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RESUMO

O gengibre e seus produtos sao internacionalmente comercializados para uso nas
industrias de alimentos, quimica e farmacéutica. Os compostos presentes nos 6leos
volateis apresentam diversas propriedades que os tornam altamente valiosos. O uso
da extracdo supercritica tem crescido muito nos ultimos anos, entretanto, ainda é
necessaria a obtencao de informagdes experimentais para a construcdo de plantas
industriais. Este trabalho relata o processo de obtengdo de extrato de gengibre
(Zingiber officinale Roscoe) por hidrodestilagcdo, CO, sub e supercritico e propano
comprimido. A atividade biolégica dos extratos obtidos foi avaliada pela
determinacao da atividade antioxidante, contetdo fendlico e atividade antibacteriana.
As extracOes foram realizadas em escala de laboratério a pressées de 8,0 MPa, 16,5
MPa e 25,0 MPa, utilizando CO. e 3,0 MPa, 6,5 MPa e 10,0 MPa utilizando propano
e, em 20 °C, 40 °C e 60 °C para ambos os solventes. As condicbes de extracado
testadas proporcionaram um rendimento maximo de 3,21 %, para a extracao de CO
e 2,75 %, para a extragao utilizando propano como solvente. Quando CO, foi
utilizado como solvente, a pressao e a temperatura apresentaram efeito significativo
sobre o rendimento da extracdo. Quando foi usado propano, a variavel mais
importante foi a pressdo, que apresentou efeito positivo sobre o rendimento da
extragdo. Os perfis quimicos foram determinados por cromatografia em fase gasosa
e foram semelhantes para os dois solventes, em que 0s compostos principais foram
a-zingibereno, B-sesquifelandreno, a-farneseno, geranial (-bisaboleno e f-
eudesmol. Para o 6leo essencial obtido por hidrodestilagéo, a-curcumeno, geranial e
canfeno foram os compostos mais abundantes. Os ensaios de atividade antioxidante
foram realizados nos extratos obtidos utilizando o método de reducdo do composto
fosfomolibdénio. Tanto os extratos obtidos utilizando CO, supercritico quanto os
extratos obtidos utilizando propano comprimido apresentaram efeitos antioxidantes.
A maior atividade antioxidante (931,67 + 2,51 mg de a-tocoferol . g de extrato™) foi
encontrada para os extratos obtidos com CO, supercritico a 40 °C e 16,5 MPa. Os
ensaios de atividade antibacteriana foram realizados nos extratos obtidos utilizando
CO, como solvente e no 6leo essencial usando o método de difusdo em agar. Os
extratos obtidos usando CO. supercritico apresentaram efeitos antibacterianos
contra as bactérias Gram-positivas testadas. O 6éleo essencial obtido por
hidrodestilacao foi diferente de todas as amostras testadas, com a menor
capacidade de inibicao de bactérias Pseudomonas aeruginosa que o extrato obtido
via tecnologia supercritica. Para Salmonella typhimurium e Shigella flexneri,
bactérias Gram-negativas, o 6leo essencial apresentou baixa inibicao, 2,45 mm e
3,57 mm de raio, respectivamente.

Palavras-chave: Extracido supercritica, gengibre, propano, CO., atividade
antioxidante, atividade antibacteriana, composi¢cao quimica.



ABSTRACT

Ginger and its products are marketed internationally for use in the food, chemical and
pharmaceutical. The volatile compounds present in oils have many properties which
make them highly valuable. The use of supercritical extraction has grown
tremendously in recent years, however it is still necessary to obtain experimental
information for the construction of industrial plants. This work reports the process to
obtain of ginger extract (Zingiber officinale Roscoe) by hydrodistillation, sub and
supercritical CO, and compressed propane. Antioxidant activity effect, phenolic
content and antibacterial activity were evaluated on the extracts obtained. The
extractions were performed in a laboratory scale unit at pressures of 8.0 MPa, 16.5
MPa and 25.0 MPa using CO. and 3.0 MPa, 6.5 MPa and 10.0 MPa using propane,
and at 20 °C, 40 °C and 60 °C for both solvents. The operating conditions tested
achieved a maximum yield of 3.21 wt% for the CO, extraction and 2.75 wt% for the
extraction using propane as solvent. When CO, was used as solvent, the pressure
and temperature presented significant effect on the extraction yield. When propane
was used, the most important variable was the pressure that presented a positive
effect on the extraction yield. The chemical profiles were determined by gas
chromatography and were similar for the two solvents, in which the main compounds
were a-zingiberene, B-sesquiphellandrene, a-farnesene, geranial, B-bisabolene and
B-eudesmol. For the oil obtained by hydrodistillation, a-curcumeno, geranial and
camphene were the most abundant compounds. The antioxidant activity assays were
performed on the extracts obtained using the phosphomolybdenum reducing method
The extracts obtained using supercritical CO., and compressed propane presented
antioxidant effects. The highest antioxidant activity (931.67 + 2.51 mg of a-tocopherol
. g of extract) was found for extracts obtained using supercritical CO; as solvent at
313.15 K and 16.5 MPa. The antibacterial activity assays were performed on the
extracts obtained using CO, as solvent and the essential oil obtained using the agar
well method The extracts obtained using supercritical CO, presented antibacterial
effects against Gram-positive bacteria. The oil obtained by hydrodistillation was
different from all samples tested, with the lowest capacity for inhibition of
Pseudomonas aeroginosa bacteria then the supercritical extract. For Salmonella
typhimurium and Shigella flexneri, Gram-negative bacteria, the oil showed low
inhibition, 2.45 mm and 3.57 mm radius, respectively.

Keywords: Supercritical extraction, ginger, propane, CQO,, antioxidant activity,
antibacterial activity, chemical composition.



