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RESUMO

Os extratos etéreo, acetonico, alcodlico e aquoso de gengibre (Zingiber officinale Roscoe)
foram avaliados quanto ao contetdo de compostos fendlicos totais e atividade antioxidante,
tendo como objetivo observar a influéncia de cada solvente extrator e da época de colheita
sobre esses parametros. Para isto, as amostras de gengibre coletadas em dois periodos de
colheita diferentes foram submetidas a andlises com o método de Folin — Ciocalteau, o qual
quantifica os fenodlicos totais da amostra; ao método com o radical ABTS (2,2"-azinobis(3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) e ao sistema de cooxidagdo B-caroteno/acido linoléico,
os quais medem a atividade antioxidante de cada extrato, sendo que o ultimo foi também
utilizado para avaliar o efeito sinérgico entre as amostras e o antioxidante sintético BHT (butil
hidroxitolueno). Os resultados indicaram uma boa capacidade antioxidante dos extratos etéreo
€ aquoso, principalmente nos extratos da amostras coletadas proximas ao fim do periodo de
colheita. Pode ser observada uma correlagdo linear entre o conteido de compostos fendlicos e
atividade antioxidante (r’=0,9590). Também foi demonstrado o sinergismo entre os extratos
aquosos a 200 ppm e o BHT, apresentando aproximadamente 90% de inibi¢do do processo
oxidativo. As amostras de gengibre também foram fracionadas em: acidos fendlicos livres,
¢ésteres soluveis e insoluveis a fim de identificar os acidos fendlicos presentes em cada fracao.
Essas fragoes foram submetidas a analise cromatografica, além da avaliacdo quanto ao seu
potencial antioxidante, através do método ABTS, e quanto ao contetido de fendlicos totais, de
acordo com o método Folin-Ciocalteau. Observou-se uma boa quantidade de compostos
fenolicos totais nas fragdes, variando de 846,37 a 1409,05 mg GAE (equivalentes em acido
galico) por 100 g de amostra (peso seco). As fragdes foram submetidas a cromatografia
gasosa e a quantificacdo foi baseada nos tempos de retengdo dos padrdes de acidos fendlicos.
Uma alta quantidade de acido salicilico foi encontrada em todas as fracdes, com valores
variando entre 75% e 98%. Outros éacidos, como o caféico, fertlico, sinaptico e galico
também foram encontrados nas fragdes, e sua presenga pode ter influéncia sobre a atividade
antioxidante total do gengibre, ja4 que o acido salicilico ndo possui atividade por si s6. Os
resultados indicam que o gengibre pode ser uma potencial fonte de antioxidantes naturais,
possivelmente podendo ser utilizado como substituinte aos antioxidantes sintéticos
amplamente utilizados pela industria de alimentos, tendo em consideragao a preocupagdo dos
consumidores com a toxicidade desses aditivos.

Palavras-chave: gengibre, compostos fendlicos, atividade antioxidante.
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ABSTRACT

The etheric, acetonic, alcoholic and aqueous extracts of ginger (Zingiber officinale Roscoe)
had their total phenolic content and antioxidant activity evaluated, aiming to observe the
influence of the extraction solvent and the harvest time over these parameters. Thus, the
ginger samples collected in two different harvest times were submitted to analysis with the
Folin — Ciocalteau method, which quantifies the total phenolic contento f the samples; to the
ABTS (2,2"-azinobis(3-ethylbenzothyazoline-6-sulphonic acid) method and to the
cooxidation system B-carotene/linoleic acid, which measures the antioxidant activity of each
extract, considering that the last was also used to evaluate the synergism within the samples
and the synthetic antioxidant BHT (butyl hydroxytoluene). The results indicated a high
antioxidant capacity of the etheric and aqueous extracts, mainly in the extracts of the samples
collected close to the end of the harvest time. A linear correlation could be observed within
the total phenolic content and the antioxidant activity (r*=0,9590). The synergism among the
aqueous extracts and BHT could also be observed, showing approximately 90% of oxidation
inhibition. The ginger samples were also fractionated to: free phenolic acids, esterified soluble
bound and insoluble bound phenolic acids in order to identify the phenolic acids present in
each fraction. These samples were submitted to chromatographic analysis, and also for the
evaluation of their antioxidant potential, through ABTS method, and total phenolic content,
according to Folin-Ciocalteau’s method. A high quantity of total phenolics could be observed,
varying from 846,37 to 1409,05 mg GAE (gallic acid equivalent) per 100 g of the sample (dry
weight). The fractions were submitted to gas-chromatography and the quantification was
based on the retention times of the phenolic acids standards. A high quantity of salicylic acid
was found in all the fractions, which values varied from 75% to 98%. Some other acids, as
caffeic, ferulic, synaptic and gallic were also found in the fractions, and their presence can
influence the total antioxidant activity of ginger, considering that salicylic acid has no activity
itself. The results indicate that ginger could be a potential source of natural antioxidants,
possibly being utilized as a substitute for the synthetic antioxidants widely used by the food
industry, considering the concerns on the toxicity of these additives.

Keywords: ginger, phenolic compounds, antioxidant activity.
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INTRODUCAO

O gengibre (Zingiber officinale Roscoe) é uma especiaria cujo rizoma ¢ amplamente
comercializado em fun¢do de seu emprego alimentar e industrial, especialmente como
matéria-prima para fabricacdo de bebidas, perfumes e produtos de confeitaria como paes,
bolos, biscoitos e geléias (ELPO, 2004). A cultura do gengibre tornou-se efetivamente
comercial no Brasil somente nas ultimas décadas, apos a introducdo de variedade de rizomas
gigantes por agricultores japoneses (TAVEIRA MAGALHAES et al, 1997). Virias
propriedades do gengibre foram comprovadas em experimentos cientificos, citando-se as
atividades antiinflamatéria, antiemética e antindusea, antimutagénica, antiulcera,
hipoglicémica, antibacteriana, entre outras (ZARATE, SUKRASNO e¢ YEOMAN, 1992;
HABSAH et al, 2000; DEDOV et al, 2002). Além de propriedades terapéuticas, o gengibre ¢
de uso corrente na culinaria, como condimento. O estudo de propriedades bioldgicas de
espécies da familia Zingiberaceae, a qual pertence o gengibre, ainda ¢ muito escassa,

principalmente no que se refere as suas propriedades antioxidantes.

Muitos processos indesejados de oxidacdo, incluindo a deterioracdo de alimentos,
envolvem a presenga de radicais livres. A peroxidacao lipidica ¢ um tipo de dano oxidativo
que ocorre nas membranas celulares quando acidos graxos insaturados reagem com niveis
excessivos de ROS (espécies reativas de oxigénio) para formar radicais de &cidos graxos e
hidroperoxidos lipidicos (LOOH). Esse processo desencadeia a autoxidagdo de acidos graxos
poliinsaturados, o que ndo somente diminui o valor nutricional dos alimentos, mas esta
também associado a danos na membrana celular, envelhecimento, doengas cardiacas e cancer
(SPITELLER, 2001; SURH, 2002.). Além disso, a oxidacao de lipoproteinas de baixa
densidade (LDL) ¢ um fator importante no desenvolvimento de doengas coronarianas e

aterosclerose (FRANKE et al, 2005).

Hé4 uma grande variedade de antioxidantes sintéticos utilizados pela industria de
alimentos, como o butilhidroxianisol (BHA) e o butilhidroxitolueno (BHT), como forma de
aumentar a vida de prateleira e reduzir perdas nutricionais pela inibicdo da oxidagdo do
substrato (SOARES, ANDREAZZA e SALVADOR, 2003). No entanto, ha sérias
preocupagodes quanto ao potencial toxico e mutagénico (NAMIKI, 1990) dessas substancias, o

que evidencia o interesse em substituir aditivos alimentares sintéticos por alternativas

Atividade antioxidante e identificagdo dos acidos fenolicos do gengibre (Zingiber officinale Roscoe)
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naturais. Por esse motivo, tem aumentado o interesse em métodos de extragdo, caracterizagao
e utilizacdo de antioxidantes naturais que possam servir como potenciais substituintes no
retardo da oxidagdo lipidica em alimentos e no combate a carcinogénese e processos de

envelhecimento.

Uma das fontes de antioxidantes naturais mais estudadas sdo os compostos fenolicos
de plantas. Estes compostos se distribuem por todo o reino vegetal, estando presentes em
varias partes da planta, como nos frutos, sementes, folhas e raizes (RICE-EVANS, MILLER e
PAGANGA, 1997). Estudos vém demonstrando que o consumo de alimentos e bebidas ricos
em compostos fenolicos estd altamente relacionado com uma reducdo na incidéncia de
doencas do coracdo (GORDON, 1996). Os fenolicos antioxidantes mais comuns em plantas
incluem os compostos flavondides (NIJVELDT, NOOD, HOORN, BOELENS, NORREN e
LEEUWEN, 2001), tocoferdis, derivados do acido cinamico e acidos organicos polifuncionais

(MOREIRA e MANCINI-FILHO, 2004).

As especiarias vém sendo utilizadas ha muitos séculos para o enriquecimento do sabor
e preservacdo dos alimentos (MOREIRA e MANCINI-FILHO, 2003). Alguns principios
ativos das especiarias, como a curcumina (curcuma), cuminaldeido (cominho), eugenol
(cravo), piperina (pimenta preta), capsaicina (pimenta vermelha), e zingerona (gengibre) tém
comprovada acdo inibitoria sobre a peroxidagdo lipidica (SHOBANA e NAIDU, 2000;
SUHAI, 2005).

Este trabalho teve como objetivo principal avaliar o poder antioxidante de extratos de
gengibre através de dois sistemas distintos [sistema [-caroteno/acido linoléico e ABTS (2,2"-
azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico)], bem como quantificar e identificar os
compostos fenolicos presentes nas fragdes do gengibre: acidos fenolicos livres, ésteres

soluveis e insoluvelis.

Atividade antioxidante e identificagdo dos acidos fenolicos do gengibre (Zingiber officinale Roscoe)
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 A necessidade de antioxidantes no organismo

Os primeiros organismos a surgirem na terra viviam sob uma atmosfera pobre em O,
isto ¢, eles eram essencialmente anaerdbios. Enquanto o contetido de O; na atmosfera crescia
(devido a evolugdo de organismos com capacidade fotossintética), muitos organismos
primitivos poderiam ndo ter sobrevivido. Presume-se que os organismos anaerobios hoje
presentes sejam os descendentes desses organismos primitivos que se defenderam dos altos
niveis de O, atmosféricos restringindo-se a viver em ambientes onde o O, ndo poderia
penetrar. No entanto, outros organismos deram inicio a um processo evolutivo envolvendo um
sistema de defesa antioxidante para proteger-se da toxicidade do O,. Os organismos que se
adaptaram a presenca de O, também o utilizaram nos processos metabolicos e para uma
producdo de energia eficiente, tendo o O, como aceptor final de elétrons numa cadeia

transportadora de elétrons, como ocorre nas mitocondrias (HALLIWELL, 1994).

Em 1954, Gerschman e colaboradores propuseram que o efeito toxico do oxigénio
poderia ser atribuido a formacgao de radicais de oxigénio, considerando que o ataque direto do
O, parece ndo causar dano significativo nas células (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1989).
Dessa hipodtese originou-se a “teoria da toxicidade do superéxido”, ou seja, do oxigénio na sua
forma reduzida. A descoberta da enzima superdxido dismutase (SOD) enfatizou o superoxido
como o fator principal da toxicidade do O,, sendo a atividade enzimatica essencial para a

protecdo da célula contra o dano causado por esse radical de oxigénio (LOLIGER et al, 1991).

Embora a exata fungdo do oxigénio singlet ('O,) na toxicidade ndo esteja totalmente
esclarecida, sabe-se que ele possui uma alta reatividade, sendo um poderoso agente oxidante.
Existem duas formas de oxigénio singlet, sendo que em sistemas bioldgicos prevalece aquela
com dois elétrons pareados em um mesmo orbital 7w, ndo sendo considerada, entdo, como
radical livie (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1989). Efeitos deletérios, observados quando
determinadas células sio expostas a luz, tém sido atribuidos a produgio de 'O,. A excessiva
formacdo do 'O, foi relacionada ao dano em células visuais expostas de forma prolongada a

luz, e a sintomas na epiderme, como erupgdes e espessamento (SPATZ, 1992).
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Em sistemas biologicos, tem sido identificada a presenca do superoxido (produto da
reducdo de um elétron do oxigénio) e de compostos derivados do oxigénio como agentes que
participam de processos fisiologicos. No entanto, esses compostos podem estar implicados a
etiologia e/ou ao desenvolvimento de varios distirbios no organismo. Doengas autoimunes,

aterosclerose, artrite reumatdide e cancer tém sido relacionados a presenca dos compostos

derivados de oxigénio no organismo (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1989).

Halliwell e colaboradores (1995) discutem sobre a influéncia desses agentes sugerindo
que, para a maioria das doengas, a presenca deles ¢ uma conseqiiéncia daquelas alteracoes
organicas. Entretanto, tal fato ndo elimina a sua importancia no desenvolvimento e nas
implicagdes das doencas. Por outro lado, estudos epidemioldgicos tém apresentado uma
correlacdo inversa entre a incidéncia de varias doencas e altos niveis de antioxidantes
plasmaticos, ou também a presenca de antioxidantes na alimentagdo. Como conseqiiéncia, o
organismo necessitara destes antioxidantes para eliminar ou evitar a formagao do superoxido
e outros compostos reativos do oxigénio (ANDERSON e PHILLIPS, 1999). A preocupagao
com os efeitos deletérios das espécies derivadas de oxigénio ¢ naturalmente seguida pelo

interesse em compostos com atividade antioxidante.

