NE 68504, EUA), uma bomba de deslocamento positivo e sensores de 

pressão e temperatura e transdutores. 

O etanol foi utilizado na extração do gás solvente líquido (GLX), denominado 

scCO2 + EtOH, na tentativa de aumentar os rendimentos da extração e aumentar as 

taxas de extração. As extrações seguiram a proporção de 1: 1 (m / v) de matéria-prima 

e etanol. Um pré-tratamento da matéria-prima foi realizado, mantendo-a no solvente 

por um período de 60 minutos. Após a amostra foi  adicionada ao extrator e mantida 

em um período de confinamento no extrator por 60 minutos. 

A extração foi realizada com base em um delineamento experimental fatorial 22 

simples com um ponto central, com o objetivo de avaliar os efeitos da pressão e 

temperatura no rendimento de extração. O solvente foi bombeado a um caudal 

constante de 2,0 ± 0,2 cm3/min. 
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O extrato ceroso foi coletado em um recipiente de vidro âmbar e seu peso foi 

determinado em intervalos de tempo de extração. Os rendimentos foram calculados 

como a razão entre a massa extraída e o peso inicial da matéria-prima utilizada. 

 

2.7 Determinação da Atividade Antioxidante in vitro 

2.7.1 Determinação da Atividade Antioxidante pelo Método da inibição do 

radical 2,2-difenil-1-picrilidrazila (DPPH) 

A capacidade dos extratos fermentados de inibir o radical DPPH foi determinada 

de acordo com de acordo com Yu et al., (2016) e Lee et al., (2015). Para a preparação 

do reagente foram dissolvidos 0,004 g de DPPH (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) 

em 100 mL de metanol P. A. Foi utilizado o padrão áscido ascórbico (vitamina C) como 

controle positivo para este ensaio. Uma solução padrão de ácido ascórbico e diluída 

nas concentrações de 8 a 40 mg/mL. Para determinar o potencial de inibição, foram 

utilizados 250 μl de cada concentração, adicionados a 1000 μl do reagente de DPPH 

e incubados na ausência de luz durante 30 minutos à temperatura ambiente. A 

absorbância foi medida utilizando-se espectrofotômetro (Marca Wavelength, modelo 

SP-2000) à 517 nm. O mesmo procedimento foi realizado com as amostras 

fermentadas. Todas as análises foram feitas em triplicata.  

Para o controle, foi utilizado a solução sem amostra, apenas com o solvente 

utilizado na extração (água, etanol, metanol). A porcentagem de eliminação de 

radicais DPPH foi calculada de acordo com a seguinte equação (BRAND-WILLIANS 

et al.,1995; SÁNCHEZ-MORENO et al.,1998): 

 

#$%&%çã'!('!)*(%+*,!-../!234 = 56789:;8<>! ?!6@A8B:;@6789:;8<> C D 100 

 

Onde: 

Acontrole: absorbância do radical DPPH diluindo com solvente da amostra (água, 

etanol ou metanol). 

Aamostra: absorbância do radical DPPH com o extrato do fermentado.  

Os resultados são expressos em concentração de inibição (IC50), ou seja, a 

quantidade mínima da substância antioxidante necessária para reduzir em 50% a 
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concentração inicial do radical livre DPPH. O índice IC50 é calculado através da 

equação da reta gerada pelo gráfico, plotado em função das porcentagens 

encontradas pelas concentrações das diluições. 

2.7.2 Determinação da Atividade Antioxidante pelo Método do sequestro do 

radical livre ABTS (2, 2 – azinobis - 3- etil – benzotiazolina – 6- ácido sulfônico) 

A atividade antioxidante dos extratos foi avaliada pelo método do ABTS, 

adaptado da metodologia descrita por Re et al., (1999). O reagente foi preparado a 

partir de uma mistura de 5 mL de  ABTS 7mM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) 

com 88 μL de persulfato de potássio 140 mM. A solução foi incubada em ausência de 

luz, durante 16 horas em temperatura ambiente antes de ser utilizada nas análises. 

Previamente ao uso, 1 mL da solução reserva foi diluída em aproximadamente 50 mL 

de etanol P. A. (Alphatec, 99,8%) até apresentar uma absorbância de 0,700 nm. 