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

AEAC Capacidade antioxidante equivalente a acido ascorbico

ANOVA Analise de variancia

AOAC Association of Official Analytical Chemists

AOCS American Oil Chemists’ Society

BHA Butilhidroxianisol

BHT Butilhidroxitolueno

CCly Tetracloreto de carbono

CER Constant extraction rate period

CG-FID Cromatografia em fase gas com detector de ionizacdo em
chamas

CO, Di6éxido de carbono

DC Diffusion-controlled rate period

DMSO Dimetilsulfoxido

DPPH 2,2-difenil-1-picrilhidrazila

EC Escherichia coli

€ Porosidade do leito

FER Falling extraction rate period

FRP Poder de reducéo férrica

GC-MS Cromatografia em fase gas com espectrofotdmetro de
massas

GP Galato de propila

HD Hidrodestilagdo convencional

L Comprimento

LACAUT Laboratério de Analises de Combustiveis Automotivos

LACTA Laboratério de Cinética e Termodinamica Aplicada

LDL Lipoproteinas de baixa densidade

LM Listeria monocytogenes

LOOH Hidroperdxido lipidico

MAHD Hidrodestilacdo assistida por micro-ondas

MoO3P»05.51H,0  Acido Fosfomolibdico

Na,COj3 Carbonato de Saodio

Na,W0O,4.2H,0 Tungstato de Sédio dihidratado

OEC Overall extraction curve

PA Pseudononas aeroginosa
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1 INTRODUCAO

O uso de matérias primas de origem vegetal para a obtencao de extratos é
uma atividade de grande interesse para a industria de alimentos, de perfumes, de
cosméticos e de farmacos. Extratos naturais de plantas tém sido utilizados para
varios fins durante muitos anos (JONES, 1996) e, mais recentemente, investigados
quanto ao seu potencial como medicamentos alternativos e para a preservagao de
alimentos. Os compostos presentes nos Oleos volateis apresentam diversas
propriedades que os tornam altamente valiosos, seja para fins medicinais, para fins
alimenticios, como aromatizantes e corantes, ou para a fabricacéo de perfumes.

As tecnologias de extracdo para obtencado destes produtos apresentam um
papel importante devido a grande biodiversidade de matérias primas disponiveis em
nosso pais. A opgao por um processo de extracido deve ser baseada em um
conjunto de fatores, entre eles rendimento, qualidade do produto, tempo de
operagao e custo.

O desenvolvimento de novas técnicas de separacao nas industrias quimicas e
de alimentos tem recebido um grande impulso nos Ultimos anos devido, a
imposigbes ambientais, regulamentos de saude publica e a necessidade de
minimizag&o de custos energéticos (COELHO; OLIVEIRA; D’AVILA, 1996). O uso de
solventes organicos para obtencdo de extratos de plantas, além de apresentar
residuos frequentemente proibidos ou indesejaveis em alimentos, apresenta o
problema de transformacdo oxidativa que o extrato sofre quando o solvente é
eliminado (SEBASTIAN et al., 1998). Para resolver este problema, alguns processos
baseados na tecnologia de extracao via fluido supercritico tém sido desenvolvidos. O
diéxido de carbono é o solvente mais utilizado na extragdo com fluido supercritico.
Além de ser nado téxico e apresentar temperatura critica baixa, pode ser utilizado na
extragdo de matéria prima natural, principalmente na industria de alimentos e
farmacéutica (WAGNER; PAVLICEK, 1993). O propano também tem despertado
interesse principalmente pelo seu poder de solvatacdo e custo. Alguns trabalhos
realizados utilizando propano em condi¢des subcriticas alcancaram bons
rendimentos de extrato (CORSO et al., 2010; PEDERSSETTI et al., 2011)

Os extratos naturais sdo competitivos em relacao aos sintéticos, pois além da

vantagem das suas fontes, possuem qualidades sensoriais mais préximas as suas
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matrizes vegetais de origem (MEIRELES, 2003). O ajuste da temperatura e da

pressao dos solventes de extragdo permite uma alta seletividade, que possibilita a
obtencado de um produto mais préximo do esperado. Outra vantagem da aplicacao
de fluidos supercriticos é a elevada taxa de transferéncia de massa dos solutos no
fluido, causada pela maior difusividade, menor viscosidade e menor tenséo
superficial em relacdo ao solvente liquido, o que faz dos fluidos supercriticos um
método promissor de extracdo e separacao de compostos naturais (SIHVONEN et
al., 1999; RAVENTOS; DUARTE; ALARCON, 2002).

Dentre as matérias primas vegetais empregadas nos processos de extracao
encontra-se o gengibre. O gengibre (Zingiber officinale Roscoe) € uma planta da
familia Zingiberaceae, herbacea, perene (MONTEIRO, 1999) sendo o rizoma
amplamente difundido nos setores alimenticios e industriais. A utilizacao do gengibre
pode ser na forma “in natura” ou na forma de extratos, 6leos essenciais e
Oleorresina. O Estado do Parana é um dos maiores produtores nacionais (rizomas
“in natura”) de gengibre, totalizando 1232,00 t.ano' (DE ALMEIDA; ELPO;
GIROTTO, 2007). O municipio de Morretes, regiao litorAnea do Parana, é
responsavel por 70 a 90 % do volume de exportacdes brasileiras.

De modo geral, os trabalhos presentes na literatura descrevem varios estudos
relacionados com as principais atividades apresentadas pelos extratos ativos de
gengibre e seus principais compostos. Apesar dos mecanismos biolégicos, pelos
quais os principais componentes dos extratos ativos destas plantas manifestam seus
efeitos nos sistemas celulares nédo terem sido ainda completamente elucidados,
existe um grande interesse na utilizacdo deste tipo de compostos, principalmente do
ponto de vista terapéutico e industrial.

A preocupacdao com a substituicdo dos aditivos sintéticos, utilizados pela
industria de alimentos, como o BHA e o BHT, por produtos naturais aumenta o
interesse por métodos de extragdo e caracterizacdo de compostos com potencial
atividade antioxidante e efeito antimicrobiano a partir de fontes naturais. Estes
compostos estao presentes nas mais diversas espécies vegetais, em varias partes
da planta, como nos frutos, sementes, folhas e raizes (RICE-EVANS; MILLER,;
PAGANGA, 1997). No entanto, a utilizacdo destes compostos naturais em alimentos
€ ainda muito restrita.