1.2 Radicais livres e espécies reativas de oxigénio (ROS)

Radical livre refere-se a qualquer espécie quimica capaz de existir independentemente
de outras espécies (por isso o termo “livre”), e que possui um ou mais elétrons nao pareados
(HALLIWELL, 1994). Embora Halliwell et al. (1995) considerem que o termo “livre” diz
respeito a existéncia independente das espécies atdmicas ou moleculares, ressaltam que
“radical livre” deve ser entendido como um atomo ou molécula contendo um ou mais elétrons
ndo pareados, ¢ que se locomove do local onde ¢ gerado, diferentemente daquele radical
retido no meio em que foi gerado (radical preso). Este conceito merece atengdo nos estudos

implicados com a acdo de compostos antioxidantes.

“Espécies reativas de oxigénio” (ROS) é o termo coletivo utilizado para a inclusao,
nao so dos radicais contendo oxigénio (O;” e OH’), como também dos derivados de oxigénio

ndo radicais (HALLIWELL, 1994), como o peroxido de hidrogénio (H,0,) e 0zonio (O3).
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A formacdo do oxigénio singlete ('O,) em sistemas biologicos tem sido amplamente
demonstrada e relacionada com processos celulares diversos tais como o mecanismo de
defesa contra virus e bactérias promovido por células fagocitarias. Os possiveis mecanismos
de formacgdo desta espécie em sistemas bioldgicos incluem reacdes de quimioexcitagdo
(reagdes no escuro) catalisadas por peroxidases (mieloperoxidase) ou oxigenases
(lipoxigenase ou ciclooxigenase); a reagao de perdxido de hidrogénio com hipoclorito ou
peroxinitrito; termodecomposi¢io de dioxietanos, entre outras. O 'O, apresenta alta
reatividade, oxidando facilmente muitos compostos organicos ricos em elétrons, como
sulfetos, aminas e fenois. Sendo assim, sdo importantes alvos biolégicos do 'O, moléculas

fundamentais como acidos graxos insaturados, proteinas e DNA (JAMIESON, 1989).

O oxigénio triplete ((O,) pode reagir com outras moléculas para dar origem a ROS,
como o peroxido de hidrogénio (H,0O,), superdxido (O;”) e radical hidroxila (OH") (BORG,
1993; KANNER, GERMAN e KINSELLA, 1987).

O anion superdxido é gerado pela redugdo tetravalente do oxigénio molecular a dgua.
Este radical pode ser formado em células aerdbicas, durante o processo de respiracdo (na
cadeia transportadora de elétrons) e ¢ um importante fator que auxilia os fagdcitos no
processo de destruicdo de bactérias. Em seres vivos, o radical superoxido ¢ removido por
enzimas chamadas superdxido dismutase (SOD) (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1985;
PACKER e GLAZER, 1990).

O peroxido de hidrogénio (H,0,), formado pela redugdo tetravalente do O, a H,O e
dismutagdo do O;", ndo ¢é um radical livre, mas um agente oxidante. Na presenca do
superoxido e ions metélicos de transicdo, o H,O, pode gerar OH' pela reagdo de Fenton
(Figura 1). O OH', formado por esta reagdo e pela redugdo tetravalente do oxigénio molecular,
¢ altamente reativo e causa danos ao DNA e dé inicio ao processo de peroxidagdo lipidica

(PACKER e GLAZER, 1990).

Os acidos graxos sdo susceptiveis ao ataque por ROS; portanto, qualquer reacdo ou
processo que origine ROS pode definitivamente estimular a peroxidacao lipidica. O seqiiestro
de hidrogénio ¢ mais facil em 4acidos graxos insaturados do que em seus semelhantes
saturados, o que os torna mais susceptiveis ao ataque das ROS (PACKER e GLAZER, 1990,
PACKER, 1994).
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O papel dos metais na formagao das ROS ¢ confirmado pelas reagdes de Fenton e de
Haber-Weiss (Figura 2). O ferro ¢ o metal pesado mais abundante no organismo e esta
biologicamente mais capacitado para catalisar as reacdes de oxidacdo de biomoléculas,
embora o cobre possa também catalisar a reacdo de Haber-Weiss (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 1984; FERREIRA e MATSUBARA, 1997).

A produgdo de ROS ¢ uma conseqiiéncia normal de uma série de reagdes bioquimicas
essenciais ao organismo e resulta em danos bioldgicos apenas quando essa produgdo torna-se
anormalmente elevada e/ou quando as defesas antioxidantes estdo diminuidas

(GUTTERIDGE, 1993; HALLIWELL, 1994).
Essas reagdes envolvem quatro vias importantes como:

reacOes catalisadas por oxidoredutases;
autoxida¢do das biomoléculas;

acao das peroxidases;

A

acao catalitica dos ions metalicos, como nas reagdes de Fenton e de Haber-Weiss.

Todas elas levam a formacgao de espécies superoxido, peroxido de hidrogénio ou 6xido

nitrico, seja por processo acidental, seja por sintese deliberada.

Fet* + O2 € ———> Fe++t+ + Oy
20, + 2Ht* ————> 02 +  H202
Fer* + H;0, ————3> Fe** + OH + OH*

Figura 1. Reacdo de Fenton
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Fe+++ + 0Oy <€———> Fe** + O
Fe*+ + HO; ————> Fet** + OH + OH
Oz + HO2 ————=> O + OH" + OH"

Figura 2. Reacdo de Haber-Weiss

A autoxidacdo de biomoléculas também pode ocorrer acidentalmente, levando a
formacao de ROS como, por exemplo, a autoxidacdo da adrenalina ou da hemoglobina. No
citoplasma, a oxida¢do de ROS pode ocorrer via atividade das enzimas oxidases, as quais
utilizam O, como aceptor de elétrons. Embora tenham sido identificadas varias fontes
geradoras, a xantina oxidase ¢ a enzima que tem recebido maior atengdo em relacdo a um
dano bioldgico causado por ROS (LOLIGER et al., 1991). A formagio de ROS pode ocorrer
no processo de autoxidagdo devido a uma seqiiéncia de reagdes quimicas que serdo
desencadeadas quando o fornecimento de energia torna-se reduzido na célula, ou seja, sob
condi¢gdes de isquemia. O baixo fluxo sanguineo e o menor fornecimento de O,, com a
conseqiiente queda na producdo de ATP, levam ao aumento do substrato oxidavel, a
hipoxantina e xantina, bem como a ativa¢ao da enzima xantina oxidase, que pode diretamente
reduzir o O, e produzir O, e H,O,, quando ocorre a reoxigenagao (L(")LIGER et al, 1991;
HALLIWELL, 1994).

A ocorréncia de ROS em alimentos ¢ inevitavel devido a propria natureza biologica
dos alimentos. Kanner e colaboradores (1986) comprovaram que a peroxidagdo lipidica em
musculos ¢ iniciada por ROS e proteinas do soro. As ROS também iniciam a peroxidagao
lipidica em vegetais e gorduras e 6leos animais (BRADLEY e MIN, 1992; RAWLS e VAN
SANTEN, 1970). Em carnes, o H,0, pode gerar OH' na presenca de Fe™ via reagdo de
Fenton, causando répida deterioracdo dos lipidios presentes na carne (KANNER, HAREL e
KINSELLA, 1987; KANNER, 1986; KANNER, 1994).
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1.3 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo do organismo pode ser compreendido como a condi¢do na qual a
produ¢do de ROS estd aumentada ou quando as defesas antioxidantes normais estdo
diminuidas, levando a wuma alteragdo no equilibrio oxidantes/antioxidantes e,
conseqlientemente, ao dano potencial da modificacdo oxidativa. Tal situagdo parece ser mais
freqliente devido a sintese elevada das ROS (HALLIWELL, 1994), embora existam
evidéncias demonstrando que as defesas antioxidantes ndo sdo estaticas, podendo ser
induzidas em situagao de estresse. A correlacdo entre o estresse oxidativo e varios disturbios
no organismo, como doencas autoimunes, doengas neurodegenerativas (ZANA, JANKA e

KALMAN, 2006) cancer e doengas cardiovasculares, tem sido proposta (FREL, 1999).

1.4 Peroxidacio lipidica

Todos os componentes celulares sao suscetiveis a acao das ROS, porém a membrana ¢
um dos mais atingidos em decorréncia da peroxidacdo lipidica, que acarreta alteragdes na
estrutura e na permeabilidade das membranas celulares. Como conseqiiéncia, hd perda da
seletividade na troca ionica e liberagdo do contetido das organelas (como as enzimas
hidroliticas dos lisossomas) e formacdo de produtos citotdoxicos (como o malonaldeido),
culminando com a morte celular. A peroxidacao lipidica também pode estar associada aos
mecanismos de envelhecimento, de cancer e a exacerbagdo da toxicidade de xenobioticos

(FERREIRA e MATSUBARA, 1997).

Os processos de lipoperoxidagdo nem sempre sdo prejudiciais, pois seus produtos sdo
importantes na reagdo em cadeia a partir do acido araquidonico e, portanto, na resposta
inflamatéria. Todavia, o excesso de tais produtos pode ser lesivo (HALLIWELL;

GUTTERIDGE, 1989).

A lipoperoxidacao ¢ uma reagdo em cadeia, representada pelas etapas de iniciagdo,
propagacdo e terminagdo. Estas etapas estdo representadas na Figura 3, onde L representa o
lipidio. A iniciagdo ocorre quando um agente oxidante da origem a um radical peroxila

iniciador (LOO’) através de uma reacdo com um lipidio (LH) ou com um hidroperdxido
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lipidico preexistente (LOOH). A propagacao sao ciclos de abstracdo dos atomos de
hidrogénio de acidos graxos poliinsaturados por LOO" para gerar novos LOO's (apds adi¢ao
de O;), o que resulta numa rede de conversdo de lipidios a LOOHs. A terminagdo da
peroxidagdo lipidica envolve a reagdo de dois LOO's para formar produtos ndo-radicais ou a
reacdo de um LOO' com outro radical terminador para gerar espécies radicais nao-

propagadoras (ARUOMA, 1994).

Esta reacdo pode ser catalisada por ions ferro ou por conversdo de hidroperdxidos
lipidicos em radicais altamente reativos que, por sua vez, iniciam nova cadeia de reagoes,
denominada ramificac¢do. Essas reacdes podem ser rdpidas ou lentas, dependendo da valéncia

do ferro (POKORNY, YANISHLIEVA, GORDON, 2001; TOMCHICK et al, 2001).

LH + OH- (ouLO)————>» L + H20(ouLOH) Iniciacdo

L + O ————> LOO Propagacéao
LH + LOO: ————> L + LOOH Propagacao
LOO- + L- ————> LOOL Terminacao
LOO- + LOO ————> LOOL + O Terminacao

Figura 3. Etapas da peroxidacdo lipidica.

O radical hidroxila ¢ freqiientemente reconhecido como a espécie iniciadora e a mais
importante da lipoperoxidagdo. Entretanto, estudos indicam que o ferro também desempenha
papel determinante na iniciagdo deste processo, sendo necessaria uma relagio equimolar Fe™:
Fe™ no meio, para que o ocorra a lipoperoxidacio (HERSHKO, 1989; TADOLINI et al,
1997).

A peroxidacao lipidica freqiientemente ocorre em resposta ao estresse oxidativo, e

uma grande diversidade de aldeidos podem ser formados quando hidroperdxidos lipidicos sao

Atividade antioxidante e identificagdo dos acidos fenolicos do gengibre (Zingiber officinale Roscoe)



Capitulo 1

quebrados em sistemas biologicos. Alguns desses aldeidos sdo altamente reativos e podem ser
considerados como mensageiros secundarios toxicos, os quais se disseminam e aumentam oS
eventos iniciadores da produ¢do de radicais livres (ESTERBAUER, SCHAUR e ZOLLNER,
1991).

1.5 Os mecanismos de protecio por antioxidantes

Os antioxidantes podem ser compreendidos como substincias que, quando presentes
em baixas concentracdes comparadas ao substrato oxidavel, retardam ou inibem
significativamente a oxidagdo daquele substrato (HALLIWELL e¢ GUTTERIDGE, 1989;
HALLIWELL, 1990). Essa inibi¢cao ou diminui¢ao na velocidade de reacdo ocorre por agao
nas diferentes etapas do processo de oxidacdo, atuando sobre diversos substratos, desde uma

molécula simples a polimeros e biossistemas complexos (HALLIWELL et al, 1995).

Os antioxidantes com efeito preventivo, classificados como primarios, podem atuar
. P ~ ~ . e e e . +
evitando a iniciagdo pela captacdo de radicais iniciadores (Re), agindo como doadores de H

ou de elétrons (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1989):

Re+ AH —= RH+ Ae

Entre esses compostos incluem-se antioxidantes sintéticos, carotenoides, tocoferois,
compostos fenolicos e alguns aminoacidos (NAMIKI, SUNAGAWA e NOIJI, 1990; ZHENG
e WANG, 2001; SELLAPPAN, AROH ¢ KREWER, 2002). Podem agir também como
queladores de metais, a¢do proposta para alguns aminodcidos, acido citrico, EDTA e

compostos fendlicos.

Os antioxidantes também podem agir na decomposicao de peroxidos, convertendo-os
a forma inativa por acdo de agentes redutores, bloqueando a reagdo em cadeia, por meio da
captacdo de intermedidrios reativos como radicais peroxila e alcoxila. Esses sdo os
antioxidantes secundarios. Os compostos fendlicos, antioxidantes sintéticos, vitaminas A e E,

aminas, grupamentos tiol e dissulfetos sdo capazes de agir sobre perdxidos, evitando a
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propagacio da reacdo de oxidagio (NAMIKI, SUNAGAWA e NOJI, 1990; LOLIGER et al.,
1991).

1.6 Antioxidantes naturais

A preocupacdo com a substitui¢do de aditivos sintéticos pelos naturais evidenciou os

estudos sobre compostos com potencial efeito antioxidante de fontes naturais.