Foi preparada uma curva padrão utilizando-se o ácido Trolox (ácido 6-hidroxi-

2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxílico) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) a partir 

de uma solução estoque (2 mM) em concentrações que variam de 100 a 1000 μM. 

Em ausência de luz e temperatura ambiente, 10 μL de cada diluição da solução padrão 

foram adicionados em 500 μL da solução de ABTS. A mistura foi agitada e mantida 

em repouso durante 6 minutos. A absorbância foi medida em espectrofotômetro 

(Marca Wavelength, modelo SP-2000) à 734 nm. 

O mesmo procedimento foi realizado com as amostras fermentadas. Todas as 

análises foram feitas em triplicata. Para o controle, foi utilizado a solução sem amostra 

ou padrão, apenas com água destilada. 

Os valores foram expressos em capacidade antioxidante equivalente ao Trolox 

(TEAC), obtidos a partir da aplicação da equação da reta gerada pelo gráfico, plotado 

em função das absorbâncias encontradas pelas concentrações das diluições. 

2.8 Determinação dos Compostos Fenólicos Totais por Folin-Ciocaulteau 

Os compostos fenólicos dos extratos fermentados foram determinados seguindo 

metodologia descrita por Miliauskas et al., (2004), com algumas modificações. Baseia-

se em um método espectrofotométrico e colorimétrico em que o reativo Folin-

Ciocalteau (molibdato, tungstato e ácido fosfórico) apresenta mudança de cor de 

amarelo para azul na presença de compostos fenólicos. 
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Uma solução padrão de ácido gálico foi preparada para construção da curva de 

calibração a partir de concentrações que variam de 10 a 100 µg/mL , 0,1 mL de cada 

diluição foram adicionados a 0,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau (10%) e mantido 

em repouso por 5 minutos em temperatura ambiente ao abrigo de luz. Em seguida, 

foram adicionados 0,4 mL de carbonato de potássio (7,5%) e novamente mantido em 

repouso por 1 hora em temperatura ambiente e ao abrigo de luz. As leituras das 

absorbâncias foram realizadas em espectrofotômetro (Marca Wavelength, modelo SP-

2000) à 760 nm. 

O teor de fenóis foi expresso como equivalente de ácido gálico (GAE) em mg de 

ácido gálico por 100 g de extrato, obtidos a partir da aplicação da equação da reta 

gerada pelo gráfico, plotado em função das absorbâncias encontradas pelas 

concentrações das diluições. 

O mesmo procedimento foi realizado com as amostras dos extratos fermentados. 

Para o branco, foi utilizado a solução sem amostra ou padrão, apenas com água 

destilada. Todas as análises foram feitas em triplicata. 

2.9 Determinação da estabilidade oxidativa 

As curvas termogravimétricas foram obtidas em um equipamento do modelo 

Thermogravimetric Analyzer modelo TGA 4000, marca Perkin-Elmer. O intervalo de 

temperatura explorado foi de 30 °C a 800 °C e a razão de aquecimento de 10°C min-

1. Foi utilizada uma atmosfera dinâmica de ar sintético a uma vazão de 50 mL min-1. 

Utilizou-se no equipamento panelas de cerâmica e massas iniciais das amostras 

variando de 8 a 10 mg, aproximadamente.  

2.10 Análise estatística 

 Os resultados obtidos neste estudo foram expressos pela média± desvio padrão 

de triplicatas. Foram analisados pelo Statistica 5.0 Software (Statsoft, Tulsa, OK, USA) 

e pelo Graphpad prism 5.0 Software (San Diego, CA, USA). Diferenças foram 

analisadas usando ANOVA seguido pelo teste de Tukey. O valor de p < 0,05 foi 

considerado significativo. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 Extrações 

Para a identificação de compostos bioativos em fontes naturais é necessária a 

realizar a extração com solventes de diferentes polaridades. As pesquisas enfocam 

essas extrações com o objetivo de realizar a comparação entre os resultados obtidos 

e encontrar o melhor solvente para uma dada matriz. 