Diante da importancia econémica regional do cultivo do gengibre e com o



15
intuito de identificar, esclarecer e contribuir para o entendimento dos fenémenos

envolvidos no processo de extracdo, torna-se interessante estudar o processo de

obtencao de extratos de gengibre com alto teor de compostos ativos.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 GERAL

A partir da representatividade da producdo paranaense de gengibre, matéria
prima muito utilizada na industria farmacéutica e de alimentos, o objetivo deste
trabalho foi obter um extrato oleoso de rizomas de gengibre por diferentes métodos
de extracdo com a finalidade de avalia-los e identificar a composi¢cdo quimica e o
potencial biolégico dos diferentes extratos obtidos.

1.1.2 ESPECIFICOS

e Determinar os rendimentos de extracdo por meio do emprego de diferentes
métodos de extracdo: hidrodestilacdo e extracdo via fluido supercritico com
CO. e propano como solventes.

e Levantar os principais parametros do processo (pressdo e temperatura) de
obtencdo do extrato de gengibre utilizando solvente pressurizado (COso,
propano);

e Determinar as condi¢gdes operacionais (temperatura, pressao e solvente) que
maximizam o rendimento em extrato;

e Comparar o perfil quimico do extrato de gengibre obtido por diferentes
solventes pressurizados e diferentes métodos de extracao;

e Determinar as curvas cinéticas de extracao supercritica;

e Determinar a atividade antioxidante e conteudo fendlico total dos diferentes
extratos de gengibre;
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e Determinar a atividade antibacteriana do o6leo essencial e dos diferentes

extratos de gengibre.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 GENGIBRE

O gengibre (Zingiber officinale Roscoe) (Figura 1) é uma planta da familia
Zingiberaceae herbacea, perene (MONTEIRO, 1999) sendo o rizoma amplamente
difundido nos setores alimenticios e industriais, especialmente como matéria-prima
para fabricacdo de bebidas, perfumes e produtos de confeitarias como paes, bolos,
biscoitos e geleias, além do uso na medicina popular (SACCHETTI et al., 2005). O
género Zingiber inclui aproximadamente 85 espécies.

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). Internamente, apresenta
cor marrom-amarelada com numerosos feixes fibrovasculares e abundantes células
oleaginosas contendo oleorresina e 1 % a 4 % de 6leo essencial (ZANCAN et al.,
2002).

Zingiberaceae

Zingiber officinale Roscoe

FIGURA 1 — VISTA GERAL DA PLANTA E DAS FLORES DE Zingiber officinale Roscae.

No mundo todo o gengibre & muito conhecido por seu sabor picante e odor
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levemente citrico. A cultura do gengibre tornou-se efetivamente comercial no Brasil

somente nas ultimas décadas, apds a introducédo da variedade de rizomas gigantes
por agricultores japoneses (TAVEIRA MAGALHAES et al., 1997).

O Brasil esta entre os pequenos produtores, cuja producdo destina-se
principalmente para a exportacdo, 70 a 80 %, comercializada principalmente no
estado fresco, destinando-se especialmente aos mercados dos Estados Unidos da
América, Reino Unido, Holanda e Canada (NEGRELLE; ELPO; RUCKER, 2005).
Atualmente, o Estado do Parana é um dos maiores produtores nacionais de
gengibre (rizomas in natura) sendo que a maior area plantada esta concentrada no
litoral.

Como planta medicinal, o gengibre € uma das mais antigas e populares do
mundo. Suas propriedades terapéuticas sdo resultado da acdao de varias
substancias, especialmente do 6leo essencial que contém dentre outros compostos
canfeno, felandreno, zingibereno e zingerona (ZARATE; SUKRASNO; YEOMAN,
1992).

E tradicionalmente utilizado na medicina popular para aliviar sintomas de
inflamacéo, doencas reumaticas e desconfortos gastrintestinais (PFEIFFER et al.,
2006; WEI et al., 2005; PADMA; CHRISTIE; RAMKUMA, 2007). Seus extratos e
seus principais compostos pungentes, os gingerdis, tém mostrado recentemente
variada atividade biolégica, incluindo efeito como agentes antineoplasicos (WANG et
al., 2003; SURH; LEE; LEE, 1998) antiespasmédicos e antieméticos (AFZAL et al.,
2001) inibidores de enzimas (TJENDRAPUTRA et al.,, 2001), anti-hemorragicos
(THOMSON et al., 2002), antifungicos (FICKER et al., 2003; SACCHETTI et al.,
2005), inibitérios da sintese de 6xido nitrico (IPPOUSHI et al., 2003), protetores de
células neurais (KIM; KIM, 2004), anti-reumaticos (RAI et al., 2006), microbicidas
(MORENO et al., 2006), antinflamatérios e antioxidantes (SURH, 2003; JIANG et al.,
2005; HABSAH et al., 2000; DEDOQV et al., 2002; LANTZ et al., 2007). O extrato de
gengibre de extracao supercritica apresenta efeitos antioxidante e bactericida, tendo
mostrado atividade no tratamento de células cancerigenas “in vitro” de mama e
pulmao (ZANCAN et al., 2002).

O grande interesse em 6leos volateis pelas industrias de aroma e fragrancia,
incluindo companhias de bebidas, de alimentos e de perfumes, requer produtos de
alta qualidade e pregcos competitivos. A industria de alimentos cada vez mais busca
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produtos que aumentem a vida de prateleira dos produtos processados, como 0S

antioxidantes, ou que tragam algum beneficio para a saude.

