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RESUMO

ALMEIDA, R. G. OBTENQAO DE EXTRATO HIDRETANOLICO DE GENGIBRE E
AVALIAQAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE. 2019. 42 f. Trabalho de Concluséo
de Curso (Graduagdo em Engenharia de Alimentos), Departamento de Alimentos,
Universidade Tecnolégica Federal do Parana. Campo Mourdo, 2019.

A aplicacdo de antioxidantes € um dos métodos mais utilizados para a reducédo e
retardo de oxidacdo de 6leos e gorduras. O crescente interesse na substituicdo de
antioxidantes sintéticos por naturais em alimentos tem fomentado a pesquisa para
identificacdo de novos compostos antioxidantes de fontes vegetais. As plantas da
familia Zingiberaceae, como o gengibre (Zingiber Officinale Roscoe), em geral,
apresentam propriedade antioxidante, conferindo aumento de vida de dutil de
produtos alimenticios. O rizoma do gengibre € um componente comum no emprego
alimentar e industrial, especialmente como matéria-prima, para o setor alimenticio e
farmacéutico. Com base neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o
potencial antioxidante do extrato hidroetandlico, etandlico e aquoso de gengibre,
utilizando rizomas de gengibre in natura. Os extratos foram analisados quanto a
capacidade antioxidante por meio do método DPPH, e comparados ao antioxidante
Trolox, com resultados expressos em TEAC (Atividade antioxidante equivalente ao
Trolox). A atividade antioxidante foi avaliada de duas maneiras, em concentragcao de
compostos antioxidantes presentes no extrato, expressa em equivalente de Trolox
por grama de amostra (umol ET. g), e pelo percentual de inibicdo de oxidacéo do
radical DPPH, dado em porcentagem de atividade antioxidante. O extrato aquoso,
hidroetandlico e etandlico de gengibre apresentaram concentracdo de compostos
antioxidantes de 2,45, 2,75, e 2,47 umol ET.g™, respectivamente. Em termos de
porcentagem apresentaram 29,25 %, 38,97 % e 34,87 % para o extrato aquoso,
hidroetandlico e etandlico, respectivamente. Os resultados em (%AA) indicam que o
gengibre tem potencial fonte de antioxidantes naturais, possivelmente podendo ser
utilizado como substituinte aos antioxidantes sintéticos amplamente utilizados pela
industria de alimentos, tendo em consideracdo a preocupacdo dos consumidores

com a toxicidade desses aditivos.

Palavras-chaves: Gengibre, antioxidantes, antioxidante natural, método DPPH.



ABSTRACT

ALMEIDA, R. G. OBTAINING HYDROETHANOLIC EXTRACT OF GINGER AND
EVALUATION OF ANTIOXIDANT ACTIVITY. 2019. 42 f. Trabalho de Concluséo de
Curso (Graduagdo em Engenharia de Alimentos). Departamento de Alimentos,
Universidade Tecnolégica Federal do Parana. Campo Mouréo, 2019.

The antioxidants application is one of the most used method for decreasing and
retarding oils and fats oxidation. The food industry growing interest in replacing
synthetic antioxidants for natural ones demands continuous research to identify novel
antioxidant compounds from plant sources. Plants from the Zingiberaceae family, like
the ginger (Zingiber Officinale Roscoe), often displays antioxidant property,
increasing the useful life of food products. Ginger rhizome is an ordinary component
in food and industrial applications, especially as a raw material for the food and
pharmaceutical industry. In addition, it is popularly known as medicinal treatment for
colds and flu. Based on that, the aim of this work was to evaluate the antioxidant
potential of hydroethanolic, ethanolic and aqueous ginger extracts obtained from in
nature ginger rhizomes. The antioxidant capacity of the extracts were analyzed
through the DPPH method, and compared to the Trolox antioxidant, with results
expressed in TEAC (Antioxidant activity equivalent to Trolox). The antioxidant activity
of the extracts were evaluated through both concentration of antioxidant compounds
present in the extract, expressed in Trolox equivalent per gram of sample (umol ET.g"
1, and by the percentage of radical oxidation inhibition DPPH, expressed in
percentage of antioxidant activity. The aqueous, hydroethanolic and ethanolic ginger
extracts obtained showed antioxidants compounds concentrations of 2.45, 2.75, and
2.47 umol ET.g?, respectively. In terms of percentage it was found 29.25%, 38.97%
and 34.87% for the aqueous, hydroethanolic and ethanolic extract, respectively. The
results in terms of (% AA) indicates that ginger is a potential source for natural
antioxidants, that may be used as substitute of synthetic ones, widely used in the

food industry nowadays and constantly source of concern due to its toxicity.

Keywords: Ginger, antioxidants, natural antioxidant, DPPH method.
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1 INTRODUCAO

A rancidez oxidativa é a degradacdo de gorduras devido a presenca de
oxigénio, é a principal responsavel pela deterioragdo de alimentos ricos em lipidios,
pois resulta na alteracdo de suas caracteristicas sensoriais. Com a finalidade de
adiar o processo de oxidagdo em alimentos, sédo utilizadas substéncias capazes de
preserva-los por meio do retardamento ou inibicdo do processo, substancias essas
chamadas de antioxidantes (ORDONEZ, 2005).