As extrações foram realizadas com amostras secas e inteiras (sem secagem) 

permitindo uma comparação de rendimento entre ambas. Inicialmente, extrações 

utilizando amostras secas foram realizadas em Soxhlet utilizando diferentes solventes 

orgânicos. A Tabela 1 mostra os rendimentos de extração obtidos com diferentes 

solventes, bem como o índice de polaridade desses solventes (BYERS, 2003). O 

rendimento foi calculado a partir da massa de óleo obtida pela massa utilizada no 

início da extração em base seca. 

Os resultados de rendimento variaram entre 15.56±4.02% e 42.09±7.96 para os 

extratos de Soxhlet com as amostras secas, e de 14,20 ± 2,82 para 32,84 ± 3,70 para 

todas as amostras sem secagem. 

 

Tabela 12. Resultados em rendimento (%) do processo de extração de Soxhlet com 

grãos de soja fermentados secos e inteiros (sem secagem) utilizando-se diferentes 

solventes. 

   Rendimento (%) 
Solventes T (°C) Polaridade Amostra seca Amostra úmida 

Hexano 68,0 0,0 15,56±4,02c - 
Éter de Petróleo 34,61 0,1 29,05±0,51a - 
Acetato de Etila 77,5 4,3 32,04±2,14ab - 

Acetona 56,0 5,4 34,07±0,677ab 19,76±1,05ab 
Etanol 78,5 5,2 40,41±4,10b 25,48±4,25bc 

Metanol 64,7 6,6 42,09±7,96b 32,84±3,70c 
Água 100,0 1,0 23,66±4,32a 14,20±2,82a 

Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente (p> 0,05). 

 

A relação entre a polaridade e o rendimento obtido pode ser verificada, de modo 

que os solventes com maior polaridade resultaram em um maior rendimento de 

extração, sugerindo que os compostos presentes na matriz vegetal apresentam 

polaridade intermediária a alta. 
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O metanol utilizado no processo de extração apresentou maior percentual de 

rendimento (42,09%) entre os solventes testados, seguido pelo etanol (40,41%). 

Dados estatísticos mostram que esses valores não diferiram significativamente (p> 

0,05). Em contraste, solventes não polares, incluindo n-hexano e éter de petróleo, 

resultaram em rendimentos variando de 15,56 ± 4,02 a 29,05 ± 0,51, valores inferiores 

aos dos solventes polares. 

Segundo Almeida et al., 2012, o rendimento de extração deriva das diferentes 

interações entre o soluto e o solvente. Dagostin et al., 2015, afirmam que o resultado 

é devido à natureza polar destes solventes, capaz de solubilizar não apenas o óleo 

presente na matriz, mas também a água e outros componentes polares. Valdez et al., 

(2011) em estudos com solventes polares e não polares, relataram uma influência da 

polaridade dos mesmos no rendimento de extração e composição dos extratos 

obtidos. 

Pode-se observar que o processo de secagem permitiu o aumento da extração 

de óleo das amostras e consequentemente levar a maiores rendimentos. Comparando 

os valores de rendimento de extração obtidos por ambas as amostras (matérias-

primas secas e inteiras fermentadas), a extração de amostras secas resultou em um 

aumento de até 1,72 vezes usando acetona e 1,35 vezes quando o solvente usado foi 

etanol. 

O teor de umidade também é um dos fatores que influenciam a eficiência de um 

processo de extração, uma vez que afeta a extração de óleo em matérias-primas 

oleaginosas (SINGH et al., 2002). Segundo Tango et al. (2004), o processo de 

secagem facilita o contato entre o solvente e o soluto a ser extraído, resultando em 

maiores rendimentos. 