2.2 COMPOSICAO QUIMICA DO GENGIBRE

Os rizomas apresentam alto teor de agua (80 a 90 %) e grande quantidade de
amido e fibras (5,4 a 16,2 %) (TAVEIRA MAGALHAES et al., 1997). Os rizomas
secos apresentam de 1 a 3 % de 6leo essencial que fornecem o sabor caracteristico.
O o6leo essencial € uma mistura de substancias volateis, lipofilicas, odoriferas e
liquidas (SIMOES; SPITZER, 2003), enquanto a oleorresina contém, além dos
constituintes aromaticos volateis, os componentes ndo volateis, responsaveis pela
pungéncia caracteristica do gengibre (TAVEIRA MAGALHAES et al., 1997).
Quimicamente os 6leos essenciais sdo compostos de hidrocarbonetos terpénicos,
alcodis simples e terpenos, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, 6xidos, peroxidos,
furanos, acidos organicos, lactonas, cumarinas e compostos contendo enxofre,
apresentando diferentes concentragdes. Os terpenos sdo formados por unidades de
isopreno (Figura 2), sendo classificados de acordo com a quantidade de unidades
isoprénicas (C5): monoterpenos (C10); sesquiterpenos (C15); diterpenos (C20);
triterpos (C30) e carotendides (C40) (CASTRO et al., 2004; BRIELMANN et al.
2006). Quando estes compostos contém elementos adicionais, usualmente o

oxigénio, sdo denominados terpendides.
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FIGURA 2 — ESTRUTURA QUIMICA DO ISOPRENO

O extrato obtido dos rizomas de gengibre desidratados pode conter 5 % de
monoterpenos, 65 % de sesquiterpenos, € 30 % de compostos oxigenados, entre
eles os gingerdis e os shogadis, estes ultimos encontrados na oleorresina. Os
monoterpenos sao substancias volateis devido a sua baixa massa molecular
(PERES, 2004) e no gengibre sao representados em maior quantidade pelo neral,
geraniol, geranial e acetato de geranila (SAKAMURA, 1987).
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O extrato obtido por CO, geralmente apresenta uma pequena quantidade de

oleorresina, que é parte nao volatil responsavel pelo gosto, devido a presenca de
gingerona, gingerois e shogadis (BARTLEY; FOLEY, 1994). Os principais compostos
do éleo sao zingibereno, ar-curcumeno, bisaboleno, sesquifelandreno ou
terpendides, como neral, geranial, geraniol, terpineol, nerolidol (GOVINDARAJAN,
1982). A Figura 3 apresenta as estruturas quimicas dos principais compostos
encontrados no gengibre. A composicao dos rizomas e dos seus 6leos essenciais
pode sofrer influéncia de fatores como a origem geografica, radiacao, temperatura,
método de secagem, época de colheita, solo entre outros (ELPO, 2004;
GOUINGUENE; TURLINGS, 2002).

Bartley (1995) utilizando CO, supercritico para a obtencdo de extrato de
gengibre identificou os seguintes compostos no extrato: 6-gingerol, 8-gingerol, 10-
gingerol, 6-shogaol, 8-shogaol, 10-shogaol (os numeros dos prefixos descrevem a
posicdo do grupo funcional) (Figura 2), gingeridiona e hexahidrocurcumeno. Os
extratos obtidos por extracdo supercritica demostraram qualidade superior aqueles
obtidos por extracdo com solvente organico e arraste a vapor, pois apresentam
maior quantidade de compostos presentes no gengibre “in natura”. Nos extratos
obtidos por extracdo supercritica predominam os seguintes compostos: neral e
geranial  (terpendides), zingibereno, o-bisabuleno e  B-sesquifelandreno
(sesquiterpenos) (BARTLEY; FOLEY, 1994).
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FIGURA 3 — ESTRUTURAS QUIMICAS DOS PRINCIPAIS COMPOSTOS ENCONTRADOS NO
GENGIBRE.

Monteiro (1999) obteve por arraste a vapor 6leo volatil de gengibre com os
seguintes compostos majoritarios: a-zingibireno, a-curcumeno, a-farneseno e [3-
sesquifelandreno (sesquiterpenos). O mesmo autor comparou o teor de cariofileno
(sesquiterpeno) no 6leo volatil obtido por arraste a vapor e no extrato obtido por
extragdo supercritica observando que no 6leo volatil o teor foi 0 dobro do detectado

no extrato SFE.

2.2.1 Atividade antioxidante

O estabelecimento de dados sobre o teor antioxidante de uma grande
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variedade de vegetais seria util para a investigacdo epidemiolégica e apoio para

orientacées dietéticas, visto que estes antioxidantes podem ajudar a aliviar o
estresse oxidativo, ou seja, prevenir os radicais livres de biomoléculas, tais como
proteinas, DNA e lipidios (SHAHIDI; NACZK, 2004).

Entre as substancias de origem vegetal capazes de agir como antioxidantes
estdo incluidos minerais, vitaminas, proteinas (especialmente da soja), pigmentos
carotenoides e compostos fendlicos, entre outros. Os fendlicos estdo largamente
distribuidos nos alimentos, sendo a quantidade presente na alimentacdo humana
bastante significativa (VAN ACKER et al., 1996; KAHKONEN et al., 1999; SOARES,
2002).

Os antioxidantes podem ser compreendidos como um grupo de substancias
que, quando presentes em concentracdes ideais, normalmente baixas quando
comparadas as concentracdo dos substratos oxidaveis, retardam ou inibem
significativamente a oxidacdo daquele substrato pela reacdo com os radicais livres,
impedindo ou diminuindo o estresse oxidativo e aumentando a vida util de uma
grande variedade de alimentos (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989; SHERWIN,
1972; HALLIWELL, 1990). Podem ser divididos em sintéticos, substancias utilizadas
na industria alimenticia, destacando-se o BHT, BHA, GP, TBHQ (SOUSA et al., 2007)
ou naturais tais como: a-tocoferol (vitamina E), B-caroteno, ascorbato (vitamina C) e
os compostos fendlicos (flavondides) (SOUSA et al., 2007).

O organismo humano produz constantemente radicais livres por meio de suas
atividades metabdlicas normais que envolvem reacdes de transferéncia de elétrons.
Os radicais livres s&o definidos como sendo moléculas ou atomos que possuem
elétrons de valéncia desemparelhados, tornando-os altamente reativos. Muitos
processos indesejados de oxidacdo, incluindo a deterioracdo de alimentos,
envolvem a presenca de radicais livres. A peroxidagao lipidica € um tipo de dano
oxidativo que ocorre nas membranas celulares quando &cidos graxos insaturados
reagem com niveis excessivos de ROS para formar radicais de acidos graxos e
hidroperéxidos lipidicos (LOOH). Esse processo desencadeia a autoxidacao de
acidos graxos poliinsaturados, o que ndo somente diminui o valor nutricional dos
alimentos, mas estd também associado a danos na membrana celular,
envelhecimento, doencas cardiacas e cancer (SPITELLER, 2001; SURH, 2002).
Além disso, a oxidagao de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) é um fator
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importante no desenvolvimento de doencas coronarianas e aterosclerose (FRANKE

et al., 2005).