Varias pesquisas tém sido realizadas na area de antioxidantes naturais, as quais tém
como objetivos a identificacdo de novas fontes com propriedade antioxidante e também a
identificagcdo quimica de seus compostos. Entretanto, a utilizacdo de antioxidantes naturais em

alimentos ainda é muito restrita.

Entre as fontes de antioxidantes naturais estdo incluidas grdos e sementes de
oleaginosas (NAMIKI, SUNAGAWA e NOJI, 1990), de cereais, sementes de frutas citricas,
raizes, castanhas, nozes e microalgas (MARCO, 1968; LEONG e SHUI, 2002; SOTERO,
2002; RIVERO et al., 2003).

1.7 Compostos fenolicos

Entre as substancias de origem vegetal capazes de agir como antioxidantes estdo
incluidos minerais, vitaminas, proteinas (especialmente da soja), pigmentos carotendides e
compostos fendlicos, entre outros. Os fendlicos estdo largamente distribuidos nos alimentos,
sendo a quantidade presente na alimentagdo humana bastante significativa (VAN ACKER et
al., 1996; KAHKONEN et al,, 1999; SOARES, 2002). Classificados como compostos
fenolicos estdo os fenodis simples e acidos fendlicos, derivados do acido hidrocinamico e
flavonoides, os quais sdo substancias bioativas de grande ocorréncia em vegetais, sendo

consideradas boas fontes de antioxidantes naturais.

Quimicamente, os fenolicos podem ser definidos como substancias que possuem pelo

menos um anel aromatico € um ou mais grupamentos hidroxila, podendo apresentar também
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outros grupos substituintes em sua estrutura, como glicosidios, €ésteres ou metil ésteres. Os
compostos fendlicos de fontes vegetais tém origem em uma das principais classes de
metabolitos secundarios de plantas e podem ser divididos em dois grupos: os flavondides
(derivados da fenilalanina e acido acético) ¢ os ndo flavonoides (derivados dos acidos
hidroxicinamico e hidroxibenzoico). Os denominados de flavondides sdo os que apresentam a
estrutura quimica descrita como Ce-C3-Cs. J4 0s denominados de nao flavonoides sdo

classificados como (BURNS et al, 2001):

» os derivados das estruturas quimicas C¢-C; (Figura 4), especificas dos acidos
hidroxibenzoico, gélico e elagico;

» os derivados das estruturas quimicas Ce-Cs (Figura 5), especificas dos acidos caféico,
p-cumadrico e hidroxicinamatos;

» os derivados das estruturas quimicas C¢-C,-Cq (Figura 6), especificas dos trans-

resveratrol, cis-resveratrol e trans-resveratrol-glucosidio.

R,

OH
R;

Figura 4: Estrutura quimica dos hidroxibenzoatos

R,

R, o

OH

Figura 5: Estrutura quimica dos hidroxicinamatos
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HO

Figura 6: Estrutura quimica do resveratrol

Vegetais e alimentos contém uma grande variedade de compostos fendlicos e seus
derivados, incluindo fendis simples, fenilpropandides, derivados do 4cido benzoico,
flavonodides, taninos, entre outros. Essas substancias sdo essenciais ao crescimento e
reproducao das plantas, atuando também como agentes de defesa contra patogenos e
predadores e possuindo importante papel na pigmentagdo dos vegetais (SHAHIDI e NACZK,
1995).

Fendis simples sdo monofendis e difenois presentes, por exemplo, em frutas. O mais
importante grupo dos fenolicos em alimentos sdo os flavondides, que consistem
principalmente nos seguintes compostos: 1) catequinas presentes em frutas e em folhas de cha
(Figura 7); 2) flavonas/isoflavonas (Figura 8); 3) flavanois e seus glicosidios, como a
quercetina, mircetina e rutina presentes em outros vegetais (HEIM, TAGLIAFERRO e
BOBILYA, 2002; SOARES, 2002).

Além da capacidade antioxidante como bloqueadores dos radicais na reacdo em
cadeia, os compostos fenolicos sdo capazes de eliminar o radical hidroxila, superdxido e
oxigénio singlet (ARUOMA, 1997; ARNAO, 2000). A inativagdo de radicais de oxigénio por
compostos fendlicos ocorre pela formagao de espécies de menor reatividade ou pela agdo
como doador de hidrogénio (HEIM, TAGLIAFERRO, BOBILYA, 2002). A menor
reatividade ¢ devido ao deslocamento do elétron ndo pareado para a estrutura do anel
aromatico (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1989; NIKI, 2002). O potencial antioxidante de
um composto fenolico depende da sua estrutura, incluindo ndo apenas a sua polaridade, como

também a natureza e a posi¢do dos grupos constituintes na sua estrutura (SOARES, 2002).
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Muitas propriedades dos produtos vegetais estdo associadas com a presenca, tipo €
conteudo de seus compostos fenolicos. A adstringéncia dos alimentos, efeitos benéficos sobre
a saude e até mesmo suas propriedades antinutricionais - quando presentes em grandes
quantidades - s3o importantes aos consumidores. Por esta razdo, varios métodos de andlise de

diferentes classes de fendlicos e polifendis tém sido recentemente realizados.

OH

HO 0 O
- OH

OH

Catequina

OH

Figura 7. Estrutura quimica da catequina

I Q
|

o

Flavona Isoflavona

Figura 8. Estruturas quimicas da flavona e da isoflavona
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1.7.1 Acidos fendlicos

Existem duas classes de 4cidos fenolicos: os derivados do éacido benzdico e os
derivados do acido cinamico. O conteudo de 4cidos hidroxibenzdicos em plantas comestiveis
¢ geralmente muito baixo, com a exce¢ao de algumas frutas, repolho roxo e cebolas, os quais
podem conter algumas dezenas de miligramas por quilograma de peso fresco (SHAHIDI e
NACZK, 1995). Chas sao importantes fontes de acido gélico (Figura 9): chas de folhas podem
conter mais de 4,5g/kg em peso fresco (TOMAS-BARBERAN e CLIFFORD, 2000). Além
disso, os acidos hidroxibenzoicos sdo componentes de estruturas complexas como taninos
hidrolisdveis (CLIFFORD e SCALBERT, 1999). Devido ao fato de que esses dacidos
hidroxibenzoicos — tanto livres quanto esterificados — sdo encontrados apenas em poucas
plantas consumidas pelo homem, eles ndo foram extensivamente estudados e ndo sao

considerados como sendo de grande interesse nutricional.

Os 4cidos hidroxicinamicos sdo mais comuns que os hidroxibenzoicos e seus
representantes principais sdo os acidos salicilico (Figura 9), p-cumarico, caféico, feralico
(Figura 9) e sinaptico. Estes acidos sdo raramente encontrados na forma livre, exceto em
alimentos processados, os quais j& sofreram processos de congelamento, esterilizagdo e
fermentagdo. Os ligantes sdo derivados glicosilados de ésteres do acido quinico, shiquimico e
tartarico. Os acidos caféico e quinico se combinam para formar o acido clorogénico (Figura
9), o qual ¢ encontrado em varios tipos de frutas e em grandes concentragdes no café: uma
unica xicara pode conter entre 70-350 mg de &cido clorogénico (CLIFFORD, 1999;
SHAHIDI, 2004).
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OH
1 O 2
= OH
OH
0] 0]
OH o oH
Z "OH
HO
H ” CH,0 0
HO 3 HO / COH
HO 4

Figura 9. Estruturas quimicas dos acidos (1) salicilico, (2) clorogénico, (3) ferulico e (4) galico

1.7.1.1 Acidos fendlicos como antioxidantes em alimentos

Virios estudos foram realizados com a inten¢do de verificar o potencial antioxidante
dos acidos fendlicos como possiveis substituintes dos antioxidantes sintéticos, amplamente
utilizados na conservacao de alimentos lipidicos por chegarem a aumentar a vida util desses

produtos entre 15% e 200% (DURAN e PADILLA, 1993).

Em estudos de acidos fenolicos e dos acidos cindmicos presentes em graos de soja €
seus derivados, quatro apresentaram uma atividade antioxidante significativa. Sdo eles: acido

clorogénico, acido caféico, acido p-cumarico e feralico (PRATT e BIRAC, 1979).

Medindo a eficiéncia de alguns acidos fenolicos como antioxidantes em sistema
lipidico, através de Rancimat®, verificou-se uma boa atividade antioxidante dos acidos
protocatequinico, caféico, fertlico e galico. No entanto, esses compostos, assim como os

demais acidos fenodlicos, possuem baixa solubilidade neste sistema, limitando sua utilizagao e
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seu potencial antioxidante (DZIEDZIC e HUDSON, 1984). Porém, estas substancias podem
sofrer modificacdes, através de alquilacdo ou esterificagdo, com acidos graxos de cadeia
longa, tornando-se lipossoluveis. Na avaliagdo dos 4cidos caféico, protocatequinico, p-
hidroxibenzoico, fertilico e p-cumadrico em sistema lipidico, alguns deles, como o caféico e o
protocatequinico, apresentaram atividade antioxidante superior ao a-tocoferol e ao BHT

(VON GADOW et al, 1997).

Também foi testada a atividade antioxidante da fragdo polar contida em 6leo de oliva
refinado através do método de Shall (estufa a 60°C, no escuro), no proprio produto,
determinando-se o indice de peroxidos como indicador do processo oxidativo
(PAPADOPOULOS e BOSKOU, 1991). O extrato da fracdo polar ¢ constituido
principalmente por compostos fenolicos, particularmente por acidos fenolicos. Os resultados
mostraram que a agdo antioxidante desta fracdo foi inferior a do BHT. A atividade
antioxidante dos acidos fendlicos foi individualmente testada, utilizando a mesma
metodologia. O 4cido caféico apresentou atividade superior ao BHT, enquanto os éacidos
protocatequinico e siringico foram inferiores ao BHT. Ja os dacidos p-cumadrico, p-

hidroxibenzodico, o-cumarico e vanilico demonstraram pouca ou nenhuma atividade.

1.8 Métodos de avaliagcao da atividade antioxidante

Os antioxidantes sdo utilizados em uma grande variedade de produtos alimenticios, e
sua atividade pode variar dependendo da temperatura, composicao e estrutura do alimento e
disponibilidade de oxigénio. As temperaturas nas quais a atividade antioxidante pode ser
necessaria variam muito, desde 180-200°C em o6leos para frituras, a aproximadamente 5°C
para produtos como margarinas e maioneses, os quais sdo armazenados em geladeira. Além
da temperatura de processamento e armazenamento as quais esses produtos sdo expostos, 0s
constituintes agregados como agua, proteinas, carboidratos, vitaminas, minerais € outros
constituintes alimentares variam, assim como a estrutura fisica do alimento. Isso pode causar
mudancas significativas na atividade do antioxidante em diferentes sistemas alimenticios
(POKORNY, YANISHLIEVA e GORDON, 2001). E comum observar que antioxidantes
apolares, como o a-tocoferol, sdo relativamente ineficientes em 6leos, mas altamente eficazes

em uma emulsdo dgua-6leo. Em contraste, um antioxidante polar como o 4cido ascorbico ou
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trolox (um analogo da vitamina E, solivel em agua) pode ter maior eficiéncia em 6leos do que
em emulsdes. Este fato tem sido descrito como o “paradoxo polar”, ou seja, antioxidantes
polares sdo mais ativos em lipidios puros enquanto os apolares sdo mais ativos em substratos
polares (PORTER, 1993; FRANKEL et al, 1994). Normalmente, um método rapido para
avaliar a atividade antioxidante ¢ mais vantajoso do que seria desenvolver o produto,
armazenar a temperatura ideal e, entdo, avaliar o estado oxidativo do alimento.
Conseqiientemente, deve-se estudar qual o melhor método de avaliagdo da atividade

antioxidante para cada caso, considerando todos os pros e contras de cada método.

1.8.1 Métodos de analise e quantificacdo de compostos fendlicos

Varios métodos para andlise de compostos fenolicos ja foram desenvolvidos e um
grande nimero de revisdes sobre a analise de polifenois publicados (ANTOLOVICH et al.,
2000; DESHPANDE, CHERYAN e ESALUNKHE, 1986; HAGERMAN et al., 1998;
JACKMAN, YADA e TUNG, 1987; MAKKAR, 1989; MARKHAM, 1975; PORTER, 1989;
SCALBERT, 1992; SCALBERT, MONTIES e JANIN, 1989; TEMPEL, 1982). Essas
analises podem ser classificadas entre as que determinam o conteudo de fenodlicos totais e
aquelas que quantificam um grupo especifico ou classe de compostos fendlicos. Os métodos
Folin-Denis e Folin-Ciocalteau sdo exemplos de métodos utilizados para a determinagdo de
fenolicos totais (SALUNKHE, CHAVAN e KADAM, 1989). Varias técnicas cromatograficas
ja foram desenvolvidas para identificar e quantificar fenolicos especificos. No entanto, apenas
polifendis passiveis de extracdo sob condig¢des especificas podem ser estudados através dos
métodos descritos (ANTOLOVICH et al., 2000). Hillis and Swain (1959) observaram que,
apods extragdo exaustiva, alguns fendlicos adicionais puderam ser extraidos com a mudanca do

solvente.

As andlises de compostos fenolicos sdo influenciadas pela sua estrutura quimica,
método de extragdo empregado, tamanho das particulas da amostra e tempo e condi¢des de
armazenamento, bem como pelo método de andlise, selecio de padrdes e presenga de
substancias interferentes, como gorduras, terpenos e clorofilas. Por essas razdes, nenhum
método de extracao ¢ totalmente eficiente na extracao de todos os fenolicos ou de uma classe

especifica de compostos fenolicos em alimentos. A solubilidade dos polifendis ¢ determinada
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pelo tipo de solvente (polaridade) utilizado, grau de polimerizagcdo dos fenolicos, interagcao de
fendlicos com outros constituintes do alimento e formacdao de complexos insoliveis. Os
solventes mais freqlientemente utilizados para a extragdo de compostos fendlicos incluem
metanol, etanol, acetona, agua, acetato de etila, propanol, dimetilformamida e suas

combinagdes (ANTOLOVICH et al., 2000).