Os antioxidantes sdo de origem sintética ou natural, e podem estar
presentes naturalmente ou serem adicionados intencionalmente aos alimentos. Os
sintéticos sdo os mais utilizados pelas indastrias alimenticias e mostram-se
eficientes, dentre eles destacam-se o BHT, BHA e TBHQ. No Brasil, 0 uso destes
antioxidantes é controlado pelo Ministério da Saude, que limita a 200 mg.kg™ para
uso de BHA e TBHQ, e 100 mg.kg™ para o uso de BHT, como concentracdes
maximas permitidas (SOUSA et al.,, 2007; RAMALHO; JORGE, 2006; ANVISA,
2005).

Embora a legislacdo estabeleca limites para o consumo de antioxidantes
sintético, estudos demonstram que o uso frequente destes pode acarretar danos a
saude humana. Visto que alguns compostos dos antioxidantes sintéticos podem
causar o desenvolvimento de efeitos colaterais como alergias, envelhecimento
precoce e possiveis acdes promotoras de cancer. Com isso, pesquisas vém sendo
realizadas com o intuito de substitui-los por antioxidantes naturais, em virtude destes
guestionamentos (CRUZ, 2014; MESOMO, 2013; ANDREO, 2007; BAUER et al.,
2001).

Os antioxidantes naturais estdo presentes nos alimentos, e possuem a
capacidade de interromper a formacao de radicais livres, sendo capazes de reduzir a
velocidade das reacGes de oxidacdo dos compostos lipidicos presentes nos
produtos. Entre os mais utilizados na industria de alimentos, podem ser citados 0s
tocoferdis, os acidos fendlicos e os extratos de plantas, como alecrim e salvia
(FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2009; RAMALHO; JORGE, 2006).

Os tocoferdis, por ser uns dos mais eficientes antioxidantes naturais, sao
amplamente aplicados como meio para inibir a oxidagcdo dos 6leos e gorduras

comestiveis, prevenindo a oxidacdo dos acidos graxos insaturados. A legislacéo



brasileira permite a adicdo de 500 mg.kg™ de tocoferdis em 6leos e gorduras, como
aditivos intencionais, com funcdo de antioxidante (DEL RE; JORGE, 2012; FOOD
INGREDIENTS BRASIL, 2009; ANVISA, 2005).

Com o aumento da procura por produtos de origem natural, o uso de
antioxidantes nas indastrias alimenticias e seus mecanismos funcionais, tem sido
amplamente estudado, por estes apresentarem compostos que possuem
capacidade antioxidante consideravel (BIASSI, 2016; DALGE, 2014; CASAROTTO,
2013; BEAL, 2006).

Dentre as matérias primas vegetais empregadas nos estudos dos processos
de extracdo, encontra-se o gengibre. O gengibre é uma planta herbacea, seu rizoma
€ considerado uma especiaria, sendo comercializado in natura, em conserva,
cristalizado, seco ou desidratado. O uso comercial envolve setores alimenticios,
cosméticos e farmacéuticos, pois suas propriedades medicinais e terapéuticas estao
difundidas popularmente ha anos (CHAVES et al.,, 2012; NEGRELLE et al., 2005;
ELPO 2004; MAGALHAES et al., 1997).

O extrato de gengibre pode ser considerado um possivel substituto para
antioxidantes sintéticos, por apresentar um elevado teor de compostos fendlicos,
gue atuam tanto na etapa de iniciacio como na propagacdo do processo de
degradacéao (OLIVEIRA et al., 2009; MURCIA et al., 2004).

Andreo (2007), avaliou a capacidade antioxidante do extrato de gengibre
adicionado ao 0Oleo de soja em teste de estocagem acelerada e concluiu que o
extrato etanolico de gengibre foi capaz de prevenir a oxidacao lipidica a temperatura
de 60°C. Este autor indicou o extrato como um possivel antioxidante natural em
Oleos, gorduras e alimentos gordurosos, ressaltando ainda a necessidade de se
aprofundar mais nos estudos do mesmo.

Com o crescente interesse na substituicdo de antioxidantes sintéticos por
naturais, tendo em vista as objec6es em torno da adicdo destes em funcdo de seus
efeitos prejudiciais a saude, a busca por fontes vegetais, e levando-se em
consideracao que o gengibre contém substancias com propriedades potencialmente
antioxidantes, observou-se a necessidade de estudar mais sobre o efeito do extrato
de gengibre. Deste modo, este trabalho tem por objetivo a obtencdo do extrato

hidroetandlico de gengibre e quantificacdo de sua atividade antioxidante por meio do
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método DPPH. De modo, este trabalho visa contribuir para 0 aumento dos estudos

sobre a utilizagdo do gengibre como um possivel antioxidante natural.
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2 OBJETIVOS

2.1

OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo a obtencdo do extrato aquoso,

hidroetandlico e etandlico de gengibre e avaliacdo de sua atividade antioxidante.

2.2.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obtencao dos extratos de gengibre in natura, utilizando como solvente agua e
etanol nas proporcdes: agua pura, etanol puro, mistura agua e etanol na

proporcao de 50:50, para extracdo dos compostos antioxidantes;
Avaliacdo da atividade antioxidante por meio do método DPPH, comparados

ao antioxidante Trolox, com resultados expressos em TEAC (Atividade

antioxidante equivalente ao Trolox).
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. GENGIBRE

O gengibre é uma herbadcea chamada Zingiber Officinale Roscoe,
pertencente a familia Zingiberaceae, composta por parte aérea e por rizoma (Figura
1). Sua parte aérea é constituida por caules articulados eretos, de 30 a 150 cm de
altura, com folhas grandes, distintamente dispostas, com larga bainha na base que
envolve o caule (LUCIO et al., 2010; GONZAGA; RODRIGUES, 2001; MAGALHAES
et al.,, 1997). O rizoma do gengibre é articulado, carnoso, revestido de epiderme
rugosa e de cor parda, apresenta corpo alongado, um pouco achatado, com ramos
fragmentados irregulares (MATOS, 2004).