O crescente interesse por alimentos naturais e evidéncias de que alguns
compostos antioxidantes sintéticos podem promover o desenvolvimento de alguns
efeitos colaterais como alergias e possiveis agdes promotoras de cancer (RIZVI,
1994; BOTTERWERCK et al., 2000), tem aumentado a demanda por compostos
naturais com atividade similar. Antioxidantes naturais na industria de alimentos séo
importantes ndo apenas devido a sua utilidade como método de prevencao da
oxidagdo, mas também pelos efeitos benéficos na salde humana (IBANEZ et al.,
2003).

Os antioxidantes vegetais sdo de natureza muito variada, mas os compostos
fendlicos tém sido apontados como responsaveis por maior capacidade antioxidante,
sendo representados pelos flavonoides e isoflavondides, taninos, lignanas, xantonas
e outros (RAZAVI et al., 2008; SACCHETTI et al., 2005).

Os Oleos essenciais sao eficazes antioxidantes naturais e capazes de
competir com os antioxidantes sintéticos. As propriedades antioxidantes dos 6leos
essenciais, no entanto, sdo determinadas pela sua composicdo. Oleos com altos
teores de substituintes fendlicos sao capazes de diminuir significativamente os
processos de oxidacao de aldeidos insaturados, mesmo em baixas concentragdes.
As propriedades antioxidantes dos 6leos essenciais constituidos de hidrocarbonetos
terpénicos e alcoois sdo determinadas por a- e y-terpenos e seus sesquiterpenos
andlogos (MISHARINA; TERENINA; KRIKUNOVA, 2009). Os compostos fendlicos
podem ser definidos quimicamente como substancias que possuem pelo menos um
anel aromatico e um ou mais grupamentos hidroxila, podendo apresentar também
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 metabdlitos secundarios de plantas e podem ser divididos em
dois grupos: os flavondides (derivados da fenilalanina e acido acético) e os nao
flavonoides (derivados dos acidos hidroxicinamico e hidroxibenzoico). Os compostos
fendlicos denominados nao flavondides podem ser derivados de &cidos
hidroxibenzdico, gélico e elagico, derivados dos acidos caféico, p-cumarico e
hidroxicinamatos ou ainda derivados de trans-resveratrol, cis-resveratrol e trans-
resveratrol-glucosidio (BURNS et al., 2001).
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Extratos de gengibre tém sido identificados como contendo um elevado teor

de compostos antioxidantes (SHOBANA; NAIDU, 2000; HALVORSEN; HOLTE;
MYHSTAD, 2002; MASUDA et al., 2004; STOILOVA et al., 2007; SINGH et al., 2008;
OBOH; AKINYEMI; ADEMILUYI, 2012). A oleorresina de gengibre possui em sua
composigao gingerodis que séo cetonas fendlicas com propriedades antioxidantes e
pungentes. Normalmente o gingerol esta presente em quantidades variadas em
diferentes variedades da planta (GRUENWALD, 2004).

Varios estudos tém mostrado que o tratamento com aquecimento pode
reduzir a atividade antioxidante e o conteudo fendlico total nos extratos (CHAN; LIM;
OMAR, 2007; SIKORA et al., 2008; DING et al., 2011). A utilizacdo de extracdo com
fluido supercritico (SFE) pode reduzir significativamente os problemas relacionados
com a degradacao térmica dos compostos (PRONYK; MAZZA, 2009), e facilita a
recuperacao do solvente devido a volatilidade do fluido.

Muitos métodos sdo usados para estimar a atividade antioxidante de uma
substancia ou uma mistura de substancias. Estudos demonstraram que a atividade
antioxidante é fortemente influenciada pelo método de determinacado, razao pela
qual os dados da literatura sao dificeis de serem comparados. Além disso, as
propriedades antioxidantes de 6leos essenciais dependem da composicao
qualitativa e quantitativa dos sistemas em teste (RUBERTO; BARATTA, 2000;
DORMAN; DEANS, 2000; EL-GHORAB; MANSOUR; EL-MASSRY., 2004; LEE;
SHIBAMOTO, 2002; LEE; SHIBAMOTO, 2001). Por esta razao, varios métodos de
analise de diferentes classes de fendlicos e compostos antioxidantes tém sido
recentemente realizados. Consequentemente, deve-se estudar qual o melhor
método de avaliacao da atividade antioxidante para cada caso, considerando todos
0s pros e contras de cada método.

O conteudo de compostos antioxidantes é influenciado pela estrutura quimica,
método de extracdo empregado, tamanho das particulas da amostra, tempo e
condicbes de armazenamento, bem como pelo método de andlise, selecdo de
padroes e presenca de substancias interferentes, como gorduras, terpenos e
clorofilas. Por essas razdées, nenhum método de extracao € totalmente eficiente na
extracdo de todos os fendlicos ou de uma classe especifica de compostos fendlicos
em alimentos. A solubilidade dos polifen6is é determinada pelo tipo de solvente
(polaridade) utilizado, grau de polimerizagao dos fendlicos, interacado de fendlicos
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com outros constituintes do alimento e formacdo de complexos insoluveis. Os

solventes mais frequentemente utilizados para a extracao de compostos fendlicos
incluem metanol, etanol, acetona, agua, acetato de etila, propanol, dimetilformamida
e suas combinacées (ANTOLOVICH et al., 2002).

Existem varios métodos para avaliar a atividade antioxidante, como o método
de formagédo do complexo fosfomolibdénio ou a atividade antioxidante em relagéo a
redugdo de um radical, como o DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) (BRAND-
WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995; HUANG; OU; PRIOR, 2005; FONSECA et
al., 2009; REBELO et al, 2009). O método da formagdo do complexo
fosfomolibdénio baseia-se na reducdo do Mo+6 para Mo+5 com subsequente
formacdo do complexo fosfato-Mo+5, que se distingue por sua coloracdo verde em
pH &acido e absorcdo maxima em 695 nm. Este método destaca-se pela
sensibilidade e pela facilidade de reproducado, avaliando-se a atividade antioxidante
relativa (AAR) ao efeito desempenhado pela vitamina C (ARBOS et al., 2004).