1.8.1.1 Procedimentos de extracdo

Devido a natureza quimica dos compostos fenolicos, nenhum sistema de extragao por
solventes ¢ adequado ao isolamento de todas as classes de fenolicos de alimentos ou mesmo
de uma classe especifica de fenolicos. Estas variam desde substancias simples a complexos
altamente polimerizados que incluem quantidades varidveis de 4cidos fendlicos,
fenilpropanoides, antocianinas e taninos, e possiveis interagdes de fenolicos com carboidratos,
proteinas e outros compostos alimentares. Normalmente, sdo necessarios procedimentos
adicionais de extracdo a fim de purificar e remover fendlicos indesejaveis ou substancias nao

fenolicas.

Krygier, Sosulski ¢ Hogge (1982) extrairam acidos fenolicos livres e esterificados de
sementes oleaginosas utilizando uma mistura de metanol-acetona-agua (7:7:6, v/v/v), a
temperatura ambiente. Primeiramente, os fenolicos livres foram extraidos com éter etilico e
entdo o extrato foi tratado com NaOH 4M sob atmosfera de nitrogénio. O hidrolisado foi
acidificado e os acidos fendlicos liberados foram extraidos com éter etilico. Apds exaustiva
extracdo com uma mistura de metanol-acetona-agua, a amostra foi tratada novamente com

NaOH 4M sob atmosfera de nitrogénio para liberar os acidos fendlicos de ligantes insoluveis.

Por outro lado, Kozlowska et al. (1983) extrairam 4cidos fenolicos com metanol 80 %.
Outros solventes, como etanol e acetona, ja foram utilizados na extracdo de fenolicos,
freqiientemente adicionados de agua em diferentes propor¢des (ANTOLOVICH et al., 2000;
SHAHIDI e NACZK, 1992).

Dabrowski e Sosulski (1984) extrairam acidos fenolicos livres de farinhas de canola

com tetrahidrofurano, acetona-tetrahidrofurano (1:1), e acetona-metanol (1:1), bem como em
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metanol-acetona-agua (7:7:6) para os acidos fenolicos livres e esterificados. Uma solugdo de
éter etilico-acetato de etila-tetrahidrofurano foi utilizada para transferir os acidos fenolicos

hidrolisados da fase aquosa para a analise dos esterificados e ligantes insoluveis.

1.8.2 Método ABTS

O método ABTS ¢ um dos mais utilizados entre os testes indiretos de avaliacao da
atividade antioxidante. Foi primeiramente sugerido por Rice-Evans, Davies, Gopinathan e
Milner (1993) para avaliar amostras bioldgicas e entdo foi amplamente aplicado no estudo de
alimentos e fenolicos naturais soluveis em agua. O principio do método consiste em monitorar
o decaimento do radical ABTS produzido pela oxidagdo do 2,2"-azinobis(3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS), causada pela adicdo de uma amostra contendo
fenolicos. O ABTS absorve na faixa de 600 — 750 nm e pode ser facilmente determinado por
espectrofotometria. Na auséncia de fendlicos, o ABTS ¢é estdvel, mas ele reage
energeticamente com um doador de H, como os fendlicos, sendo entdo convertido em uma
forma incolor de ABTS. Os autores determinaram que a quantidade de ABTS consumida esté
relacionada a reagdo com os fendlicos presentes na amostra, a qual € expressa em equivalentes
Trolox (unidades de concentragdo). Este valor foi designado TEAC, sigla em inglés para
“capacidade antioxidante equivalente ao Trolox”. Como o TEAC para o Trolox foi definido
como sendo 1, o valor TEAC para um antioxidante individual ¢ o nimero de radicais ABTS

consumidos para cada molécula de antioxidante (CAMPOS e LISSI, 1997).

A vantagem do ensaio ABTS ¢ sua simplicidade, o que permite a aplicagdo em
analises de rotina em qualquer laboratorio. Sua principal limitagdo ¢ geral a todos os métodos
indiretos de avaliacdo da atividade antioxidante: o valor TEAC caracteriza a capacidade da
amostra estudada em reagir com o ABTS, mais do que sua capacidade de inibir o processo
oxidativo. A reacdo com o ABTS ocorre de forma lenta com varios fenolicos e amostras de
produtos naturais (CAMPOS, ESCOBAR e LISSI, 1996). Além disso, o resultado da
determinagdo do TEAC depende do tempo de incubacdo, assim como a razdo entre a
quantidade de amostra e a concentragdo do radical. A pequena seletividade do ABTS na

reacdo com doadores de H ¢ mais uma limitagdo do método (ARTS et al, 2004).
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1.8.3 Sistema S-caroteno/dacido linoléico

Este ensaio baseia-se na perda de cor do B-caroteno durante sua cooxidagdo com o
acido linoléico em uma emulsdo aquosa, monitorada como o decaimento da absorbancia na
regido visivel (MILLER, 1971). A adigdo de uma amostra contendo antioxidantes,
antioxidantes individuais (VON GADOV, JOUBERT ¢ HANSMANN, 1997), ou extratos
naturais (MOURE et al, 2000) resulta no retardo da perda de cor do B-caroteno. O ensaio
quantifica a atividade antioxidante como porcentagem de inibi¢do. Em principio, o ensaio
poderia ser mais quantitativo e reproduzivel se o regime de cooxidacao fosse transformado em

um regime de controle da reacdo em cadeia.

1.10 As especiarias como antioxidantes

Fontes de compostos fendlicos sdo especiarias, que ha muitos séculos tém sido
utilizadas para o enriquecimento do sabor e preservagdo de alimentos (MOREIRA e

MANCINI-FILHO, 2003).

O termo “especiaria” significa qualquer substancia vegetal aromatica, integral, cortada
ou na forma triturada, a qual tem como fungao principal conferir sabor aos alimentos, segundo
o codigo de regulamentacdo federal sobre rotulagem de alimentos do FDA (Food and Drug

Administration).

Esses temperos possuem uma posi¢do especial em relacdo a outras fontes naturais de
antioxidantes, pois sdo usados tradicionalmente como ingredientes, o que permite que sejam
facilmente e diretamente utilizados, exercendo de forma eficiente sua atividade antioxidante
nos alimentos (MAHAN e ARLIN, 1994; MOREIRA e MANCINI-FILHO, 2003). As
propriedades antioxidantes de varias ervas e especiarias estdo correlacionadas com a sua acao
junto ao processo de peroxidacao lipidica em alimentos (MILOS e JERKOVIC, 2000). Dentro
desta abordagem, ha estudos que relacionam a atividade antioxidante destes vegetais
(KRAMER, 1985) com o seu contetdo em compostos fenolicos (SHAHIDI e
WANASUNDARA, 1992).
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1.11 Gengibre

1.11.1 Descricdo botdnica

Zingiber officinale (Figura 10) foi inicialmente descrito, em 1807, pelo botanico
William Roscoe. Pertence a familia Zingiberaceae, a qual se distribui amplamente na regiao
sudoeste da Asia e do Arquipélago Malaio, incluindo mais de 1200 espécies distribuidas em
53 géneros. O género Zingiber inclui aproximadamente 85 espécies. Botanicamente, o

gengibre esta assim categorizado (ELPO, 2004):

Reino: Plantae

Filo: Magnoliophyta

Classe: Liliopsida

Ordem: Zingiberales

Familia: Zingiberaceae Lindl, 1835.
Geénero: Zingiber P. Moller, 1754.

Espécie: Zingiber officinale Roscoe, 1807.
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Figura 10. Zingiber officinale Roscoe: visdo geral da planta e detalhes das flores.

1.11.2 Descricdo geral

O gengibre possui um rizoma articulado, septante, carnoso, revestido de epiderme
rugosa ¢ de cor pardacenta. Na parte superior, possui pequenos tubérculos anelados,
resultantes da base de antigos caules aéreos. Na parte inferior, possui muitas raizes
adventicias, cilindricas, carnosas e de cor brancacentas. Os caules sdo eretos, formados por

muitas folhas disticas, sendo as basilares simples com bainhas glabras e estriadas no sentido
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longitudinal. As inflorescéncias com espigas ovoides ou elipsdides formam-se no apice dos
pedinculos que saem do rizoma. As flores apresentam-se zigomorfas, hermafroditas, com
coloracdo amarelo-esverdeada. As bracteas florais possuem calice e corola denteados que
envolvem uma sé flor. O fruto € uma cépsula que se abre em trés l6culos e abriga sementes

azuladas com albumen carnoso (DAHLGREN, CLIFFORD, YEO, 1985).

O rizoma do gengibre apresenta corpo alongado, um pouco achatado, com ramos
fragmentados irregularmente, de 3 a 16 cm de comprimento, 3 a 4 cm de largura e 2 cm de
espessura. Externamente, sua coloragdo varia do amarelo ouro a marrom brilhante, com
estrias longitudinais (ELPO, 2004); algumas vezes fibroso, com terminagdes conhecidas
como “dedos”, as quais surgem obliquamente. Internamente, de cor marrom-amarelada,
apresentando uma endoderme amarela, com numerosos feixes fibrovasculares e abundantes
células oleaginosas contendo oleoresina e 1% a 4% de 6leo essencial (ZANCAN et al., 2002).
Pode apresentar odor agradavel e aromatico; sabor fortemente pungente; cor amarela suave a
creme (VAN BEEK et al, 1987). A composi¢do dos dleos essenciais varia conforme a origem
geografica, secagem, época de colheita, tipo de adubagdo, mas os principais constituintes
responsaveis pelo aroma parecem permanecer constantes (ELPO, 2004). Estes compostos
incluem: zingibereno, curcumeno, sesquifelandreno e bisaboleno. Aldeidos monoterpenos e

alcoois também estdo presentes (VAN BEEK et al, 1987).

1.11.3 Cultivo

O gengibre ¢ uma erva rizomatica perene, cujo cultivo tem grande importancia nos
paises asidticos, ndo somente para o consumo local, como também para a exportacao,
destinada a paises ocidentais que o consomem em grandes quantidades, especialmente como
matéria-prima para fabricacdo de bebidas, perfumes e produtos de confeitaria, como paes,

biscoitos e geléias (DAHLGREN, CLIFFORD, YEO, 1985).

O cultivo do gengibre foi introduzido no Brasil logo apds o inicio da colonizacio
européia. No entanto, somente nas ultimas décadas - apos a introdugdo de variedades de
rizomas gigantes por agricultores japoneses - a cultura do gengibre tornou-se efetivamente

comercial no Brasil, especialmente nos litorais de Santa Catarina, Sdo Paulo e do Parana. Este
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desponta como o maior produtor nacional de rizomas, totalizando 3.945 toneladas/ano.
Incluido no grupo “especiarias”, o gengibre representa hoje o terceiro lugar entre as plantas
medicinais, aromaticas e condimentares produzidas no estado do Parana (ELPO, 2004).
Embora o Brasil seja considerado um dos grandes fornecedores mundiais de gengibre, sua
produgdo ¢ pequena comparada a de outros paises, envolvendo um conjunto relativamente
pequeno de agricultores. A produtividade média brasileira tem sido registrada em torno de
20t/ha, cifra bastante inferior a obtida nos principais produtores mundiais, como India, China

e Nigéria.

O gengibre brasileiro ¢ geralmente comercializado “in natura” e se destina
principalmente a exportagdo. A quantidade de rizomas destinada a exportacao representa 70%
a 80% da colheita brasileira, havendo, portanto, uma quebra entre 20% - 30% por ocasido do

beneficiamento (ELPO, 2004).

1.11.4 Beneficiamento

O beneficiamento ocorre na propriedade do agricultor e consiste em lavagem, limpeza,

secagem, classificacdo, acondicionamento (embalagem) e transporte, descritos a seguir:

» Lavagem — remog¢ao do solo, matéria organica e restos vegetais com jatos de agua
pressurizada.

» Limpeza ou Toalete — processo manual de remogao das partes com defeito e partes da

planta-mae.

» Pos-colheita — tratamento para desinfeccdo superficial, feito com solu¢do de
hipoclorito de sodio a 2% e benomil, a fim de prevenir o ataque de fungos.

» Secagem — remogao da umidade resultante da lavagem e tratamento pds-colheita, feita
naturalmente, com duragao de dois a trés dias.

» Classificacdo — separacdo dos rizomas seguindo os padrdes de qualidade de acordo
com o mercado a que serdo destinados (interno ou externo).

» Embalagem — acondicionamento dos rizomas em bandejas de poliestireno expandido
cobertas com filme de PVC (mercado interno) ou em caixas de madeira (mercado

externo); permanéncia em local fresco e ventilado.
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» Armazenamento — realizado em camara fria até a expedig¢ao do produto.

» Expedicdo — a carga é montada em pallets cuja dimensdo ou nimero de caixas ira
depender do meio de transporte a ser utilizado, de acordo com o destino final do
produto. Para a exportacdo, o transporte ¢ maritimo e sdo usados containeres

frigorificos.

1.11.5 Aplicacdes

Como planta medicinal, o gengibre ¢ uma das mais antigas ¢ populares do mundo.
Suas propriedades terapéuticas sdo resultado da acdo de varias substancias, especialmente do
0leo essencial que contém canfeno, felandreno, zingibereno e zingerona (ZARATE,

SUKRASNO e YEOMAN, 1992).

Popularmente, o cha de gengibre, feito com pedacos do rizoma fresco fervido em
agua, ¢ usado no tratamento contra gripes, tosse e resfriado. Banhos e compressas quentes de
gengibre sdo indicados para aliviar os sintomas de gota, artrite, dores de cabeca e na coluna,

além de diminuir a congestao nasal.