Neste trabalho, as extrações foram realizadas com a matéria-prima submetida a 

grãos de soja fermentados e secos e sem secagem, em que o teor de umidade 

residual foi de 23% e 73,5%, respectivamente. Os resultados obtidos corroboram com 

os resultados apresentados por Santos et al., (2013), onde o processo de secagem 

das amostras resultou em um aumento de 6,89% na extração. Outros autores 

relataram a otimização da extração com menor teor de umidade em estudos com 

sementes de girassol e uva (PIGHINELLI et al., 2009; MENEZES et al., 2014). O 

processo de secagem do presente estudo resultou em um aumento de 14,34% no 

rendimento da extração. 
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O processo fermentativo da matéria-prima permitiu um aumento de 1,68 vezes 

utilizando a acetona como solvente de extração e 1,50 usando etanol, fazendo-se a 

comparação do rendimento de extração da matéria-prima fermentada e não 

fermentada por ambos os solventes mencionados anteriormente (acetona e etanol). 

Estes resultados sugerem que o processo de fermentação por cepas do gênero 

Rhizopus sp. altera o teor lipídico da soja influenciando diretamente os rendimentos. 

A partir dos resultados obtidos na extração de Soxhlet com diferentes solventes, 

observa-se que o etanol apresentou extrações com resultados estatisticamente 

semelhantes aos obtidos com metanol (maiores rendimentos para os solventes 

testados), portanto este foi selecionado como o solvente orgânico a ser utilizado 

juntamente com CO2 supercrítico para a extração com solventes comprimidos, devido 

às características favoráveis do etanol como alternativa limpa e renovável, menor 

custo, melhor solubilidade de vários compostos devido ao aumento das forças 

químicas além de permitir uma maior absorção pela matriz sólida, facilitando o 

transporte do soluto dos poros intersticiais para a superfície da matriz (HOLLENDER 

et al., 1997). 

Neste trabalho, as extrações foram realizadas utilizando-se uma técnica de 

solvente líquido expandido a gás em um processo de extração semi-descontínua, 

utilizando CO2 supercrítico como gás expansor e etanol como solvente líquido, 

denominado scCO2 + EtOH. Os processos que utilizam fluídos pressurizados sob 

condições supercríticas para obtenção de extratos de fontes vegetais têm sido 

destacados, uma vez que permitem obter novos produtos com características de 

interesse além de apresentar outras vantagens como flexibilidade, devido à 

possibilidade de ajuste contínuo de solventes e seletividade de solvente, evitar o uso 

de solventes poluentes, a degradação térmica e a decomposição de compostos lábeis, 

requerir tempos de extração mais curtos, o processo ocorrer na ausência de luz e 

oxigênio, impedindo assim a ocorrência de reações de oxidação (DEL VALLE & 

AGUILERA, 1999). 

Para avaliar a influência da umidade na extração utilizando scCO2 + EtOH, testes 

preliminares foram realizados em condições fixas (25 MPa e 80 °C) tanto para 

amostras fermentadas secas quanto amostras sem secagem. As curvas de extração 

para estas são apresentadas na Figura 9, onde pode ser observado o efeito 

significativo sobre a cinética da extração da àgua presente na matéria-prima. Portanto, 
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para extrações posteriores, optou-se por utilizar as amostras secas para realizar a 

extração com solventes comprimidos (scCO2 + EtOH). Outro teste preliminar realizado 

foi o pré-tratamento da matéria-prima (grãos fermentados de soja) com o solvente 

orgânico (etanol) para promover o contato prévio entre o solvente e matéria-prima 

antes do contato com a scCO2 no processo de extração. Depois de alguns testes 

preliminares foi definido 60 minutos de contato foi suficiente para garantir uma 

condição adequada para este pré-tratamento. Além disso, tal contato solvente – 

matéria-prima pode alterar a matriz por inchamento, facilitando assim o transporte de 

analitos para a superfície da matriz (GÖTZ et al., 1995). Assim como observado para 

os resultados obtidos pela extração de Soxhlet, o processo de secagem das amostras 

influenciou positivamente o rendimento das extrações utilizando scCO2 + EtOH, 

resultando em um aumento de 2,14 vezes no procedimento realizado com amostras 

secas. 
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Figura 9. Cinética da extração de soja fermentada seca e úmida com CO2 + EtOH 

a uma temperatura constante de 80 °C e pressão de 25 Mpa expresso em base seca. 