Aruoma et al. (1995) estudaram a atividade antioxidante do gengibre em p6 e
os resultados demonstraram que concentracdes maiores que 5 mg.mL™" inibem a
peroxidagdo de lipossomas fosfolipidicos. Além disso, o gengibre demonstrou
excelente poder de captura de radicais hidroxila, sendo capaz de reagir com o acido
hipocloroso a uma taxa suficiente para proteger as enzimas catalase e a-1-1-
proteinase contra inativagdo. Na presenca de certos reagentes, o gengibre exerceu
acao pro-oxidante.

Justo et al., (2008) estudaram o potencial antioxidante de extratos de
gengibre obtidos por extracao supercritica e os resultados obtidos indicam que a
metodologia de extracdo por fluido supercritico, por aplicar condigcdes nao
agressivas, permite obter extratos com alta atividade antioxidante, o que demonstra
o0 potencial para atingir alto valor comercial do ponto de vista da sua atividade
bioldgica. Chan et al. (2009) avaliaram o efeito da secagem sobre as propriedades
antioxidantes de folhas de diferentes vegetais. Os métodos de secagem testados
(micro-ondas, estufa e secagem ao sol) resultaram em forte diminuicdo do contetudo
de fendlicos totais, da capacidade antioxidante equivalente a acido ascorbico
(AEAC) e do poder de reducao férrica (FRP).

A capacidade antioxidante e o conteudo de fendlicos totais sdo fortemente
influenciados pelos solventes utilizados na obtencao dos extratos de fontes vegetais
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secas (SULAIMAN et al., 2011).

El-Ghorab et al. (2010) avaliaram a composicao quimica e a atividade
antioxidante do 6leo volatil de gengibre obtido por hidrodestilacdo. Os compostos
principais encontrados nas amostras, tanto para gengibre seco, quanto para
gengibre fresco, foram canfeno, p-cineol, a-terpineol, zingibereno e &cido
pentadecandico e as amostras apresentaram alta atividade antioxidante quando
avaliadas pelos métodos DPPH e FRP.

Vegetais e alimentos contém uma grande variedade de compostos fendélicos e
seus derivados. Além da capacidade antioxidante como bloqueadores dos radicais
na reacdo em cadeia, os compostos fendlicos sdo capazes de eliminar o radical
hidroxila, superdéxido e oxigénio singlet (ARUOMA, 1997; ARNAO, 2000). A
inativacao de radicais de oxigénio por compostos fendlicos ocorre pela formacéo de
espécies de menor reatividade ou pela acdo como doador de hidrogénio (HEIM;
TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002).

Apesar de a literatura apresentar varios estudos que avaliam a atividade
antioxidante dos extratos de gengibre, extratos obtidos via tecnologia supercritica
utilizando CO., como solvente ndo tém sido amplamente investigados e ndo ha
estudos sobre extratos de gengibre obtidos utilizando propano comprimido como

solvente.

2.2.2 Atividade antimicrobiana

Extratos e 6leos essenciais de plantas mostraram-se eficientes no controle do
crescimento de uma ampla variedade de mico-organismos, incluindo fungos
filamentosos, leveduras e bactérias. A atividade antibacteriana dos extratos vegetais
e dos Oleos essenciais pode ser util para a preservacdo de alimentos crus e
processados, em industrias de produtos farmacéuticos, na medicina alternativa e em
terapias naturais (LIS-BALCHIN; DEANS, 1997).

Hoje em dia, muitas pesquisas estdo sendo desenvolvidas com foco em
novos compostos antimicrobianos com estruturas quimicas diferentes e novos
mecanismos de acdo. A contaminacdo de alimentos por micro-organismos € uma

ameaga para a saude humana e também resulta em redugdo da qualidade de
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alimentos processados e perdas para industrias. A crescente demanda dos

consumidores por alimentos frescos e naturais que sdo seguros para 0 consumo tem
despertado o interesse de pesquisadores por Oleos vegetais e extratos com
potencial atividade antimicrobiana, que tém uma menor incidéncia de reacdes
adversas em comparacao com os sintéticos (MOHANTY; COCK, 2009).

Acredita-se que a maioria dos 6éleos essenciais exerce seu efeito
antimicrobiano através de modificacdes na estrutura da parede celular do mico-
organismo. Mais especificadamente, altera a permeabilidade de membrana
citoplasmatica pela modificacdo no gradiente de ions hidrogénio (H+) e potassio
(K+), causando a interrupcao dos processos essenciais da célula, como transporte
de elétrons, translocacdo de proteinas, etapas da fosforilagdo e outras reagdes
dependentes de enzimas, resultando em perda do controle quimiosmotico da célula
afetada e, consequentemente, a morte bacteriana (DORMAN; DEANS, 2000).

Varias pesquisas realizadas com plantas demonstraram que os compostos
fendlicos como os flavondides possuem potente acdo antibacteriana
(NASCIMENTO, LUCATELLI; SILVA, 2000). Estudos revelaram que o extrato
metandlico de rizomas de Zingiber officinale possui significativas atividades
antibacteriana contra Escherichia coli, Salmonella enteritidis e Staphylococcus
aureus (ANBU JEBA SUNILSON et al., 2009). Sivasothy et al. (2011) avaliaram a
atividade antibacteriana dos Zingiber officinalle var. rubrum Theilade utilizando a
técnica de micro-diluicdo, o que revelou que tanto as folhas quanto os éleos do
rizoma foram moderadamente ativos contra as bactérias Gram-positivas Bacillus
licheniformis, Bacillus spizizenii e Staphylococcus aureus, e contra as bactérias
Gram-negativas Escherichia coli, Klebsiella pneumonia e Pseudomonas stutzeri.

Kader et al. (2011) investigaram o efeito antimicrobiano de extratos etandlicos
de Zingiber zerumbet Smith e suas fragbes sollveis em cloroférmio e éter de
petréleo contra bactérias e fungos. O extrato etanédlico apresentou a maior atividade
antibacteriana e antifungica, especialmente contra Vibrio parahemolyticus.