Virias propriedades do gengibre foram comprovadas em experimentos cientificos,
citando-se as atividades antiinflamatdria, antiemética e antindusea, antimutagénica, antiulcera,
hipoglicémica, antibacteriana, entre outras (ZARATE, SUKRASNO e¢ YEOMAN, 1992;
HABSAH et al, 2000; DEDOV et al, 2002). Além de propriedades terapéuticas, o gengibre €
de uso corrente na culinaria, como condimento ou no preparo de bebidas, como o ginger ale,

ginger beer e, principalmente, de chas.

As plantas da familia Zingiberaceae, em geral, apresentam ingredientes pungentes. O
gengibre apresenta compostos como 6-gingerol e 6-paradol, os quais possuem efeito
antitumoral (ZARATE, SUKRASNO, YEOMAN, 1992). Segundo Lee, Kim e Ashmore
(1985), o gengibre demonstrou propriedade antioxidante, conferindo aumento de vida de
prateleira de produtos alimenticios. Cai e colaboradores (2004) citaram o efeito antioxidativo
de 112 ervas chinesas, dentre elas o gengibre, evidenciando a potencial aplicagdo desta

especiaria como fonte de antioxidantes naturais.
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As aplicagdes do gengibre sdo ainda incipientes, mas com a vulgarizagdo de seus usos

podera vir a ser empregada em larga escala, conquistando novos mercados.
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ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E FENOLICOS TOTAIS DE
EXTRATOS DE GENGIBRE (Zingiber officinale Roscoe)

Resumo

Trés amostras de gengibre de diferentes localidades e diferentes tempos de colheita, foram
avaliadas quanto ao seu potencial antioxidante. A atividade antioxidante dos seus respectivos
extratos foi avaliada através do método ABTS (2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfonico) e também pelo método do [-caroteno/acido linoléico. A concentragdo de
compostos fenolicos foi expressa em equivalente acido galico (GAE), de acordo com o
método Folin-Ciocalteau. Os extratos, etéreo, acetonico, alcodlico e aquoso de gengibre foram
obtidos por extracdo seqiiencial. Uma alta correlagao entre o contetido de compostos fenolicos
e atividade antioxidante pdde ser observada. As amostras que foram coletadas proximas ao
fim da colheita apresentaram capacidade antioxidante e conteudo de fendlicos totais mais
elevados. Além disso, o éter etilico mostrou-se mais eficiente na extracdo de fenolicos totais.

Os resultados indicam que o gengibre pode ser uma potencial fonte de antioxidantes naturais.

Palavras-chave: gengibre, compostos fendlicos, atividade antioxidante, capacidade de

seqiiestro de radicais livres.

1. Introducao

Radicais livres e espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo continuamente geradas no
organismo através de processos fisiologicos normais, acentuadamente em condigdes
patologicas. As ROS e seus intermediarios sdo formas parcialmente reduzidas de oxigénio
atmosférico e incluem quatro principais espécies radicais: anion superoxido (O;-), peroxido
de hidrogénio (H,0,), radical hidroxila altamente reativo (-OH), e radicais peroxila (ROO-)
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1984; HALLIWELL, 1994; HALLIWELI et al, 1995). Em
humanos e organismos aerobios, os efeitos deletérios das ROS sdo inibidos por enzimas
endogenas (FERREIRA e MATSUBARA, 1997; ANDERSON e PHILLIPS, 1999), como a
catalase, superdxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase ¢ por antioxidantes oriundos da

dieta, os quais se acumulam entre as células (e.g., acido ascorico, tocoferois, isoflavonas).

Atividade antioxidante e identificagdo dos dcidos fenolicos do gengibre (Zingiber officinale Roscoe)



Capitulo 2

A peroxidacao lipidica ¢ uma forma de dano oxidativo que ocorre nas membranas
celulares quando 4cidos graxos insaturados reagem com niveis excessivos de ROS para
formar radicais de 4acidos graxos e hidroperoxidos lipidicos (LOOH). Este processo
desencadeia a autoxidacdo de acidos graxos poliinsaturados, o que ndo somente diminui o
valor nutricional e comercial dos alimentos, mas estd também associado a danos na
membrana, envelhecimento, doengas coronarias e cancer (SURH, 2002) em organismos vivos
(SPITELLER, 2001). O dano oxidativo no corpo humano tem um papel importante como
causador da iniciagdo e progressdo de doencas (LOPACZYNSKI e ZEISEL, 2001),
principalmente relacionados a algumas disfun¢des neurodegenerativas (GUTTERIDGE,
1993) e canceres (SPITELLER, 2003). Além disso, a oxidacdo de lipoproteinas de baixa
densidade (LDL) ¢ o fator principal na promocdo de doengas corondrias e aterosclerose

(FRANKE et al, 2005).

Existe uma variedade de antioxidantes sintéticos amplamente utilizados pela industria
de alimentos, como o butilhidroxianisol (BHA) e butilhidroxitolueno (BHT), como meio de
aumentar a vida de prateleira e reduzir perdas nutricionais através da inibi¢do e diminui¢ao da
oxidagdo (SOARES, ANDREAZZA e SALVADOR, 2003). No entanto, ha sérias
preocupagdes sobre o potencial toxico e mutagénico dessas substancias (NAMIKI, 1990), o
que torna evidente o interesse geral em substituir aditivos alimentares sintéticos por
alternativas naturais. Por este motivo, t€ém aumentado os interesses e estudos acerca dos
métodos de extragdo, caracterizacdo e utilizacdo de antioxidantes naturais que podem servir
como materiais potenciais no retardo da oxidacao lipidica em produtos alimentares de base

lipidica e, adicionalmente, no combate da carcinogénese e processos de envelhecimento.

As fontes de antioxidantes naturais mais estudadas sao os compostos fenolicos. Estes
compostos podem ocorrer em todas as partes da planta, como frutos, castanhas, sementes,
folhas e raizes (RICE-EVANS, MILLER e PAGANGA, 1997). Existe uma grande variedade
de compostos fenolicos e, de acordo com a sua estrutura, podem agir como agentes redutores
(terminadores de radicais livres), queladores de metais ou eliminadores do oxigénio singlete
(RICE-EVANS et al, 1997; MOREIRA e MANCINI-FILHO, 2004; MATHEW e
ABRAHAM, 2006). Estudos tém demonstrado que o consumo de alimentos e bebidas ricas
em compostos fenolicos estd altamente relacionado com a reduzida incidéncia de doengas

coronarias (GORDON, 1996). Antioxidantes fendlicos comuns em plantas incluem
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compostos flavonoides, (NIJVELDT et al, 2001), derivados do acido cindmico e acidos

organicos polifuncionais (MOREIRA ¢ MANCINI-FILHO, 2004).

Alguns métodos sdo utilizados para estimar a atividade antioxidante de materiais
biologicos. Os mais comumente usados devido a sua rapidez de aplicacdo e sensibilidade
envolvem compostos cromédgenos de natureza radical. A presenca de antioxidantes leva a
perda de cor desses radicais cromégenos. Um dos mais utilizados é o radical ABTS - [2,2'-
azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico)], o qual deve ser gerado por reagdes
enzimaticas ou quimicas (LABRINEA e GEORGIOU, 2004; PINTO et al, 2005). Um outro
método ¢ baseado na cooxidagdo do [-caroteno/acido linoléico, no qual o composto
antioxidante ¢ avaliado comparativamente de acordo com a sua habilidade em prevenir a
oxidacdo do sistema B-caroteno/acido linoléico, monitorado pela perda de cor do B-caroteno

(NASCIMENTO et al, 2005).

Especiarias sdo aditivos alimentares que conferem sabor, aroma e pungéncia aos
alimentos. Especiarias ou produtos vegetais aromaticos sdo utilizados em alimentos cozidos
ou semi-cozidos, molhos, sopas e alguns podem ser consumidos crus. Alguns principios
ativos de especiarias, como curcumina (curcuma), capsaicina (pimenta vermelha), eugenol
(cravo-da-india), piperina (pimenta preta), zingerona (gengibre) e cuminaldeido (cominho)
sdo relatados como inibidores da peroxidacao lipidica (RABABAH et al, 2004; SHOBANA ¢
NAIDU, 2000; SUHAJ, 2005).

O gengibre (Zingiber officinale) ¢ uma planta que pertence a familia Zingiberacea. O
rizoma do gengibre tem sido cultivado principalmente em areas tropicais ¢ tem sido
extensivamente usado como tempero € no tratamento de condi¢cdes como nausea, dores de
cabega e resfriados, também possuindo atividade antiinflamatoéria (DEDOV et al, 2002).
Produtos de gengibre, como 6leo essencial e oleoresina, sdo comercializados para usos em

alimentos e processos farmacéuticos. (ZANCAN et al, 2002).

Este trabalho estudou a atividade antioxidante de extratos de gengibre e sua relacdo

entre a atividade antioxidante ¢ a concentragdo de fendlicos totais dos extratos.
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2. Experimento
2.1. Material vegetal

Os rizomas de gengibre (Zingiber officinale) foram coletados no estado de Santa
Catarina, na regido da grande Florianopolis (Aguas Mornas, Santo Amaro da Imperatriz) e no
oeste do estado (Chapeco), Brasil. Dois lotes foram coletados de cada cidade, no ano de 2005,
sendo uma amostra no més de junho e a outra no més de agosto. Ambas correspondem ao

inicio e término do periodo de colheita, respectivamente.
2.2. Preparo dos extratos

O material vegetal fresco foi lavado, triturado em processador de alimentos, seco em
estufa com circulagdo de ar (40°C) por 24 horas, transformado em p6 com auxilio de moinho
(IKA, A11 Basic) e finalmente peneirado (60 mesh). Os p6s das amostras foram submetidos a
extracdo seqiiencial, de acordo com o método descrito por Moreira ¢ Mancini-Filho (2003),
com algumas modificacdes. Inicialmente, 2,5 g de cada amostra foram adicionadas a 50 mL e
éter etilico e permaneceram sob agitacdo por 1 hora, a temperatura ambiente (24°C + 2°C). A
solugdo foi filtrada sob vacuo e o volume completado para 50 mL com éter etilico. Os
residuos foram recuperados, secos em estufa a 40°C, e as perdas foram pesadas e calculadas
para a obten¢ao dos demais extratos com acetona, alcool etilico e agua destilada deionizada,
seguindo o mesmo procedimento utilizado para o extrato etéreo. Todos os extratos foram

obtidos em triplicata.
2.3. Reagentes

2,2 -azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) (ABTS), p-caroteno, acido
linoléico, BHT (butilhidroxitolueno), Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-acido
carboxilico) foram adquiridos da Sigma-Aldrich Chemie (Steinheim, Alemanha). Reagente de
Folin-Ciocalteau’s foi obtido da Fluka Chemie AG (Buchs, Suica). Acido galico, carbonato
de sodio e persulfato de potassio foram adquiridos da Vetec (Sao Paulo, Brasil). Todos os
reagentes utilizados sdo de qualidade analitica, e agua destilada deionizada foi utilizada em

todo o processo.
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2.4. Avaliacdo da atividade antioxidante total

2.4.1. Ensaio de descoloracao do radical cation ABTS

O ensaio de atividade antioxidante total foi realizado de acordo com o método descrito
por Re et al. (1999), modificado por Kuskoski et al (2004). O radical ABTS" foi gerado
através da reacao de 7,4 mM ABTS com 2.45 mM de persulfato de potassio apds 16 horas no
escuro, a temperatura ambiente. A solugdo de ABTS™ foi diluida com etanol até que atingisse
uma absorbancia de 0.700 £+ 0.05 a 754 nm. Quando necessario, a amostra foi diluida com o
mesmo solvente da extracdo para que permanecesse na faixa de 20-80% inibi¢do. A solucdo
de ABTS" (980uL) foi adicionada a 20 pL da amostra e agitada vigorosamente. A mistura
permaneceu em temperatura ambiente por 6 min, e a absorbancia foi imediatamente verificada
a 734 nm utilizando o espectrofotometro Hewlett-Packard 8425". Trolox, o analogo da
vitamina E soluvel em agua, foi utilizado como padrao de referéncia. Uma curva padrao foi
construida através da reducdo da absorbancia do ABTS com solu¢des com diferentes
concentragdes de Trolox por um tempo de 6 min. A absorbancia da solug¢do oxidada resultante
foi plotada contra a curva padrdo de Trolox. Os resultados foram expressos em termos de
atividade antioxidante equivalente ao Trolox [TEAC, umol de equivalentes trolox /g de peso

seco (PS) do po6 de gengibre].

2.4.2. Sistema B-caroteno/acido linoléico

A atividade antioxidante de extratos de gengibre baseada na cooxida¢do do B-
caroteno/ acido linoléico foi avaliada de acordo com o método descrito por Marco (1968),
modificado por Miller (1971). B-caroteno foi dissolvido em cloroférmio (20 mg/ mL). Uma
aliquota de 20 pL desta solugdo foi colocada em um frasco Erlenmeyer com 40 pL de acido
linoléico, 1 mL de cloroformio e 500 mg de Tween 40. O cloroféormio foi completamente
evaporado com vapor de nitrogénio. Em seguida, 150 mL de agua deionizada saturada com
oxigénio (30 min) foi adicionada a emulsdo de B-caroteno e a mistura foi agitada. Diferentes
concentragdes dos extratos (50, 100 e 200 ppm) foram comparadas ao controle (sem
antioxidantes) e ao BHT (2,6-di-tert-butil-4-metil fenol), utilizado como antioxidante padrao.
Além disso, o efeito sinergista foi avaliado utilizando misturas das amostras com BHT nas
mesmas concentragdes do extrato puro. Uma leitura inicial da absorbancia (470 nm) foi feita
imediatamente apds a adicdo das amostras e do padrio ao sistema, e a absorbancia foi

monitorada a cada 15 min, durante um periodo de 2 h. As cubetas foram mantidas em banho-
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maria a 50°C durante as leituras. A atividade antioxidante (AA) foi calculada em termos de

percentual de inibicao, relativo ao controle, utilizando a equagao:
— As—Ac
AA =44 5 100

Onde 4s e Ac sao, respectivamente, as absorbancias da amostra e do controle ao final da

analise; Ao ¢ a absorbancia da amostra (470 nm) no inicio da analise.