Com o objetivo de estudar o efeito da temperatura e pressão nas extrações de 

soja fermentada utilizando o fluido comprimido como solvente (scCO2 + EtOH), foi 

realizado um planejamento fatorial 22 com dois pontos centrais para verificar a 

influência da variação dos parâmetros, conforme apresentado na tabela 13. Nesta 

tabela, o rendimento de extração obtido em um tempo de extração fixo também é 
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apresentado. Observa-se que o rendimento de extração apresentou variações a uma 

temperatura fixa e alta pressão. 

Tabela 13. Condições experimentais e resultados de rendimento de extração 

por scCO2 + EtOH de soja fermentada. 

Corrida Solvente P (MPa) T (°C) Tempo 

(min) 

Rendimento de 

extração (%) 

1 CO2+ EtOH 15 (−1) 80 (+1) 75 27,56 
2 CO2+ EtOH 15 (−1) 40 (+1) 75 30,81 
3 CO2+ EtOH 25 (+1) 80 (−1) 75 42,87 
4 CO2+ EtOH 25 (+1) 40 (−1) 75 30,65 
5 CO2+ EtOH 20 (0) 60 (0) 75 29,32 

Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente (p> 0,05). 

 

A Figura 3 apresenta as curvas de extração obtidas para a extração de soja seca 

fermentada com scCO2 + EtOH em diferentes condições de temperatura e pressão. 

Pode-se observar que, dentre todas as condições testadas, a condição mais eficiente 

foi obtida em níveis mais altos de temperatura (80 °C) e pressão (25 MPa), uma vez 

que permitiu maiores valores de rendimento (ou seja, 42,87%). Os valores obtidos em 

diferentes condições apresentaram diferença significativa (p> 0,05). Por outro lado, o 

menor rendimento (27,56%) foi observado com menor pressão (15 MPa) e maior 

temperatura (80 °C). Assim, o menor rendimento provavelmente resulta da baixa 

solubilidade do extrato e também das baixas taxas de transferência de massa durante 

a extração (MESOMO et al., 2012; LINSTROM & MALLARD, 2011). 
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Figura 10. Curva de rendimentos de extração por scCO2 + EtOH de soja seca 

fermentada em diferentes tempos. 

A relação entre pressão e temperatura nas extrações com CO2+ EtOH como 

solvente, indicam que ambas variáveis tiveram efeito sobre o rendimento do processo. 

Uma comparação entre as corridas 1 e 3 (tabela 2), sugerem que a mudança da 

pressão a uma temperatura fixa resultou em um aumento no rendimento de 15,31%. 

Já a variação de temperatura a uma pressão fixa de 25 MPa aumentou o rendimento 

em 12,22%.  

A relação etanol - matéria-prima utilizada para as extrações com scCO2 + EtOH 

foi fixada, assim como o tempo de pré-tratamento e o tempo de confinamento. Esses 

parâmetros foram fixados devido ao objetivo do trabalho de avaliar a viabilidade 

técnica deste tipo de extração.  

Segundo Carreri et al. (2001) e Michielin et al., (2009) o resultado obtido pela 

variação de temperatura a uma pressão fixa é explicado pelo efeito complexo que a 

pressão e a temperatura exercem sobre a solubilidade de um soluto em um fluido 

supercrítico. A adição de etanol aumenta a polaridade da mistura de solventes (scCO2 

+ EtOH) favorecendo a recuperação da molécula polar e, assim, mostrando um efeito 

positivo e significativo no rendimento da extração (JESSOP & SUBRAMANIAM, 2007). 
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O uso de tecnologia supercrítica foi muito eficiente neste trabalho, uma vez que 

os valores de extração obtidos com etanol e metanol na extração de Soxhlet são 

similares ao maior rendimento obtido nas extrações scCO2 + EtOH. O que permite 

uma redução da carga de solvente orgânico de alta polaridade e tempos de processo 

mais curtos. 

Analisando as curvas de extração (Figura 10), observou-se alta taxa de extração 

em até 30 minutos do processo e rápida redução na taxa de extração nos minutos 

subseqüentes, reduzindo o tempo em 12 vezes quando comparado com a extração 

de Soxhlet, que necessita de altos de tempos de extração para avaliar a influência da 

polaridade do solvente. 