Figura 1: Zingiber officinale Roscoe: visdo geral da planta e detalhes das flores.
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Fonte: DALGE, 2014.

O gengibre é nativo do Sudeste Asiatico e Arquipélago Malaio, onde tem
sido cultivado e utilizado h&4 anos. Sua propagacdo e adaptacdo aconteceram

perfeitamente em quase todas as regides tropicais do mundo, com destaque para a

13



Jamaica, Nigéria e China (BIASSI, 2016; PRATO, 2010). Atualmente é cultivado em
diversos paises tropicais e subtropicais, sendo a india, China, Nepal, Indonésia e
Nigéria, respectivamente, os maiores produtores mundiais de gengibre (MEDEIROS,
2017).

O Brasil, embora seja considerado um dos grandes fornecedores mundiais
de gengibre, sua producdo é considerada pequena, quando comparado as outras
culturas. Esta entre os pequenos produtores, sendo a maior parte de sua producao,
cerca de 70 — 80 %, voltada para a exportacéo e comercializacao in natura (ELPO et
al., 2008).

Os principais estados brasileiros produtores de gengibre sdo Espirito Santo,
Sao Paulo, Santa Catarina e Parana. No estado do Parana, a producao concentra-
se no municipio de Morretes, atendendo o comércio interno e externo, sendo o
responsavel pelo maior volume de exportacOes brasileiras (TORRES et al., 2012;
LUCIO et al., 2010).

O gengibre possui odor aromatico, agradavel, sabor forte e pungente, é
amplamente comercializado em funcdo de seu emprego alimentar e industrial,
especialmente como matéria-prima para fabricacdo de bebidas, perfumes, produtos
alimenticios, medicamentos, na industria farmacéutica por suas propriedades anti-
inflamatodrias, antibacteriana e antitumoral, e na forma in natura (PRATO, 2010;
ELPO; NEGRELLE, 2004; MACHADO et al., 2003; GONZAGA, 2001).

Em sua composicéo, o gengibre apresenta alto teor de agua (80 a 90 %) e
de amido e fibras (5,4 a 16,2 %). Os rizomas secos apresentam de 1 a 3 % de 6leo
essencial, sendo este responsavel pelo seu sabor caracteristico (MAGALHAES et
al., 1997). A composicao do gengibre varia com a espécie, condi¢cdes de plantio,
caracteristicas do solo, tempo de colheita e armazenamento (ANDREO, 2007;
GOVINDARAJAN, 1982).

Embora o gengibre seja comercializado principalmente fresco, também se
encontra produtos derivados, como o Oleo essencial e a oleorresina. O 6leo
essencial contém os componentes volateis responsaveis pelo aroma, enquanto a
oleorresina contém, além dos constituintes aromaticos volateis, 0s componentes nao
volateis, responsaveis pela pungéncia caracteristica do gengibre (MAGALHAES et
al., 1997).
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Os compostos fendlicos presentes no gengibre que conferem o seu sabor
forte e peculiar, séo principalmente dados pelos gingeroéis e shogaois, responsaveis
pela atividade antioxidante da oleorresina (ZANCAN et al., 2002). O gingerol é
identificado como principal componente ativo no gengibre fresco. Os shogadis séo
os constituintes polifendlicos mais abundantes no rizoma seco, pois sdo derivados
do gingerol apds o processamento térmico ou armazenamento em longo prazo (AN
et al., 2016; WOHLMUTH et al., 2005).

3.2. ANTIOXIDANTES

Antioxidantes sdo compostos que diminuem ou impedem a oxidacdo de
substratos oxidaveis. S&o substancias capazes de prevenir ou retardar o
desenvolvimento do processo oxidativo em lipidios ou outras moléculas
responsaveis por alteracdes na cor, sabor, textura e valor nutricional dos alimentos.
Evitando ou blogueando o inicio da propagacao das reacdes de oxidacdo em cadeia.
Estruturalmente sdo compostos aromaticos que possuem pelo menos uma hidroxila
(ORDONEZ, 2005).

Os antioxidantes podem ser classificados de acordo com seu mecanismo de
acao em primarios ou secundarios. Alguns exibem mais de um mecanismo de acéo
ou atividade e, devido a isso, podem ser considerados como antioxidantes de
multipla funcédo. Os antioxidantes primarios sdo compostos fenolicos que promovem
a remocdo ou inativacdo dos radicais livres formados durante a iniciacdo ou
propagacdo da reacdo, por meio da doacdo de atomos de hidrogénio a estas
moléculas, interrompendo a reacdo em cadeia (ANDREO, 2007; REISCHE et al.,
2002).

Os antioxidantes secundarios atuam por meio de varios mecanismos
possiveis e ndo convertem os radicais livres em molécula estaveis. Eles agem como
guelantes de metais pro-oxidantes desativando-os, doadores de atomos de
hidrogénio a antioxidantes primarios, absorvedores da radiacdo ultravioleta e séo
capazes de decompor hiperoxidos em espécies ndo radicais. Comumente
promovem a melhora na atuacdo dos antioxidantes priméarios (CUTRIM, 2016;
REISCHE et al., 2008).
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Diante das classificacbes, os antioxidantes primarios mais comumente
utilizados em alimentos sdo compostos sintéticos. Alguns compostos naturais
também exercem esta funcdo, no entanto, por meio de mecanismos diferentes.
Pertencem a este grupo os tocoferois e os carotenoides. Os compostos presentes
em plantas podem ser incluidos como antioxidantes mistos (CUTRIM, 2016;
TIVERON, 2010).