2.5. Determinagdo do conteudo de fendlicos totais

O conteudo de fenolicos totais foi estimado utilizando o método colorimétrico de
Folin-Ciocalteau com algumas modificagdes (BUDINI, TONELLI, GIROTTI, 1980).
Resumidamente, diluigdes apropriadas dos extratos (100 pL) foram oxidadas com 500 pL do
reagente de Folin-Ciocalteau, e a rea¢do foi neutralizada com carbonato de sodio saturado
(75g/L; 1,5 mL). A mistura foi completada até 10 mL através da adi¢do de dgua deionizada.
Apo0s incubacdo por 2 h a temperatura ambiente, a absorbancia da solucao azul resultante foi
medida a 764 nm. A quantificacdo foi feita com base em uma curva padrao de acido galico.
Os resultados foram expressos em mg de equivalentes acido géalico (GAE)/100 g de peso seco

(PS).
2.6. Analise estatistica

Todas as determinag¢des foram realizadas em triplicata, e todos os resultados foram
apresentados como média + desvio padrao (DP). Analise de varidancia (ANOVA) e
comparagdes multiplas de Tukey foram feitas a fim de verificar quaisquer diferencas
significativas entre as amostras, utilizando o software Statistica® 6.0. Diferengas entre as

médias no nivel de 5% (P<0.05) foram consideradas significativas.
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3. Resultados e discussao
3.1. Ensaio de descolora¢do do radical cation ABTS

A atividade antioxidante dos extratos de gengibre foi medida em termos de poder de
seqiiestro de radicais, de acordo com o método ABTS. Este método mede a habilidade da
amostra em seqjiestrar o radical ABTS'-, comparada com uma quantidade padrio de Trolox, e
¢ uma excelente ferramenta para determinar a atividade antioxidante de antioxidantes
doadores de hidrogénio e de antioxidantes terminadores de cadeias (RE et al, 1999). Este
método ndo se apresentou somente como sendo rapido e confiavel, mas também como tendo a

vantagem de ser um método aplicavel a ambos sistemas hidrofilico e lipofilico.

Todas as amostras apresentaram boa capacidade em seqiiestrar radicais, especialmente
aquelas coletadas no final da colheita (Tabela I). Isto pode ser devido a formacdo dos dleos
essenciais no gengibre, os quais sdo produzidos durante o crescimento da planta e sdo ricos
em compostos volateis, como o zingibereno, shogaol, entre outros (DEDOV et al, 2002).
Estes compostos tém um importante papel na defesa da planta contra patégenos e oxidagao
(RICE-EVANS, MILLER e PAGANGA, 1997). Os extratos etéreos apresentaram as maiores
capacidades antioxidantes (317,30 — 251,29 uM/g TEAC) quando comparados aos outros,
seguidos pelos extratos aquosos (161,44 — 115,30 uM/g TEAC). Os extratos alcodlico e
acetonico apresentaram capacidade antioxidante muito inferior aos outros (78,94 — 34,87
uM/g TEAC e 60,77 — 32,34 uM/g TEAC, respectivamente). Diferengas significativas

(P<0,05) foram observadas nos valores TEAC dos extratos analisados.

Em estudo recente, Hinneburg, Dorman e Hiltunen (2005) avaliaram a capacidade
antioxidante de algumas especiarias, entre elas o gengibre. O método DPPH foi utilizado para
avaliar a capacidade antioxidante de extratos hidrodestilados de gengibre, e os resultados
foram apresentados como ICs (quantidade necessaria para atingir 50% de inibicado do DPPH).
O gengibre apresentou um valor de ICsy (10mg/mL) muito alto, indicando um fraco poder de
seqiiestro de radicais livres. Estes resultados mostram a importincia da escolha da
metodologia de extragdo escolhida para a andlise. A extragdo seqiiencial aplicada neste estudo

apresentou-se como uma metodologia mais eficiente neste caso.
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Tabela I. Atividade antioxidante (TEAC) de extratos de gengibre

Atividade antioxidante (TEAC?)

Amostras? Eter Acetona Alcool Agua
SAl 287,78 +2,3° 35,99 + 2,85° 40,70 + 1,96° 161,44 +3,13°
SA2 317,30 + 3,88% 35,07 +2,79° 48,71 + 2,88° 148,89 + 2,53°
AM1 289,95 + 1,30° 60,77 £1,73° 78,94 + 1,98° 122,15 +1,82°
AM2 304,65 + 4,13° 32,34 +£0,79° 35,65 + 1,88° 115,50 + 2,54°
CH1 251,29 + 3,18° 58,15 + 1,07° 34,87 + 1,52° 124,30 +0,77°
CH2 298,78 + 1,76° 41,26 + 1,56° 59,47 + 2,76° 133,36 + 2,32°

2SA: Santo Amaro da Imperatriz; AM: Aguas Mornas; CH: Chapeco; 1: inicio do periodo de colheita; 2: fim do periodo de
colheita

'TEAC: Capacidade antioxidante equivalente ao Trolox em uM por g (peso seco).

Letras diferentes na mesma coluna implicam diferenga significativa (P< 0,05) entre as amostras pelo teste de Tukey.

3.2. Conteudo de fendlicos totais

Os polifenois possuem estrutura quimica ideal para seqiiestro de radicais livres, e tém
se mostrado mais eficientes como antioxidantes in vitro do que as vitaminas E e C, em base
molar (RICE-EVANS, MILLER e PAGANGA, 1997). Como os fendlicos de plantas
constituem um dos maiores grupos de compostos que age como antioxidantes primdrios ou

eliminadores de radicais, foi adequado determinar seu contetudo total nos extratos de gengibre.

O conteudo de fendlicos totais dos extratos (Tabela II) apresentou diferencas
significativas, variando de 525,42 — 476,72 mg/100g GAE nos extratos etéreos, ¢ 190,84 —
134,72 mg/100g GAE nos extratos alcodlicos. Ja que o gengibre ¢ tradicionalmente preparado
para consumo de chas ou mesmo de sopas, a inclusao da agua no processo de extragao fez-se
necessaria. Estes extratos também apresentaram uma boa quantidade de fendlicos (365,07 —
279,95 mg/100g GAE. Entretanto, a eficiéncia de extracdo da acetona ndo foi tdo evidente
quanto nos outros extratos, apresentando uma quantidade de fenolicos que variou entre 176,33

— 130,99 mg/100g GAE.

Os rizomas que foram coletados no final do periodo de colheita apresentaram uma

maior quantidade de fenodlicos, o que acontece também com sua atividade antioxidante.
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Durante o crescimento da planta, alguns processos enzimaticos t€ém inicio, especialmente
aqueles envolvidos com a defesa da planta, considerando-se que alguns fenolicos sdo toxicos
a agentes patogénicos. Os rizomas mais amadurecidos podem ter apresentado maior
quantidade de fenolicos devido a esses mecanismos enzimaticos (CAMPOS et al, 2004), ou
mesmo a alguns compostos fenodlicos volateis, como os gingedis e shogadis, os quais
conferem sabor e aroma ao gengibre, e sdao metabolizados durante o

crescimento/amadurecimento da planta (DEDOV et al, 2002).

Obviamente o conteudo de fendlicos totais medido pelo método Folin-Ciocalteau nao
oferece um panorama quantitativo completo, nem qualitativo, a respeito dos constituintes
fenolicos do gengibre. Além disso, podem haver interferentes oriundos de outros compostos

quimicos nos extratos, como agucares, proteinas ou vitaminas (KAHKONEN, et al, 1999).

Tabela II. Conteudo de fenoélicos totais dos extratos de gengibre

Fendlicos totais (GAE")

Amostras?® Eter Acetona Alcool Agua
SAl 508,83 + 2,94° 146,91 + 1,86 183,35 + 1,80° 290,32 + 1,91¢
SA2 525,42 + 3,24% 145,47 + 3,35 190,85 + 1,08° 365,07 + 1,75°
AM1 493,73 £ 0,62° 176,34 + 2,54° 190,82 + 1,43° 327,52 +2,63°
AM2 517,67 + 1,33 131,00 + 2,01 144,91 + 2,27 279,95 + 0,34¢
CH1 476,72 + 3,46° 171,50 + 2,24° 134,72 + 0,81 285,79 + 1,46°
CH2 505,38 + 2,97° 154,53 + 3,08 169,01 + 1,31° 290,16 + 1,30

'GAE: Equivalentes acido galico em mg por 100 mg (peso seco).

SA: Santo Amaro da Imperatriz; AM: Aguas Mornas; CH: Chapeco; 1: inicio do periodo de colheita; 2: fim do periodo de

colheita

Letras diferentes na mesma coluna implicam diferenga significativa (P< 0,05) entre as amostras pelo teste de Tukey.

Letras diferentes na mesma linha implicam diferenca significativa (P< 0,05) entre as amostras pelo teste de Tukey
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3.3. Sistema p-caroteno/acido linoléico

As Figuras 1 - 3 apresentam as porcentagens de inibicdo da oxidacdo dos extratos de
gengibre através da cooxidagdo do [-caroteno e do &cido linoléico; os graficos de
porcentagens de inibicdo encontram-se no Anexo A. Os extratos etéreos apresentaram
maiores atividades antioxidantes que os outros extratos, com 86,38% de inibi¢do para amostra
AM1, seguida por 84,95% de inibi¢do para o extrato aquoso da amostra CH2, ambos a 200
ppm. No entanto, ndo existem diferengas significativas entre as percentagens de inibi¢do do

processo de oxidacdo entre os extratos etéreo e aquoso.

Os extratos acetonico e alcodlico apresentaram menor prote¢do contra O Processo
oxidativo quando comparados aos valores encontrados para os extratos etéreos € aquosos,

como ocorrido para a avaliacdo da atividade antioxidante pelo método ABTS.

Efeitos sinergistas com BHT foram mais evidentes nos extratos aquosos. A mistura de
antioxidante sintético e do extrato aumentou de 73,42% para 88,24% no extrato aquoso SA1 a
200ppm. Para a maioria dos extratos analisados, a atividade antioxidante aumentou

gradualmente com o aumento da concentragdo dos extratos.

O periodo de colheita pode ter influenciado a atividade antioxidante total das
amostras. Em geral, as amostras coletadas no fim do periodo de colheita apresentaram maior
protecdo contra o processo oxidativo do B-caroteno e do acido linoléico. Estes resultados
estdo de acordo com aqueles encontrados para as andlises de fendlicos totais e TEAC.
Possivelmente, a inibicdo da oxida¢do do sistema [B-caroteno/acido linoléico tenha sido

aumentada devido ao alto contetido de compostos fendlicos totais das amostras.

E provavel que os componentes antioxidantes nos extratos de gengibre possam reduzir
a perda de cor do B-caroteno pela neutralizacdo do radical livre linoleato e outros radicais

livres formados no sistema (CHEUNG, CHEUNG e OOI, 2003).
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Aguas Mornas 1
100,00 52,91
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o 60,00
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;E 50,00 100 ppm
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S 40,00 e
30,00
20,00
10,00
0,00
BHT Etéreo Acetdnico Alcodlico Aquoso BHT + Etéreo BHT + BHT + BHT + Aquoso
Acetdnico Alcodlico
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_’3 50 ppm
.—g 100 ppm
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BHT Etéreo Acetdnico Alcodlico Aquoso BHT + Etéreo BHT + BHT + BHT + Aquoso
Acetdnico Alcodlico

Figura 1 — Gréaficos de atividade antioxidante pelo sistema B-caroteno/ acido linoléico (em % de inibigdo da
oxidagio) para as amostras coletadas em Aguas Mornas, no primeiro e segundo tempos de colheita,

respectivamente.
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Santo Amaro da Imperatriz 1
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Figura 2 — Graficos de atividade antioxidante pelo sistema B-caroteno/ acido linoléico (em % de inibicdo da

oxidagdo) para as amostras coletadas em Santo Amaro da Imperatriz, no primeiro e segundo tempos de colheita,

respectivamente.
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Figura 3 — Graficos de atividade antioxidante pelo sistema B-caroteno/ acido linoléico (em % de inibi¢do da

oxidag8o) para as amostras coletadas em Chapecd, no primeiro e segundo tempos de colheita, respectivamente.
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3.4. Relagdo entre atividade antioxidante (TEAC) e conteudo de fendlicos totais

A correlagdo entre atividade antioxidante e o conteudo de fenodlicos totais dos extratos
de gengibre foi calculada (Figura 4). O nimero de amostras testadas ¢ a escala de valores de
parametros normalmente influenciam a calculo dos coeficientes de correlacdo (r?). Mais
amostras ¢ uma escala apropriada de valores de parametros podem originar valores de r°
razoaveis e correlacdo representativa (CAI et al, 2004). A relagdo entre o teste TEAC e o
conteudo de fenolicos totais para os extratos analisados foi uma correlagdo linear positiva e
altamente significativa (r*=0,9590). Ao contetido de compostos fenodlicos dos extratos pode-se
atribuir elevada atividade antioxidante. Estes resultados sugerem que os compostos fenolicos

contribuem significativamente para a alta capacidade antioxidante dos extratos de gengibre.