Singh et al. (2008) avaliaram a atividade antimicrobiana do 6leo essencial e
da oleorresina (etanol, metanol, CCls e iso-octano) de gengibre, Zingiber officinale,
obtidos por hidrodestilacdo e Soxhlet. Todas as amostras apresentaram atividade
antimicrobiana moderada a boa, sendo que o 6leo essencial e a oleorresina de CCly

apresentaram 100 % de inibicdo para Fusarium moniliforme.
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Apesar de varios estudos que avaliam a atividade antimicrobiana de extratos

naturais serem encontrados na literatura, extratos obtidos com a utilizacdo de CO,

como solvente ndo tém sido extensivamente investigados.

2.3 METODOS DE EXTRACAO

Os 6leos essenciais de plantas possuem alto valor agregado; entretanto, séo
compostos de uma mistura complexa de substancias, muitas delas facilmente
termodegradaveis. O fracionamento convencional de 6éleos essenciais em
destiladores a vacuo pode levar a decomposicao destes constituintes termolabeis, e
0 aquecimento prolongado em contato com a agua pode conduzir a hidrélise de
ésteres, polimerizacao de aldeidos ou a decomposicao de outros compostos.

A qualidade do extrato de plantas é muito influenciada pela metodologia de
extracdo utilizada. A extragcdo de compostos bioativos de plantas tem sido realizada
por varios métodos, entre eles, os sistemas aquosos (SIVASOTHY et al., 2011;
KAMAZERI et al., 2012), os alcodlicos (KADER et al., 2011; CHAN; LIM; OMAR,
2007) e, mais recentemente, os fluidos supercriticos (FORNARI et al., 2012;
MESOMO et al., 2012).

2.3.1 Extracéao por arraste de vapor d’agua

A extragcao por arraste de vapor d’agua € um dos métodos mais simples e
mais utilizados. Na industria de 6leos essenciais existem trés tipos de extracodes,
distinguidas pela forma como se estabelece o contato entre a amostra e a agua, na
fase liquida ou de vapor; a primeira é chamada de hidrodestilacdo, onde a amostra
fica imersa na agua contida em um recipiente; a segunda pela acao do vapor da
agua colocada em ebulicdo e separada da amostra por uma tela; e a terceira por
injecdo direta de vapor no material acondicionado em cesto metalico (WILLIANS,
1996).
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2.3.2 Extragcdo com solvente organico

A extracdo por solvente foi desenvolvida para permitir maior extracdo a
menores temperaturas. Neste tipo de extracio, o solvente passa através de um leito
espesso de particulas preparadas de modo que o solvente possa escoar facilmente.
A separagdo dos compostos é conseguida pela transferéncia destes de uma fase
para outra (sélido-liquido, liquido-liquido). A extracdo por solvente utiliza as
diferengas em interagdes intermoleculares na fase liquida (WENNERSTEN, 1992). O
processo constitui-se em duas etapas: a primeira, rapida e facil, de dissolucédo, e
outra mais demorada, de difusdo, e por isso, considerada a etapa limitante. Como
resultado, tem-se uma extracdo com velocidade elevada no inicio e em seguida,
decrescente, ndo se atingindo uma remocao completa, na pratica (MORETTO;
FETT, 1998).

Normalmente, a extracao por solvente € realizada a temperaturas e pressoes
ambientes, como no caso da percolacdo. Aplicam-se pressdes mais altas quando
sao necessarias temperaturas mais elevadas, ou seja, quando as condicoes de
equilibrio ou de transferéncia de massa sao mais favoraveis em temperaturas mais
elevadas (WENNERSTEN, 1992).

A extracdo por solventes tem como principais desvantagens o fato dos
solventes classicos serem geralmente pouco seletivos e sua eliminacdo aumentar os
custos energéticos e os riscos de perda dos compostos volateis.

Mesmo sendo um método muito utilizado na extracdo de compostos
organicos, o tempo de extragdo que costuma ser muito elevado, variando de 1 a 72
horas, pode ser considerado uma restricao (MIGUEL; ANDRADE, 1989). Além disso,
os solventes normalmente sdo téxicos e deixam residuos no extrato obtido, o que
dificulta a sua aplicagdo na area farmacéutica e de alimentos. Neste processo, o
solvente extrai o material organico retido na amostra, a temperatura de ebulicdo do
solvente, o que em algumas situacdes pode provocar transformagdes quimicas nos
componentes extraidos. O processo de extracdo nao € seletivo e, basicamente, a
temperatura de extracao e a natureza do solvente determinam o poder de dissolucéao
(SYNDER; KIRKLAND, 1979; VALE, 1997).
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2.3.3 Extracéo por fluido supercritico

A extragdao por fluido supercritico € uma técnica alternativa e tem sido
empregada para a obtencédo de extratos de alto valor agregado a partir de plantas e
diversos produtos naturais, tanto na area académica como industrialmente,
especialmente para os setores de alimentos, de farmacos e de cosméticos
(QUISPE-CONDORI et al., 2005; DANIELSKI; MICHIELIN; FERREIRA, 2007).

A utilizacdo de um fluido pressurizado (em condicbes super ou subcriticas)
para a obtencédo de extratos é conhecido por ser um método rapido e eficiente para
a extracdo de compostos nado-polares a partir de fontes vegetais. Solventes
supercriticos ou pressurizados sao de particular interesse uma vez que as suas
propriedades fisico-quimicas (densidade, difusividade, viscosidade, constante
dielétrica) podem ser ajustadas por meio da alteracdo da pressao e da temperatura,
0 que permite o controle do poder de solvatacdo e da seletividade do solvente
durante o processo de extracao (PRONYK; MAZZA, 2009). As condicoes moderadas
utilizadas para obter extratos naturais podem reduzir significativamente os
problemas relacionados com a degradacdo térmica dos compostos (PRONYK;
MAZZA, 2009; REVERCHON; DE MARCO, 2006). Além disso, facilita a recuperagao
do solvente devido a volatiidade do fluido e permite a obtencdo de bons
rendimentos de extratos limpos associados a um tempo de extracao curto.