De origem natural ou sintética, 0os antioxidantes se apresentam naturalmente
ou sdo adicionados intencionalmente aos produtos alimenticios e farmacolégicos.
Quando adicionados, ndo devem causar efeitos fisiologicos negativos, nem produzir
cores, odores ou sabores anormais. Além de prolongar a vida util do produto, os
antioxidantes reduzem o desperdicio de matéria prima, minimizam as perdas
nutricionais e aumentam a gama de lipideos que podem ser utilizados em produtos
especificos (DAMODARAN et al., 2010; ORDONEZ, 2005).

Os antioxidantes sintéticos s&o principalmente compostos fendlicos, e
amplamente utilizados em virtude de sua alta capacidade antioxidante e atuacéo no
retardo das reacfes oxidativas (RIAL, 2014; SILVA et al., 2010). Na industria de
alimentos sdo os mais empregados para estabilizar Oleos, gorduras e alimentos
lipidicos (TAKEMOTO et al., 2009).

Os mais empregados na industria alimenticia s&o os polifendis,
representados na Figura 2, sendo (a) o butilado hidroxanisol (BHA), (b) o butilado
hidrotolueno (BHT), (c) o galato de propila (PG) e (d) o terc-butil hidroquinona
(TBHQ). A estrutura fendlica destes compostos permite a doa¢do de um préton a um
radical livre gerado no processo de oxidacéo, interrompendo o mecanismo pelo qual
a reacao ocorre, e a geracao de compostos indesejaveis acontece (DAMODARAN et
al., 2010; OLIVEIRA et al., 2009).
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Figura 2: Estrutura quimica dos antioxidantes sintéticos BHA, BHT, PG, TBHQ.
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Fonte: DAMODARAN et al., 2010.

Os antioxidantes sintéticos sdo substancias que tiveram seu uso aprovado
em alimentos apos averiguagcdes que comprovaram sua seguranca dentro de um
limite de ingestao diaria. Diante disso, estdo sujeitas as legislacdes especificas de
cada pais ou normas internacionais (CUTRIM, 2016; TAKEMOTO et al., 2009). No
Brasil, as concentracbes maximas permitidas em 0leos e gorduras sdo de 100
mg.kg™* para o BHT e GP, e 200 mg.kg™ para o BHA e o TBHQ, e de 200 mg.kg™
(sobre o teor lipidico) de BHA, BHT, GP e TBHQ em margarinas (ANVISA, 2005).

Embora, os antioxidantes sintéticos sejam efetivos e estaveis, seu uso
apresenta a possibilidade de gerar inflamacfes e efeitos indesejaveis a saude do
consumidor (DAMODARAN et al., 2010; BAUER et al.,, 2001). A toxicidade
apresentada pelos sintéticos e a crescente conscientizacdo dos consumidores pela
busca de alimentos com efeitos benéficos e seguro para saude, e com maior
durabilidade, além da preocupacdo com o carater ndo renovavel dos antioxidantes
sintéticos, tém levado pesquisadores em busca de compostos bioativos que
apresentem bom desempenho e que possam ser obtidos de fontes naturais e
renovaveis (CUTRIM, 2016; RIAL, 2014; BEAL, 2006; BAUER et al., 2001).
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Os antioxidantes naturais sdo moléculas presentes nos alimentos, em
pequenas quantidades, que possuem a capacidade de interromper a formacéo de
radicais livres. Desta maneira, sdo capazes de reduzir a velocidade das reacdes de
oxidacdo dos compostos lipidicos presentes em determinado produto (FOOD
INGREDIENTS BRASIL, 2009).

O termo antioxidante natural € geralmente empregado para definir
antioxidantes que ocorrem naturalmente ou que podem ser extraidos de plantas e
vegetais. Os principais utilizados em alimentos sdo o acido ascorbico, 0s
carotenoides e os compostos fendlicos (tocoferdis, flavonoides, acidos fendlicos) e
extratos de plantas como alecrim e salvia (CASAROTTO, 2013; POKORNY et al.,
2008). Os tocoferdis, por ser um dos melhores da classe, sdo amplamente aplicados
em Oleos e gorduras comestiveis e estao presentes na maioria dos 0leos vegetais,
em alguns tipos de pescado e atualmente séo fabricados por sintese (RAMALHO;
JORGE, 2006).

Os antioxidantes vegetais sdo de natureza variada, mas 0S compostos
fendlicos tém sido apontados como responsaveis por maior capacidade antioxidante,
sendo representados pelos tocoferois, flavonoides e isoflavondides, e outros
(MESOMO, 2013; RAZAVI et al., 2008; SACCHETTI et al., 2005).

Os compostos fendlicos ou polifendis, quimicamente sdo definidos como
substancias que apresentam um anel aromatico unido a um ou mais grupos
hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais que os confere o poder antioxidante
(JIMENEZ, 2010; SOUSA et al., 2007). S&o substancias amplamente distribuidas na
natureza, no reino vegetal existem cerca de cinco mil fendis, os que mais
prevalecem sédo os flavonoides (antocianinas, flavonois e seus derivados), acidos
fendlicos (acido benzoico, cinamico e seus derivados), cumarinas, fendis simples,
taninos, ligninas e tocoferois (JIMENEZ, 2010).