600 : : . : : : -
1’ = 0,9590; r=0,9793, p = 0,0000; y = 111,604626 + 1,36793582*x s

550

500

450

400
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250

Conteudo de fendlicos totais - GAE (mg/100g)

200

150

100 1 1 1 1 1 1
0 50 100 150 200 250 300 350

Atividade antioxidante - TEAC (umol/g)

Figura 4. Correlacdo linear entre a atividade antioxidante (TEAC) e o contetido de fendlicos totais (GAE) dos

extratos de gengibre.
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4, CONCLUSAO

Podemos dizer que nossos resultados suportam a afirmativa de que o gengibre pode
ser uma fonte promissora de compostos antioxidantes. Também pudemos verificar algumas
mudancas no contetido de fendlicos totais e atividade antioxidante dos extratos de acordo com
a maturacdo da amostra. As amostras cujo estado de maturacdo estava mais adiantado
apresentaram maior contetdo de fendlicos totais e também maior atividade antioxidante.
Diferencgas significativas entre as capacidades antioxidantes dos extratos puderam ser
verificadas, e os solventes mais efetivos para a extracdo de compostos fenolicos foram o éter
etilico e a agua. Deve ser lembrado que as atividades in vifro sdo simples indicadoras da
potencial atividade biologica, refletindo apenas sua biodisponibilidade tedrica. Mais
pesquisas sdo necessarias para identificar e quantificar compostos fendlicos do gengibre, para
testar sua atividade antioxidante em sistemas bioldgicos e para testar a contribuicao individual

de cada composto a sua atividade antioxidante total.
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ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS ACIDOS FENOLICOS LIVRES,
ESTERIFICADOS E INSOLUVEIS DO GENGIBRE (Zingiber officinale

Roscoe)

Resumo

Os 4acidos fenolicos do gengibre foram fracionados em: acidos fendlicos livres, ésteres
soluveis e insoluveis. As fracdes foram avaliadas quanto ao seu potencial antioxidante,
através do método ABTS, e quanto ao contetido de fenolicos totais, de acordo com o método
Folin-Ciocalteau. A concentragdo de compostos fendlicos foi expressa em equivalente acido
galico (GAE) e a atividade antioxidante expressa em equivalente ao Trolox (TEAC). Uma alta
correlagdo entre o conteudo de compostos fendlicos e atividade antioxidante das fragdes pdde
ser observada. Tanto o valor TEAC quanto GAE foram elevados, indicando uma boa
eficiéncia do processo de extracdo. Uma alta quantidade de acido salicilico foi encontrada em
todas as fragdes, seguida pelos acidos caféico, fertlico, sindptico e galico. Os resultados

indicam que o gengibre pode ser uma potencial fonte de antioxidantes naturais.

Palavras-chave: gengibre, compostos fendlicos, atividade antioxidante.

1. INTRODUCAO

Os compostos fenolicos de alimentos tém origem em uma das maiores classes de
metabolitos secundarios de plantas derivados da fenilalanina e, em uma menor escala em
algumas plantas, também da tirosina (SHAHIDI, 2000). Quimicamente, os fendlicos podem
ser definidos como sendo substidncias que possuem um anel aromatico € uma ou mais

hidroxilas, incluindo seus derivados funcionais.

Plantas e alimentos contém uma grande variedade de derivados fenolicos incluindo
alguns fendis, fenilpropanoides, derivados do 4cido benzdico, flavonodides, taninos, lignanas e
ligninas. Estas variadas substancias s3o essenciais ao crescimento e reproducao das plantas e
também atuam na dispersao de predadores e patogenos. A contribui¢ao dos fenolicos para a

pigmentacdo dos alimentos vegetais também ¢ reconhecida. Os fendlicos também atuam
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como antibioticos, pesticidas naturais, atraem polinizadores, protegem contra a radiagdo
ultravioleta (UV), impermeabilizam as paredes celulares contra gases e agua e também atuam

como compostos estruturais (HARBORNE, 1980).

Muitas propriedades de produtos vegetais estdo associadas a presenga, tipo e contetdo
de seus compostos fendlicos. A adstringéncia de alimentos, os efeitos benéficos a saude de
certos fenolicos ou as suas potenciais propriedades antinutricionais quando presentes em
grandes quantidades sdo significativas aos produtores e consumidores de alimentos
(POKORNY, 1991). Viarios aditivos sio adicionados aos alimentos como agentes

antioxidantes ou antimicrobianos. Compostos fenolicos sdo conhecidos por possuirem essas

duas propriedades (RICE-EVANS, MILLER e PAGANGA, 1997; ATROSHI et al, 2003).

As atividades quimicas dos polifendis em termos de suas propriedades redutoras como
doadores de hidrogénio ou de elétrons predizem seu potencial de acdo como seqiiestradores de
radicais livres (antioxidantes). Os polifendis possuem estrutura quimica ideal para atividades
de seqliestro de radicais livres, e tém se mostrado antioxidantes mais eficientes do que as

vitaminas C e E em base molar (RICE-EVANS, MILLER e PAGANGA, 1997).

A eficiéncia dos compostos fendlicos como antioxidantes depende da sua estrutura
quimica. O fenol por si s6 ¢ inativo como antioxidante; no entanto, os compostos orto e para-
difenolicos possuem atividade antioxidante, a qual aumenta com a substituicdo de um de seus
atomos de hidrogénio por grupamentos etil or n-butil (SANCHEZ-MORENO, 2002). A
atividade antioxidante dos acidos fenolicos e de seus ésteres depende do numero de
grupamentos hidroxila na molécula. A capacidade dos grupamentos hidroxila no acido
benzdéico em capturar elétrons tem wuma influéncia negativa na capacidade dos
hidroxibenzoatos em doar atomos H. Acidos cindmicos xidroxilados sdo mais efetivos que
seus homologos acidos benzdicos. Desta forma, Rice-Evans et al (1996) demonstraram que o
acido o-cumarico ¢ mais eficiente que seu homodlogo acido salicilico no seqiiestro do radical
livre ABTS; o acido caféico ¢ mais potente do que o acido protocatequinico e o acido ferulico

¢ mais eficiente que o seu homdlogo 4-hidroxi-3-metoxi-acido benzdico.

O gengibre (Zingiber officinale) ¢ uma planta que pertence a familia Zingiberacea. O
rizoma do gengibre tem sido cultivado principalmente em 4areas tropicais e tem sido

extensivamente usado como tempero e no tratamento de condi¢des como ndusea, dores de
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cabeca e resfriados, também possuindo atividade antiinflamatéria (DEDOV et al, 2002).
Produtos de gengibre, como 06leo essencial e oleoresina, sdo comercializados para usos em

alimentos e processos farmacéuticos. (ZANCAN et al, 2002).

Os objetivos deste estudo foram identificar os acidos fendlicos livres, esterificados e
ligantes insoltiveis do gengibre e determinar o conteido de fenolicos totais e atividade

antioxidante de cada fragao.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Amostras

Os rizomas de gengibre (Zingiber officinale) foram coletados das regides rurais de trés

cidades do estado de Santa Catarina, Brasil, sendo dois lotes de cada cidade.

2.2. Preparo das amostras

O material vegetal fresco foi lavado, triturado em processador de alimentos (FAET
MC-5), seco em estufa com circulacdo de ar (40°C) por 24 horas, transformado em pd com
moinho (IKA, All Basic) e finalmente peneirado (60 mesh). Os pos das amostras foram
mantidos em freezer a (-18°C) em sacos plasticos com fecho hermético, sob atmosfera de

nitrogénio.

2.3Fracionamento

As fracdes de acidos fenolicos foram obtidas de acordo com o método (Figura 1)

descrito por Krygier, Sosulski e Hogge (1982), com algumas modificagdes (SOTERO, 2002).

2.3.1. Fragdo de acidos fendlicos livres (AFL)

Um grama de p6 de gengibre desengordurado foi extraido seis vezes com 20 mL
tetrahidrofurano e homogeneizado por cinco minutos em um agitador de tubos. O

sobrenadante resultante das extragoes foi filtrado e desidratado com sulfato de sodio anidro. A
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fracao foi evaporada em evaporador rotatério (Fisatom 202), sob vacuo, a 40°C, e diluida com

5 mL de tetrahidrofurano.

2.3.2. Fragdo acidos fendlicos de ésteres soluveis (AFES)

O residuo resultante das extragdes de 4cidos fenolicos livres foi utilizado para novos
procedimentos de extragdo. Os fenolicos soluveis da amostra foram extraidos seis vezes com
20 mL de metanol:acetona:agua (7:7:6). A amostra foi agitada por cinco minutos e
centrifugada. Ao final, o sobrenadante foi evaporado sob véacuo a 40°C, até que restasse
somente a fase aquosa. A fim de liberar os ésteres soluveis, os quais estdo esterificados com
proteinas e polipeptideos, um volume igual de NaOH 4N foi adicionado ao sobrenadante.
Ap6s trés horas de hidrdlise, a temperatura ambiente (24°C + 2°C) e no escuro, o hidrolisado
foi acidificado até pH 2, com HCI 6N, seguido de centrifugacao a 10.000 rpm por dez
minutos. O sobrenadante foi transferido para um funil de separagdo e extraido com hexano
para eliminar os 4cidos graxos e outros contaminantes € também para extrair os acidos
fenolicos da fase aquosa com auxilio de uma mistura de éter etilico: acetato de etila:
tetrahidrofurano (1:1:1), por seis vezes, com agitacdo. A fracao foi filtrada e desidratada com
sulfato de sédio anidro, evaporada com evaporador rotatério a 40°C e ressuspendido com 5

mL de tetrahidrofurano.
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Farinha desengordurada

Extracdo com THF (tetrahidrofurano)

Sobrenadante Residuo

Sobrenadante

Extracdo com metanol, acetona e 4gua

Residuo

Concentracéo
Hidrélise alcalina
Acidificacdo

Fase aquosa

Extracdo com

hexano
Extrato
padl Fase aquosa
Extracdo com
EE/AE/THF
Extratos
Extratos THF EE/AE/THF
Desidratagdo com Desidratagdo com
sulfato de sodio sulfato de sédio
anidro anidro
Acidos_ Acidos fendlicos -
fendlicos livres ésteres sollveis

Hidrolise alcalina
Acidificacéo

Centrifugacéo

Residuo
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Extracédo com
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—>

Extracdo com
EE/AE/THF

Extratos
EE/AE/THF
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sulfato de sodio
anidro

Acidos fendlicos -
ligantes insoluveis

Figura 1. Procedimento de extracdo e separagdo dos acidos fendlicos livres, ésteres soluveis e ligantes insolaveis.

Adaptado de SOTERO, 2002.
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2.3.3. Fragdo acidos fendlicos de ligantes insoluveis (AFEI)

O residuo da extracdo dos fenolicos livres foi hidrolisado com 25 mL NaOH 4 N, por
trés horas, a temperatura ambiente (24°C + 2°C) e no escuro. Os extrato de acidos fendlicos de
ligantes insoluveis foi acidificado até¢ pH 2 HCI 6 N, seguido de centrifugagdo a 10.000 rpm
por dez minutos. A partir deste ponto, o procedimento foi o mesmo aplicado para o filtrado de

ésteres soluveis de gengibre.
2.4. Identificagdo dos dcidos fenolicos por cromatografia gasosa

A identifica¢do dos acidos fendlicos foi baseada nos tempos de retencdo dos acidos
padroes e realizada em cromatdgrafo Shimadzu, modelo GC 17%, equipado com detector de
ionizacdo de chama. As condi¢gdes cromatograficas seguiram os procedimentos descritos por
Dabrowski e Sosulski (1984), com modificagdes propostas por Moreira e Mancini Filho

(2003).

Foi utilizada uma coluna semipolar DB5 (J & W®), medindo 30m x 0,25 mm; as
condigdes de operagdo foram as seguintes: temperatura inicial da coluna a 150°C, isotérmica
por trés minutos; de 150°C para 300°C, aumentando 5°C/min; isotérmica a 300°C por trés

minutos. A temperatura da camara de injecao foi de 250°C e a do detector foi de 300°C.

Uma solugdo padrao foi preparada diluindo-se os 18 acidos fendlicos em metanol, e
uma aliquota desta solucdo foi adicionada ao padrio interno (4cido metil éster

heptadecanoico) antes da inje¢ao no cromatografo.
2.3. Reagentes

2,2’ -azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) (ABTS), Trolox (6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilcromano-2-acido carboxilico) e padrdes, incluindo os 4cidos metil éster
heptadecanoico, salicilico, protocatequinico, clorogénico, eldgico, cindmico, vanilico, o-
cumadrico, gentisico, quinico, p-cumarico, galico, fertlico, caféico e sindptico foram
adquiridos da Sigma-Aldrich Chemie (Steinheim, Germany). O reagente de Folin-Ciocalteau
foi adquirido da Fluka Chemie AG (Buchs, Switzerland). Todos os reagentes utilizados sdo de

qualidade analitica.
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2.4. Avaliacdo da atividade antioxidante total

2.4.1. Ensaio de descoloracdo do radical cation ABTS

O ensaio de atividade antioxidante total foi realizado de acordo com o método descrito
por Re e colaboradores (1999). O radical ABTS"" foi gerado através da reagdo de 7,4 mM
ABTS com 2,45 mM de persulfato de potassio apds 16 horas no escuro, a temperatura
ambiente. A solugdo de ABTS"" foi diluida com etanol até que atingisse uma absorbancia de
0,700 + 0,05 a 754 nm. Quando necessario, a amostra foi diluida com o mesmo solvente da
extragdo para que permanecesse na faixa de 20-80% inibicdo. A solugio de ABTS®" (980uL)
foi adicionada a 20 pL da amostra e agitada vigorosamente. A mistura permaneceu em
temperatura ambiente por 6 min, ¢ a absorbancia foi imediatamente verificada a 734 nm
utilizando o espectrofotdmetro Hewlett-Packard 8425*. Trolox, o analogo da vitamina E
soluvel em agua, foi utilizado como padrdo de referéncia. Uma curva padrao foi construida
através da reducao da absorbancia do ABTS com solugdes com diferentes concentragdes de
Trolox por um tempo de 6 min. A absorbancia da solucdo oxidada resultante foi plotada
contra a curva padrdo de Trolox. Os resultados foram expressos em termos de atividade
antioxidante equivalente ao Trolox [TEAC, umol de equivalentes trolox /g de peso seco (PS)

do po6 de gengibre].
2.5. Determinagdo do conteudo de fendlicos totais

O conteudo de fenolicos totais foi estimado utilizando o método colorimétrico de
Folin-Ciocalteau com algumas modificagdes (BUDINI, TONELLI e GIROTTI, 1980).
Resumidamente, dilui¢cdes apropriadas dos extratos (100 pL) foram oxidadas com 500 uL do
reagente de Folin- Ciocalteau, e a reacdo foi neutralizada com carbonato de sodio saturado
(75g/L; 1,5 mL). A mistura foi completada até 10 mL através da adi¢do de dgua deionizada.
Ap6s incubagdo por 2 h a temperatura ambiente, a absorbancia da solug¢do azul resultante foi
medida a 764 nm. A quantificacdo foi feita com base em uma curva padrao de acido galico.