Além disso, as extrações com scCO2 são caracterizadas pelo uso de solventes 

não tóxicos (GRAS) e baixa temperatura de extração. É assim considerado um 

processo verde, rápido e permite processos contínuos de extração sem a demanda 

de calor pela evaporação do solvente (Lapkin et al., 2006; Martinez-Correa et al., 

2017). 

Comportamento semelhante foi relatado por outros autores para diferentes 

matrizes sólidas (MICHIELI et al., 2005; MICHIELIN et al., 2009; MESOMO et al., 

2012; TEIXEIRA et al., 2018). 

4.2 Potencial antioxidante dos extratos  

O poder antioxidante de um extrato pode ser atribuído ao seu conteúdo de 

compostos fenólicos. Estes são incluídos na categoria de inibidores de radicais livres, 

sendo muito eficientes na prevenção da auto oxidação dos lipídios. Além captura de 

radicais livres, esses compostos atuam como quelantes de metais, agindo tanto na 

etapa de iniciação como na propagação do processo oxidativo (SHAHIDI et al., 1995). 

O potencial antioxidante dos extratos foi avaliado a partir da capacidade de 

elimicação do radical DPPH e expressos em concentração inibitória (IC50). o menor 

valor de IC50 está associado à alta capacidade antioxidante (ZHU et al., 2011). Os 

valores obtidos mostram o maior potencial antioxidante de extratos provenientes das 

amostras secas.  

Tabela 14. Resultados da atividade antioxidante expressa na concentração 

inibitória (IC50) dos óleos obtidos por extração com Soxhlet e fluido supercrítico. 

  IC50 (g g-1) 
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Extracão Solventes Amostra seca Amostra úmida 
 Hexano 2,91±0,47a - 

 Éter de Petróleo 1,75±1,65e - 
 Acetato de Etila 2,93±0,84a - 

Soxhlet Acetona 0,79±0,27c 1,50±0,07c 
 Etanol 1,57±1,20d 1,16±0,50d 
 Metanol 1,82±0,76f 0,78±0,75b 
 Água 0,55±0,84b 0,67±0,79a 

Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente (p> 0,05). 

 

Como mostrado na tabela 3, o extrato com maior potencial antioxidante foi obtido 

com água, para ambas as amostras. Os valores de concentração inibitória variam de 

0,55 g g-1 a 2,91 g g-1 para amostras secas e 0,67 g g-1 a 1,50 g g-1 para amostras 

úmidas. Dados estatísticos mostram que esses valores diferem significativamente (p> 

0,05). 

De acordo com Apak et al., (2007), tal fato ocorre devido o radical DPPH 

apresentar inacessibilidade estérica para moléculas grandes, como é o caso da 

maioria dos compostos lipídicos. 

O potencial antioxidante dos extratos proveniente das extrações por fluído 

supercrítico também foi medido. Os resultados obtidos estão apresentados em 

concentração inibitória (IC50), quantidade necessária para eliminar 50% dos radicais 

livres, e em capacidade equivalente ao radical trolox (TEAC). 

 

 

 

 

Tabela 15. Potencial antioxidante de extratos de soja obtidos por extração com 

fluído supercrítico em diferentes condições 

Extração Solvente Condição Atividade Antioxidante 

IC50 (g g-1) µm Trolox g-1 
 

Fluído 
Supercrítico 

 
 
CO2+ EtOH 

15 MPa - 40°C 0.28±0.73c 976,74±0.01d 
15 MPa - 80°C 0.34±1.25d 848,59±0.02a 
25 MPa - 40°C 0.18±2.31b 903,41±0.01c 
25 MPa - 80°C 0.17±0.79a 984,89±0.01e 
20 MPa - 60°C 0.34±1.20d 884,89±0.01b 

Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente (p> 0,05). 

De acordo com os valores reportados na tabela 15, a maior atividade 

antioxidante, correspondente a um IC50 de 0,17 g g-1 e 984 µm Trolox g-1 foi 
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apresentada por extratos sob condições de alta temperatura (80 °C) e pressão (25 

MPa).Tais extratos foram capazes de inibir 94,09% do radical DPPH. Os valores 

apresentados diferem significativamente dos demais (p <0,05).  