A atividade antioxidante de compostos fendlicos deve-se principalmente as
suas propriedades redutoras e estrutura quimica. Estas caracteristicas
desempenham um papel importante na neutralizacdo ou sequestro de radicais livres
e quelacdo de metais de transicdo, agindo tanto na etapa de iniciagdo como nha
propagacéo do processo oxidativo (SOUSA et al., 2007; BURNS et al., 2001).
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Além de vegetais, plantas, e frutas, ervas e especiarias, como o alecrim e a
salvia, o gengibre também pode ser considerado importante fonte de antioxidantes
tendo em conta a elevada quantidade de compostos fendlicos e flavonoides em sua
composicao (OLIVEIRA et al., 2009). O gengibre apresenta em sua composi¢ao os
fendlicos gingerdis e shogadis, o extrato de gengibre tem condicbes de apresentar
uma capacidade antioxidante consideravel (KIKUZARI; NIKATANI, 1993). Assim
torna-se importante ampliar os conhecimentos sobre a utilizagdo do gengibre como
um antioxidante natural que pode exercer protecédo contra danos oxidativos.

Na Figura 3, os compostos gingerol e o shogaol, presentes no gengibre
apresentam em sua estrutura quimica, um anel aromético unido a uma hidroxila, e,
portanto, sdo estruturalmente semelhantes aos compostos com propriedades
antioxidantes conhecidas em que existe um grupo hidroxilo ligado ao anel aromatico.
Os quais sao responsaveis pela propriedade antioxidante, uma vez que atuam como

agentes redutores e doadores de hidrogénio (MESOMO, 2013).

Figura 3: Estrutura quimica do gingerol e shogaol.
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Fonte: MESOMO, 2013.

Como, para identificacdo de compostos bioativos em fontes naturais é
preciso obter um extrato, a extracao pode ser realizada por métodos distintos, dentre
eles, sendo os tradicionais os métodos de extracdo utilizando solventes organicos
(como agua, etanol, cetona, éter e metanol) e a extracdo supercritica. Comumente
etanol e agua séo os solventes mais empregados para a extracdo de antioxidantes
por razbes de higiene e abundancia (ANDREO; JORGE, 2006; SHAIDI; NACZK,
1995).

Estudos comparativos para a selecdo do solvente 6timo sdo necessarios,

pois a atividade dessas substancias depende dos compostos polifendlicos, uma vez
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gue a atividade antioxidante maxima é exigida para cada substrato (MOURE et al.,
2001). A extracdo dos compostos fendlicos depende da polaridade do solvente
empregado. O rendimento da extracdo e a determinacdo da atividade antioxidante
dos extratos dependem do tipo de solvente, devido & diferenca nos potenciais
antioxidantes e a polaridade dos compostos (ANDREO; JORGE, 2006).

3.3. METODOS DE AVALIACAO ANTIOXIDANTE

A determinacdo da atividade antioxidante permite conhecer o potencial
antioxidante dos alimentos, para avaliar a protecdo contra oxidagao e deterioracao
gue o0s compostos antioxidantes presentes neles conferem aos alimentos,
contribuindo com a qualidade e o valor nutricional do produto (RIBEIRO, 2011).
Apesar do potencial antioxidante de compostos bioativos ndo poderem ser medidos
diretamente, existem técnicas analiticas (quimicas, fisicas e/ou fisico-quimicas) para
determinacdo da capacidade antioxidante de compostos bioativos (PEREIRA, 2009).

Ha varias metodologias para determinar a atividade antioxidante, entretanto
nao ha uma metodologia universal que possa quantifica-la com precisao, em virtude
dos distintos tipos de radicais livres e as suas diferentes formas de atuacdo nos
organismos. Assim é necessario avaliar por ensaios diferentes, contudo existem
critérios para a escolha da metodologia, tais como: utilizar moléculas biologicamente
relevantes, ser tecnicamente simples, mecanismos quimicos bem definidos,
instrumentacao facilmente disponivel, boa reprodutibilidade, adaptavel para ensaios
de antioxidantes hidrofilicos e lipofilicos, dentre outros (ANDREO; JORGE, 2006).

Os métodos ABTS, FRAP, DPPH e ORAC sdo mais utlizados para
determinar a capacidade antioxidante. Deste modo, uma das metodologias mais
utilizadas € o método DPPH, que avalia a atividade sequestradora do radical livre
2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) (PIRES et al., 2017; SUCUPIRA et al., 2012).

3.3.1. Método DPPH

O método DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) € um método quimico aplicado

para determinar a atividade antioxidante de um composto em sequestrar radicais
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livres. Pode ser usado para avaliar a atividade antioxidante de compostos
especificos, como compostos fendlicos, ou de um extrato e substancias isoladas, em
um curto periodo de tempo (PIRES et al., 2017; SUCUPIRA et al., 2012; SOUSA et
al., 2007).

Este método baseia-se na captura do radical DPPH produzindo um
decréscimo da absorbancia entre 515 e 520 nm. Nesse processo ocorre uma reacao
de oxirreducdo, a qual é monitorada pelo decréscimo da absorbancia durante a
reacdo. O sequestro de radicais livres € um dos mecanismos reconhecidos pelo qual
ocorre a acao dos antioxidantes. O radical DPPH apresenta coloragéo
purpura/violeta, e quando reduzido e formando a hidrazina, (DPPH-H - reduzido e
estavel), modifica sua coloracédo de violeta para amarelo, podendo a mesma ser
monitorada pelo decréscimo da absorbancia (PIRES et al., 2017; SOUSA et al.,
2007).