Os resultados foram expressos em mg de equivalentes acido galico (GAE)/100 g de OS.
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2.6. Analise estatistica

Todas as determinagdes foram realizadas em triplicata, e todos os resultados foram
apresentados como média + desvio padrdo (DP). Analise de variancia (ANOVA) e
comparagdoes multiplas de Tukey foram feitas a fim de verificar quaisquer diferengas
significativas entre as amostras, utilizando o software Statistica® 6.0. Diferencas entre as

médias em nivel de 5% (P<0,05) foram consideradas significativas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Conteudo de fendlicos totais

A Tabela I mostra que o conteudo de fendlicos totais das fragdes de gengibre,
determinado pelo método de Folin Ciocalteau, foi alto variando de 846,37 a 1409,05 mg/100g
GAE. Estes valores sdo maiores que os encontrados por Zheng e Wang para alguns extratos
de especiarias, como o coentro vietnamita (309 mg/100g GAE) e alecrim (219 mg/100g
GAE). Chanwitheesuk, Teerawutgulrag e Rakariyatham (2005) também investigaram o
conteudo de fenolicos totais de extratos metanodlicos de gengibre. De acordo com seus
resultados, os extratos apresentaram 60,1 mg/100g GAE, muito inferiores aos valores que
encontramos em nossas andlises (1409 mg/100g GAE na fracido AFL). A fragdo acidos
fenodlicos livres foi a que apresentou os maiores valores GAE; mesmo assim, os valores nao

diferem estatisticamente dos valores GAE das outras fragoes.

Os altos indices de fenolicos encontrados podem ser devido a metodologia de extra¢do
escolhida para o estudo, considerando que foi desenvolvida para otimizar a extracao de 4cidos
fenolicos da amostra. A metodologia de fracionamento proposta por Krygier, Sosulski e
Hogge (1982) mostrou alta eficiéncia na extracdo de compostos fenolicos do gengibre, mesmo
que nenhum solvente por si sé seja conhecido por extrair especificamente compostos

fenodlicos.
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Tabela I. Atividade antioxidante (TEAC) e contetido de fendlicos totais (GAE) das fragdes de gengibre.

Fenolicos totais (GAE)' ABTS (TEAC)?
AFL* 1409,05 + 4,39° AFL* 744,97 + 6,35°
AFES?Y 887,44 + 5,66° AFES Y 489,37 +4,20°
AFEI * 846,37 +3,98° AFEI * 457,09 + 5,47°

'GAE: Equivalentes 4cido galico em mg por 100 mg (peso seco).
’TEAC: Atividade antioxidante equivalente ao Trolox em puM por g (peso seco).
Xy, z

Acidos fenolicos livres, ésteres soluveis e ligantes insoliveis, respectivamente.

Letras diferentes na mesma coluna implicam diferenca significativa (P<0,05) pelo teste de Tukey entre as amostras.

3.2. Ensaio de descolora¢do do radical cation ABTS

O método TEAC ¢ um dos mais freqiientemente utilizados para a determinagdo da
capacidade antioxidante. Ele baseia-se na neutralizagdo do radical cation formado pela
oxidacdo do cromoforo ABTS sintético a um radical fortemente absorvente ABTS+ (700-750
nm). O radical reage rapidamente com doadores de elétrons/hidrogénio para formar ABTS
sem cor. A reacao ¢ independente de pH. Um decréscimo na concentracdo do ABTS+ ¢
linearmente dependente da concentracdo do antioxidante (RICE-EVANS, MILLER e
PAGANGA, 1996). A atividade antioxidante das fracdes estd apresentada na Tabela I.
Atividades antioxidantes altas foram encontradas nas trés fracdes e nenhuma diferenga
significativa nos valores foi encontrada. Novamente, o procedimento de extragdo mostrou

eficiéncia em extrair compostos com expressiva atividade.

A atividade antioxidante total esta bem correlacionada com propriedades redox dos
fenolicos (1’=0,9995, P<0,05) (Figura 2). Isto significa que a atividade antioxidante das

fragdes ¢ principalmente determinada pelo seu contetido de fenolicos totais.
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Figura 2. Correlagdo entre o contetido de fendlicos totais (GAE) e a atividade antioxidante (TEAC) das fra¢des

do gengibre.

3.2 Ildentificagdo dos dcidos fenolicos por cromatografia gasosa

Os acidos fendlicos sao divididos em dois grupos: os derivados do acido cindmico e os
derivados do 4cido hidroxibenzoico. Os derivados do acido cindmico sdo compostos fenolicos
de ocorréncia natural que possuem um anel aromatico com uma cadeia carbonica, constituida
por trés carbonos ligados ao anel. Os acidos fertlico, p-cumarico, caféico e sinaptico sdo os
hidroxicinamatos mais abundantes na natureza. Estes acidos existem nas plantas,
normalmente na forma esterificada, como acido clorogénico, um éster do acido quinico, cuja
molécula ¢ constituida pelo 4cido quinico esterificado com o acido caféico. Eles também
podem ser encontrados na forma glicosilada ou ligados a proteinas ou outros polimeros da

parede celular como acidos livres (DEGASPARI ¢ WASZCZYNSKY]J, 2004). Os isdmeros
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dos acidos clorogénico e caféico sdo descritos como antioxidantes (DURAN e PADILLA,

1993).

No grupo dos acidos hidroxibenzdicos — compostos que possuem um grupo carboxila
ligado ao anel aromatico — podem ser encontrados os &acidos protocatequinico, vanilico,
siringico, gentisico, salicilico, eladgico e galico. Esses dois grupos de fendlicos apresentam
propriedades antioxidantes (HARBOURNE, 1980). Mesmo que algumas outras caracteristicas
possam contribuir para a capacidade antioxidante dos acidos fenolicos e seus esters, esta é
determinada, principalmente, pelo ntimero de hidroxilas presentes na molécula (RICE-

EVANS, MILLER ¢ PAGANGA,1997; SANCHEZ-MORENO, 2002).

Os acidos sinaptico, ferulico e p-cumadrico sdo antioxidantes mais eficientes que os
derivados do acido benzoico, como os acidos protocatequinico, siringico e vanilico. Isto €
devido a dupla ligagdo presente nos derivados do 4cido cindmico (WANASUNDARA,
AMAROWICK e SHAHIDI, 1994).

A Tabela II mostra os acidos fenolicos encontrados nas fracdes de gengibre,
comparados aos tempos de retencdo dos padrdes. Todas as fragdes apresentaram uma alta
quantidade de acido salicilico (Figuras 3, 4 e 5), do qual ndo se espera uma alta capacidade
antioxidante, considerando que possui apenas uma hidroxila ativa na sua molécula. No
entanto, o acido salicilico modula a expressdo de diversas enzimas que participam dos
processos de defesa antioxidante (como a glutationa peroxidase) reduzindo, portanto, os
efeitos da condicdo de “estresse oxidativo”. O 4cido salicilico pode desenvolver sua
capacidade antioxidante juntamente com os outros acidos fendlicos encontrados no gengibre,
ou seja, ele pode ter um efeito sinérgico com outro acido fenolico. Alguns acidos fendlicos
conhecidos por possuirem alta capacidade antioxidante foram encontrados nas amostras,
como os acidos fertlico (14,323%), galico (2,218%), caféico (5,973%) e sinaptico (4,51%), e

suas presencas podem ter tido grande influéncia na atividade antioxidante total das fracoes.
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Tabela II. Composi¢@o dos acidos fendlicos (%) das fragdes do gengibre

Acidos

AFL' AFES? AFEI’
Fenolicos

Salicilico 98,59 + 1,08° 95,00 + 2,72 75,48 + 1,02°
Gentisico 0,02 + 0,05 0,25 + 0,02° 0,18 + 0,082
t-cinAmico _ 0,247 £ 0,02° 0,04 + 0,00
Elagico 0,070 + 0,007 0,110 + 0,02° 0,819 + 0,01°
Cinamico 0,132 + 0,00° 0,426 + 0,03° 0,054 + 0,01°
Vanilico 0,009 + 0,007 0,312 + 0,03° 0,082 + 0,03?
o-cumarico 0,007 £ 0,00? - 0,178 £0,01°
Protocatequinico 0,188 + 0,01° 0,058 + 0,03° _
Quinico 0,006 + 0,007 0,086 + 0,01° -
p-cumarico 0,071 + 0,05° 0,237 + 0,02° 0,320 + 0,07°
Galico 0,143 + 0,02° 0,672 + 0,04° 1,403 + 0,89°
Ferulico 0,347 + 0,03" 0,876 + 0,08" 13,100 =+ 0,04°
Caféico 0,268 + 0,02° 0,882 + 0,06" 4,823 + 0,50°
Sinaptico 0,144 + 0,01° 0,841 + 0,03° 3,525+ 0,01°

? Acidos fenolicos livres, ésteres soluveis e ligantes insoliiveis, respectivamente

Valores sdo médias + desvio padrdo de determina¢des em triplicata

Letras diferentes na mesma linha implicam diferenca significativa (P<0,05) pelo teste de Tukey

entre as amostras.
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Figura 3. Cromatograma obtido a partir da fragdo acidos fendlicos livres. (1) Acido salicilico; (2) 4cido
cinamico; (3) acido protocatequinico; (4) acido p-cumarico; (5) acido fertlico; (6) acido caféico; (7) acido

sinaptico.
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Figura 4. Cromatograma obtido a partir da fragdo acidos fendlicos soliveis. (1) Acido salicilico; (2) 4cido
cindmico; (3) acido t-cindmico; (4) acido vanilico); (5) acido gentisico; (6) acido protocatequinico; (7) acido p-

cumarico; (8) acido galico; (9) acido caféico; (10) acido sinaptico; (11) acido elagico.
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Figura 5. Cromatograma obtido a partir da fragio acidos fendlicos insoliveis. (1) Acido salicilico; (2) 4cido
cinamico; (3) acido t-cindmico; (4) acido vanilico; (5) acido gentisico; (6) 4cido o-cumarico; (7) acido galico; (8)

acido ferulico; (9) acido sinaptico.

Atividade antioxidante e identificagdo dos dcidos fenolicos do gengibre (Zingiber officinale Roscoe)



Capitulo 3

4. CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente estudo mostram que as fragdes de acidos fendlicos
do gengibre apresentaram consideravel atividade antioxidante e significativo conteudo de
fendlicos totais, € uma alta correlagdo entre estes dois indices também pode ser observada.
Entre os acidos fenolicos identificados nas frag¢des, o acido salicilico foi predominante, mas
sua contribui¢do para a capacidade antioxidante total das fragcdes pode ser dependente da
presencga de outros acidos fenodlicos da amostra. Além disso, o estudo in vivo das agdes desses
acidos fenodlicos ¢ de igual importancia, para que seja avaliada a sua disponibilidade no

sistema biologico.
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CONCLUSOES

Tomando-se os resultados apresentados ao longo deste estudo, pode-se concluir que os
extratos etéreo e aquoso do gengibre apresentaram elevada atividade antioxidante,
proveniente da sua alta quantidade de compostos fendlicos; este resultado tem como base a
correlacdo linear encontrada entre esses parametros. O gengibre coletado proximo do final do
periodo de colheita apresentou maiores quantidades de polifendis e atividade antioxidante, o
que pode ser devido a mobilizagdo de novos compostos produzidos como metabodlitos
secundarios durante o amadurecimento da planta. Esta caracteristica poderd implicar na
determinagdo da melhor época de colheita a fim de obter uma maior quantidade de compostos

bioativos.

Foi observado um efeito sinergista dos extratos aquosos do gengibre com o BHT,
principalmente na concentracdo de 200 ppm. Concernente a este fato, a substituicdo dos
antioxidantes sintéticos pode ser interessante, no que diz respeito as implicagdes na saude e na

funcionalidade dos sistemas alimenticios promovidas pelos compostos naturais.

Através da identificacdo dos acidos fenolicos presentes no gengibre, verificou-se a
predominancia do acido salicilico, em valores superiores a 90%, nas fracdes acidos fenolicos
livres e ésteres soluveis, e de 75% nas fragdes insoluveis. A elevada atividade antioxidante
das fracdes pode ser proveniente da interagdo (sinergismo) deste acido com os outros acidos
fenolicos identificados nas fragdes, como o ferulico, caféico e galico, conhecidos por

possuirem elevada atividade antioxidante in vitro.

Tendo em consideragdo que o cultivo e o consumo de gengibre no Brasil vem
crescendo nas ultimas décadas, esta especiaria pode ser uma importante fonte de compostos
fendlicos e antioxidantes naturais. No entanto, ainda sdo necessarios mais estudos para avaliar
a contribui¢do de cada acido fendlico para a atividade antioxidante total do gengibre, bem

como para testar sua atividade antioxidante em sistemas biologicos.
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