Os resultados da tabela 15 mostram que os menores valores de potencial 

antioxidante (0,34 g g-1) foram obtidos para os ensaios em que as condições utilizadas 

eram de 15 Mpa e 80°C e 20 Mpa e 60°C. Os mesmos apresentavam um valor 

antioxidante de 848.59 e 884.90 µm Trolox g-1, respectivamente, e apresentaram 

potencial para inibição do radical DPPH de 89%. Ambos os resultados não mostraram 

diferença significativa (p <0,05). 

Segundo Benelli et al., (2010), tal comportamento aleatório pode estar associado 

a diferentes compostos extraídos em cada conjunto de condições experimentais, 

refletindo em variações no potencial antioxidante.Comparando-se os tipos de extração 

utilizados, a extração com scCO2 + EtOH mostrou-se uma técnica viável, uma vez que 

permitiu a extração de extratos cerosos de maior qualidade quando comparado aos 

extratos obtidos por extração com solvente orgânico. Os extratos obtidos por scCO2 + 

EtOH apresentaram potencial antioxidante 3,23 vezes maior. Além disso, é um 

processo que elimina o uso excessivo de solventes tóxicos, como o metanol. 

4.3 Teor de compostos fenólicos totais 

Os compostos fenólicos encontrados nos extratos são frequentemente 

associados a outras biomoléculas, como proteínas, carboidratos, lipídios, terpenos, 

clorofila e outros compostos orgânicos (AJILA et al., 2011). Os ácidos fenólicos são 

compostos antioxidantes naturais encontrados em plantas e alimentos vegetais, 

recebendo uma tremenda atenção devido a seus papéis na saúde humana 

(D'ARCHIVIO et al., 2007; DAI & MUMPER, 2010). 

A soja (Glycine max L.) é cada vez mais reconhecida como uma fonte de 

compostos polifenólicos, entre os quais os ácidos fenólicos são particularmente 

interessantes por apresentarem papéis protetores contra o câncer e doenças 

cardíacas (Kajdzanoska et al., 2011). 

Os valores de compostos fenólicos em extração Soxlet encontrados variam de 

0,13 mg EAG g-1 a 1,30 mg EAG g-1 de amostras secas e 0,38 mg EAG g-1 a 1,0 mg 

EAG g-1 para extrações de amostras úmidas, variando de acordo com o solvente 

utilizado (Tabela 16). O uso de água como solvente foi capaz de extrair quantidade 

significativamente maior de compostos fenólicos em ambas as amostras (p ≤ 0,05) 
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comparada com os outros solventes. Solventes de baixa polaridade, como hexano 

(1,46 mg EAG g-1), éter de petróleo (4,25 mg EAG g-1) e acetato de etila (5,76 mg EAG 

g-1) apresentaram menor eficiência na extração de tais compostos com amostras seca, 

bem como acetona (3,89 mg EGA g-1) na extração com amostra úmida. 

Tabela 16. Compostos fenólicos (mg GAE g-1) obtidos por extração Soxhlet com 

amostra seca e amostra úmida utilizando diferentes solventes. 

 Compostos fenólicos (mg EAG g-1) 

Solvente Amostra seca Amostra úmida 
Hexano 0,13±0,02a - 

Éter de Petróleo 0,42±0,02b - 
Acetato de Etila 0,58±0,11d - 

Acetona 0,98±0,03e 0,38±0,05a 
Etanol 0,96±0,023f 0,88±0,04c 

Metanol 0,46±0,06c 0,69±0,06b 
Água 1,30±0.03g 1,05±0,01 

Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente (p> 0,05). 

Segundo Naczk e Shahidi (2004), a metodologia de determinação de fenóis 

totais não quantifica somente os grupos fenólicos presentes no extrato, mas as 

proteínas que são extraíveis pelo sistema de solventes utilizados. De forma geral, tais 

compostos caracterizam-se como polares. Contudo, alguns destes apresentam uma 

ampla faixa de polaridade, podendo também ser solubilizados por CO2 supercrítico 

(ZIAKOVA & BRANDSTETEROVA, 2002). 