O meétodo DPPH foi o escolhido para realizacdo das analises em virtude de
ser considerado um método rapido, pratico e com boa estabilidade para avaliagcéo da
capacidade antioxidante, além de ser um dos procedimentos mais antigos e mais
utilizados (SOUSA, 2013; SUCUPIRA et al., 2012; WOJDYLO et al., 2007).

Os resultados dos ensaios antioxidantes, como o DPPH, podem ser
expressos em atividade antioxidante equivalente ao Trolox. Trolox € um composto
sintético, hidrossoluvel analogo da vitamina E. As leituras realizadas no comprimento
de onda especifico, para o radical especifico, formado pelo ensaio sado interpoladas
em uma curva de calibracdo e expressas em capacidade antioxidante equivalente de
Trolox (PEREIRA, 2009).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1. MATERIAL

Para a execucdo deste trabalho foram usados materiais e equipamentos
dispostos no laboratério C004, da Universidade Tecnol6gica Federal Do Parana,
campus Campo Mourdo. Os rizomas de gengibre in natura utilizados foram
adquiridos no comércio local da cidade de Campo Mourdo — PR, em dezembro de
2018. Para realizacdo das analises utilizou-se 0s seguintes equipamentos
liquidificador doméstico Britania 400 W, agitador de tubos vortex QL- 901, agitador
magnético Q221M, centrifuga refrigerada NT 825, marca Nova Técnica, refrigerador,
espectrofotometro modelo UV-M51 UV/Vis Spectrophotometer, marca BEL
Engineering. Os reagentes utilizados foram agua destilada, etanol (92,8%), metanol
(99,8%), 2,2-difenil-1-picril hidrazil (DPPH), Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8

tetrametilcromano-2-acido carboxilico) (97%).

4.2. PREPARO DAS SOLUCOES E OBTENCAO DO EXTRATO

Para a obtencdo do extrato preparou-se as solucbes de agua destilada,
etanol e a mistura agua destilada-etanol (50-50 v/v), todas em duplicata. Empregou-
se 0 método de extracdo de acordo com Dalgé (2014), com modificacdes, onde se
utilizou 300 g de gengibre fresco, os rizomas foram higienizados em agua corrente,
depois de lavados foram fatiados e triturados em um liquidificador, até que se
obtivessem particulas pequenas. Apods, adicionou-se 5 g de amostra,
separadamente a 30 mL de cada solvente. Posteriormente foram homogeneizadas
em vortex por 2 minutos e colocadas em agitador com banho de gelo por 1 hora, a
aproximadamente 75 rpm. Apés este periodo, os extratos foram centrifugados por 15
minutos, a 4000 rpm e 20°C, em centrifuga com temperatura controlada. O
sobrenadante foi transferido para o baldo volumétrico, e seu volume foi completando

para 50 mL e filtrado em papel filtro qualitativo. Este procedimento foi repetido em
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todos os solventes e suas concentragdes, respectivamente. Depois de filtradas, as
amostras foram armazenadas em refrigerador, com auséncia de luz a 4°C, até o

momento da andlise.

4.3. DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE POR MEIO DO
METODO DPPH

Para fins de determinacdo da concentracdo dos compostos antioxidantes,
empregou-se uma curva padréao de Trolox. Para a curva de calibracdo, preparou-se,
em triplicata, em ambiente escuro uma solu¢do padrdao de Trolox com 97% de
pureza, de acordo com a metodologia utilizada por Nogueira (2017). Onde, utilizou-
se valores de concentracdo de 50, 275, 500, 700, 850 e 1000 pymol.L™. Assim,
juntou-se 100 uL de solugdo padrdo, com 3.900 pL de solugdo de DPPH 60 umol.L™.
Apo6s, 30 minutos realizou-se a leitura em espectrofotdmetro a 515 nm. Metanol foi
usado como branco, para calibracdo do espectrofotdmetro. Foi construida a curva
padrdao de Trolox plotando-se o valor médio das absorbancias obtidas versus

solucéo de Trolox.

4.3.1 Atividade Antioxidante

A partir dos extratos de gengibre, determinou-se a atividade antioxidante
empregando o método do radical livre DPPH, descrito por Brand Williams et al.
(1995). Foram homogeneizados, em tubos de ensaio, em duplicata, 100 yL de cada
extrato e 3.900 pL de solucdo de DPPH 60 pmol.L™ . Para o branco foi utilizado
metanol puro, o controle negativo foi preparado misturando 100 yL de metanol com
3.900 pL de solucdo de DPPH 60 pmol.L™. Apés o periodo de 30 minutos, as
absorbancias das amostras foram medidas em cubetas de quartzo a 515 nm, em
espectrofotdmetro UV-VIS.

A capacidade antioxidante foi expressa em termos de porcentagem de
atividade antioxidante (%AA), por meio do percentual de inibicdo de oxidacdo do

radical DPPH, por meio da Equacéao (1).
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(% AA) = [(Abscontrole_Absamostra) . 100] (Eq 1)

AbScontrole

Onde, (Abs ontroie) € absorbancia do controle negativo da solu¢cdo de DPPH
sem a amostra, € (Abs mostre) € @ absorbancia da amostra. O ensaio baseia-se na
alteracado da coloracdo roxa para amarela; ou seja, quanto mais o radical DPPH
(violeta) for reduzido para DPPH-H menor sera o valor da absorbancia na mistura de
reagdo em 515 nm (PIRES et al., 2017).

Os resultados também foram expressos em TEAC (atividade antioxidante
equivalente ao Trolox). Depois de realizadas as leituras, foram interpoladas na curva
de calibracdo e expressas em capacidade antioxidante equivalente de Trolox por
grama de amostra.

Para as amostras de extrato analisadas, foram realizados os calculos de

meédia e desvio padrao dos dados obtidos entre as duplicatas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A curva de calibracdo, apresentada na Figura 4 foi obtida a partir das
diferentes concentragfes da solucao padrao de Trolox.

Figura 4: Curva padréo de Trolox para a concentracdo de antioxidantes dos extratos de gengibre.
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A equacao da reta Equacéao (2) obtida a partir do gréafico da curva padréo de
Trolox apresentou um coeficiente de correlacdo de R? = 0,9942, demonstrando que
o modelo proposto ficou ajustado. A mesma foi utilizada para calcular a atividade
antioxidante das amostras, sendo esta expressa em equivalente de Trolox por

grama de amostra, (TEAC.g™), (umol ET.g™).
y = —0,0006 x + 0,6955 (Eq. 2)

Os valores médios da concentracdo de compostos antioxidantes presentes

nas amostras analisadas encontram-se descritos na Tabela 1.

Tabela 1: Concentragdo de compostos antioxidantes presente nas amostras.

Extrato Concentragéo (umol ET.g™")

Agua 2,45 + 0,52
Agua + EtOH (1:1) 2,75+ 0,09

Etanol 2,47 +0,13

Nota: Resultados obtidos das andalises expressos com média + desvio padréo (duplicata).
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Ao analisar os resultados pode-se notar que o teor encontrado nos extratos
foi semelhante, porém o extrato hidroalcoolico apresentou um resultado maior sendo
2,75 pmol ET.gl. O extrato aquoso e etandlico apresentaram valores de
concentracdo de compostos antioxidantes menores, sendo 2,45 e 2,47 ymol ET.g*,
respectivamente.

Paschoal (2018) avaliou a extracdo do gengibre com a mistura ternaria
etanol:isopropanol:acetato de etila, em que a atividade antioxidante encontrada para
os ensaios de DPPH foram de 61,39 pmol Trolox. g, resultado este superior ao
alcancado pelas andlises deste trabalho. A mudanca nas condi¢cdes de extracao,
bem como o solvente extrator podem ter causado tamanha diferenca entre os
resultados (SOARES, 2008).

Analisando estudos de avaliacdo da atividade antioxidante com outras
especiarias, pode-se encontrar resultados de pesquisas como o de Tiveron et al.
(2012), que encontraram o valor de 57,6 pymol ET.g™ para o extrato da cdrcuma
preparado com etanol. O qual ficou acima do que foi encontrado no presente
trabalho para o ensaio do DPPH.

Salem et al., (2013) obtiveram 0,212 pmol Trolox.g’ de amostra com a
extracdo da salvia utilizando acetona-agua como solvente, sendo este resultado
inferior ao trabalho presente. O mesmo ndo ocorreu quando Neagu, Roman e Radu
(2011) trabalharam com extrato hidroetandlico de salvia obtendo 59,49 pmol
Trolox.g™.

Silva (2016), encontrou em sua pesquisa com extratos etandlicos de ervas,
dentre elas o tomilho 33,63 pmol Trolox.g™* de amostra, por meio do método DPPH.
Sendo este valor superior quando comparado com este trabalho. Porém, Wojdylo,
Oszmianski e Czemerys (2007) encontrou para o extrato etanélico de tomilho 295
pmol Trolox para cada 100 gramas de amostra, considerando esse valor, a cada
grama de amostra tem-se 2,95 pmol Trolox. g*, resultado este semelhante ao
encontrado no presente estudo.

Embora os resultados deste trabalho estejam de acordo com os dados
relatados por Wojdylo, Oszmianski e Czemerys (2007), a atividade antioxidante
evidenciada para os extratos de gengibre obtidos pode ser considerada baixa, em

relacdo a concentracdo de compostos antioxidantes, quando comparada a outras
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analises de gengibre e especiarias encontradas na literatura, em sua maioria.
Acredita-se que essa diferenca quanto a atividade antioxidante seja devido a fatores
distintos, segundo Soares (2008) a maturacao, espécie, praticas de cultivo, origem
geogréfica, estagio de crescimento, condicbes de colheita e processo de
armazenamento do produto. Além das peculiaridades relacionadas ao solvente
extrator e as condi¢cdes de extracdo as quais as analises foram realizadas podem
contribuir para as discrepancias observadas.

Os dados obtidos das porcentagens de atividade antioxidante (%AA), dos
extratos analisados estdo expressos na Tabela 2.

Tabela 2: Porcentagem de atividade antioxidante nos extratos de gengibre.

Extrato Atividade antioxidante (%)
Agua 29,25+ 0,10

Agua + EtOH (1:1) 38,97 + 1,33
Etanol 34,87 £1,90

Notas: Resultados obtidos das andlises expressos com média + desvio padrdo (duplicata).

Analisando o0s percentuais obtidos, pode-se notar que o0 extrato
hidroalcoolico obteve o maior valor de atividade antioxidante, seguido do extrato
etandlico. O extrato aquoso apresentou menor desempenho, sendo assim, menor
atividade antioxidante.