A tabela 17, mostra os valores de fenólicos totais obtidos nas extrações por fluído 

supercrítico para todas as condições testadas. Os valores obtidos variam de 1,15 a 

1,39 mg EAG g-1. Os valores mostraram diferença estatística (p>0.05). 

 

Tabela 17. Compostos fenólicos (mg EAG g-1) obtidos por extração de fluido 

supercrítico em diferentes condições 

Extracão Condição Compostos fenólicos (mg EAG g-1) 

 
Fluído 

 supercrítico 

15 MPa - 40°C  1,22±0,075a 
15 MPa - 80°C  1,15±0,01ab 
25 MPa - 40°C  1,24±0,01a 
25 MPa - 80°C  1,39±0,009c 
20 MPa - 60°C  1,05±0,02a 

Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente (p> 0,05). 

Observa-se que a condição mais eficiente na extração de tais compostos foi a 

de elevada pressão e temperatura (1,39 mg EAG g-1). O mesmo comportamento foi 
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observado quanto ao potencial antioxidante das amostras. Outros estudos 

demonstram esta correlação entre conteúdo de substâncias fenólicas e atividade 

antioxidante (Campos et al., 2014; Veber et al., 2015). 

Existem uma série de sistemas de extração e solventes descritos na literatura 

para serem empregados na recuperação desses compostos. No entanto, não existe 

um sistema adequado para o isolamento de todos ou classe expecífica de compostos 

fenólicos naturais.  

4.4 Estabilidade oxidativa 

A termogravimetria permitiu avaliar a estabilidade térmica das amostras sob 

atmosfera de ar sintético e temperatura controlada. Na Figura 11 são apresentadas 

as curvas TG das seis amostras analisadas.  
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Figura 11. Curva TG na atmosfera de ar sintético das amostras extraídas por 

SCCO2 + EtOH sob diferentes condições de temperatura e pressão. a) 15 MPa - 40 ° C; 

(b) 15 MPa - 80 ° C; (c) 25 MPa - 40; (d) 25 MPa - 80 ° C; (e) 20 MPa - 60 ° C. 

As curvas termogravimétricas dos óleos apresentaram perfis semelhantes com 

perda de massa (93.0 a 98.7%) em cinco a mais etapas, entre 145 a 540 °C, relativas 

à volatilização e/ou decomposição do óleo. As curvas indicam uma decomposição 

progressiva do óleo. Observa-se, no intervalo de temperaturas de 30 °C até a 

temperatura de início da primeira etapa de perda de massa, ocorre uma perda de 

massa contínua e de pequena intensidade. Tal perda corresponde a pequenas 

porcentagens, provavelmente devido à volatilização de resíduos de etanol 

remanescente da extração dos óleos e ácidos graxos livres presentes em pequenas 
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quantidades em amostras lipídicas do óleo de soja, tais como os ácidos palmítico, 

palmitoleico e esteárico (Garcia et al, 2004).  

 

5. Conclusão 

· O rendimento de extração por solventes orgânicos é significativamente 

afetado por suas polaridades.  

· O uso de solventes com maior polaridade resultou em melhores 

rendimentos, apresentando também maior teor de potencial antioxidante e 

extraiu compostos fenólicos.  

· Houve boa correlação entre o teor total de fenólicos e a capacidade 

antioxidante dos extratos.  

· A extração por fluido supercrítico mostrou que o aumento da pressão a uma 

temperatura fixa resultou em um aumento na eficiência de extração, sendo 

a mais eficiente a alta pressão e temperatura.  

· O pico de remoção mais alto do extrato de soja ocorre durante os primeiros 

30 minutos do processo, e durante esse período a taxa de extração 

aumenta quase linearmente devido à transferência de massa facilitada pela 

extração da superfície das partículas. Após este período, a quantidade de 

extrato obtido é constante, mostrando que longos períodos de extração não 

são necessários para a extração máxima do extrato.  

· A extração com scCO2 + EtOH permitiu uma melhora significativa no 

rendimento das extrações, demonstrando a viabilidade técnica do processo, 

permitindo a obtenção de moléculas de alto potencial bioativo e a redução 

da carga de solventes utilizada. 
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