Dudonné et al. (2009) ao analisar extrato aquoso de gengibre, obtiveram
0,25 % de atividade antioxidante. Magrin e Lima (2016) avaliaram a atividade
antioxidante de extratos aquoso, etandlico e hidroetandlicos de plantas medicinas
por meio do método DPPH, dentre elas o gengibre, o qual apresentou menor
percentual médio de atividade antioxidante de 2,21 %. Sendo estes valores muito
inferiores a todos os encontrados neste estudo. Porém, Maizura, Aminah e Wan
Agiida (2011) em seus estudos com extratos de gengibre, com extrator de suco sem
adicdo de agua esem a utilizacdo de solventes, e obtiveram 79 % de inibicdo do
radical DPPH.

Andreo e Jorge (2011) avaliaram a capacidade antioxidante e estabilidade
oxidativa do extrato etandlico de gengibre desidratado, a atividade antioxidante

determinada pelo método do radical livre DPPH foi 79,1%. Em seus estudos, Kaur e
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Kapoor (2002), avaliaram a atividade antioxidante do extrato etandlico e aquoso de
gengibre, por meio do método [(3-caroteno, e encontraram uma porcentagem de
71,8% e 65%, respectivamente. Os resultados citados acima apresentaram valores
superiores aos encontrados neste trabalho. Acredita-se que essa diferenca seja
devido ao método e tempo de extracdo, bem como a origem da amostra, como
citado anteriormente.

Martinhago e Aranha (2016), em sua pesquisa sobre a aplicacao de extrato
de gengibre em 6leo de girassol, avaliaram o extrato etandlico de gengibre quanto a
capacidade antioxidante pelo método do radical livre DPPH. O extrato apresentou
15,75 % de atividade antioxidante. Embora o percentual encontrado por Martinhago
e Aranha (2016), tenha sido menor que todos os percentuais alcancados neste
trabalho, os pesquisadores apontaram que o extrato de gengibre foi efetivo na
protecdo contra a formacdo de compostos de degradacdo oxidativa, quando
comparado ao oleo de girassol sem antioxidante.

Tiveron (2010), em suas analises encontrou uma atividade pelo sequestro do
radical livre DPPH no extrato etandlico de acafrdo-da-terra de 36,2 %. Oliveira
(2017), em sua pesquisa alcancou um percentual de atividade antioxidante do
extrato etandlico de acafrdo-da-terra de 35,41 %. Assim, percebe-se que esses
dados da literatura s&o condizentes com os obtidos nos extratos deste estudo.

Acredita-se que a discrepancia entre os resultados com as pesquisas de
referéncia, seja devido as condicOes de extracdo realizada em cada uma delas, a
nao utilizacdo de solventes, aos métodos de avaliacao distintos, o uso da planta
desidratada, bem como a origem do gengibre, pois sua composi¢cdo varia
dependendo de suas condi¢cGes de plantio (SOUSA, 2008; ANDREO, 2007). Visto
gue a atividade antioxidante das especiarias esta relacionada, principalmente, com a
presenca de compostos fendlicos, pois sdo os antioxidantes mais representativos do
reino vegetal (DEL RE; JORGE, 2012).

Além disso, para uma melhor obtencdo de compostos fendlicos e atividade
antioxidante faz-se necessario uma escolha apropriada do solvente, uma vez que 0s
compostos vegetais apresentam natureza distinta e polaridades diferentes
(MATTOS, 2013). Porém, ndo existe um sistema de extracdo com solventes que

seja satisfatério para obtencédo de todos ou de classe especifica de antioxidantes
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naturais, devido a diversos fatores, dentre eles, a natureza quimica dos
antioxidantes dos alimentos, a existéncia de ampla variedade e diferentes
guantidades de compostos bioativos nos vegetais (ANDREO; JORGE, 2006;
SHAIDI; NACZK, 1995).

No entanto, de acordo com Liu et al. (2000), para obtencdo de uma eficiente
extracdo de compostos fendlicos de uma matriz vegetal € necessario ser feita a
combinacao de solventes, como os hidrometandlicos, hidroalcéolicos, entre outros e
ndo apenas utilizad-los em sua natureza pura, pois a utilizacdo de agua pode otimizar
a extracdo de flavondides e compostos fendlicos, pois aumenta a polaridade da
solucéo extrativa (RODRIGUES et al., 2004).

Embora a agua seja considerada um solvente universal, para favorecer uma
extracdo de polifendis é trivial combina-la com outros solventes orgéanicos (LIYANA-
PATHIRANA; SHAHIDI, 2005; VIZZOTTO; PEREIRA, 2011). O que justifica os
resultados obtidos neste trabalho, pois, como pode ser visto, o extrato hidroalcéolico
apresentou melhor resultado, quando comparado com 0s extratos aquoso e

etandlico, estando ambos em sua natureza pura.
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6 CONCLUSAO

Concluiu-se que os resultados alcangcados, em termos de concentragao de
compostos antioxidantes, para os extratos de gengibre obtidos nesta pesquisa,
estavam abaixo dos previstos na literatura. Contudo, em relacdo aos resultados
obtidos em termos de porcentagem de atividade antioxidante, o extrato de gengibre
apresentou resultados que se encontravam nas literaturas de referéncia.

Assim, sendo o gengibre de fonte natural e seu extrato obtido a partir de
agua e etanol, ndo sendo considerados toxicos pela industria alimenticia, pode-se
dizer que o gengibre pode ser uma fonte promissora de compostos antioxidantes.

Vale ainda ressaltar a importancia de se estudar mais detalhadamente a
composicdo quimica do gengibre e as substancias responsaveis pelo seu
mecanismo de atuacdo contra a oxidagao lipidica, com a aplicacdo de técnicas de
extracdo e meétodos de avaliacdo antioxidante distintos.
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