As altas solubilidades, taxas de transferéncia de massa e seletividade fazem
da extracao por tecnologia de fluido supercritico uma metodologia bastante atrativa.
A seletividade do processo de extracdo depende principalmente da densidade do
solvente supercritico, a qual pode ser alterada pela variacdo das condi¢coes do
processo. O baixo calor latente de evaporacao no processo e a alta volatilidade dos
solventes permitem obter extratos ativos isentos de residuos tdxicos e com uma
qualidade final elevada quando comparados aos produtos obtidos por técnicas
convencionais. Além disto, a extracao levada a cabo a baixas temperaturas preserva
os produtos termicamente degradaveis (BALACHANDRAN; KENTISH; MAWSON,
2006).

A extracdo de produtos naturais sélidos com fluido pressurizado é feita
utilizando um extrator de leito fixo, onde o leito & formado pelo préprio material

vegetal. No inicio do processo extrativo a matriz sélida absorve o solvente
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supercritico, que é alimentado no extrator puro e distribuido uniformemente no

interior do leito fixo de particulas sélidas, o que faz com que a estrutura das células e
os canais intercelulares dilatem, diminuindo a resisténcia a transferéncia de massa.
Ao mesmo tempo, ocorre a dissolucao dos compostos que podem ser extraidos pelo
solvente e os mesmos sao transferidos por difusdo de dentro do sélido até a sua
superficie. A transferéncia de massa do soluto da fase sélida para a fase fluida
ocorre pelo escoamento do solvente através do material vegetal, e em qualquer
ponto dentro do extrator a concentracdo de 6leo na fase sélida e fluida varia
continuamente até que o equilibrio seja alcangado. O processo ocorre em regime
transiente, pois o leito permanece fixo e a concentracao do 6leo na fase fluida varia
com o tempo e a posicdo. A mistura soluto/solvente é facilmente separada em um
decantador (BRUNNER, 1994).

De acordo com Recansens et al. (1999), a extracao com fluidos supercriticos
sofre influéncia da temperatura, pressao, tamanho da particula, velocidade do fluido,
densidade e natureza do solvente. Sendo que a taxa de extracao é maior quanto
maior a solubilidade do soluto no solvente.

Um fluido supercritico é definido como uma substancia que esta acima da sua
temperatura critica (Tc) e pressao critica (Pc). O ponto critico representa a maior
temperatura e pressao em que a substancia pode existir como vapor e liquido em
equilibrio.

O diagrama de fases apresentado na Figura 4 mostra as areas onde uma
substancia pura existe como gas, liquido, sélido ou como um fluido supercritico. A
curva representa a temperatura e pressao onde duas fases coexistem em equilibrio
(no ponto triplo, as trés fases coexistem), conhecida como curva de vaporizacao.
Conforme a temperatura e a pressao sao aumentadas ao longo da curva de
vaporizacdo, o liquido torna-se menos denso, devido a expanséo térmica, e o gas
torna-se mais denso, devido ao aumento da pressao. Eventualmente, as densidades
das duas fases convergem e tornam-se idénticas, a distingao entre o gas e o liquido
desaparece, e a curva de vaporizagao chega ao final no ponto critico.
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FIGURA 4 — DIAGRAMA GENERICO DE FASES DE UMA SUBSTANCIA PURA

;Tc

Temperatura

Uma das propriedades do fluido supercritico € de apresentar caracteristicas
intermediarias entre liquido e gas. Nas regides proximas ao ponto critico o fluido tem
densidade e difusividade similar a de liquido, porém viscosidade comparavel a dos
gases. Assim, o fluido supercritico apresenta bom poder de solvatagdo e alta
difusividade.

A escolha de um solvente para extracdo como fluido supercritico deve atender
0s seguintes requisitos: possuir bom poder de solvatacéo, ser inerte ao produto, ser
facilmente separado do produto, ser relativamente barato e ter pressao critica baixa
por razdes econdmicas. Para a aplicacdo da tecnologia supercritica, existe uma
série de substancias que podem ser usadas como fluido supercritico, de acordo com
Hierro (1994). A Tabela 1 apresenta alguns exemplos de substancias que podem ser
utilizadas como fluidos supercriticos e sua respectiva Tc e Pc.

Diversos fluidos podem ser aplicados em condigdes subcriticas e
supercriticas. No entanto, o CO. é o solvente mais amplamente utilizado para obter
extratos naturais, devido a suas caracteristicas termodinamicas e suas propriedades
fisico-quimicas. Este solvente apresenta ponto critico em condicdes relativamente
brandas, Tc de 31 °C e Pc de 7,29 MPa (BRUNNER, 1994). Além disso, pode ser
comumente empregado na industria de alimentos e de aromas por ser nao toxico,
nao carcinogénico, nao inflamavel, nao ser prejudicial a saude humana quando
inalado a baixas concentracdes, ser facilmente removido do material extraido e
ecologicamente correto (MUKHOPADHYAY, 2000; DANH et al., 2009). Além disso,
quando o CO, supercritico € usado como solvente para a extracdo de compostos

termolabeis, a atividade biolégica destes compostos é relativamente elevada,



33
quando comparados com os solventes organicos (SEBASTIAN et al., 1998;

SCHWARZ; TERNES, 1992; CASAS et al., 2009). Isto é devido principalmente ao
fato de que no processo convencional é empregado um solvente organico em
temperaturas mais elevadas que podem provocar a oxidacdo dos compostos
especialmente durante a recuperacao do solvente.

TABELA 1 — ALGUNS DOS SOLVENTES UTILIZADOS NA EXTRACAO SUPERCRITICA (HIERRO,
1994)

Substancia T. (°C) P. (MPa)
CO, 31 7,29
Agua 374 21,72
Metano -82 4,54
Etano 32 4,82
Propano 97 419
Pentano 197 3,33
Etileno 9 4,97
Tolueno 319 4,06
Metanol 240 7,99
Etanol 241 6,06
Acetona 235 4,64
Eter etilico 194 3,59

Estudos mostram que o propano também tem sido utilizado para extracao de
produtos naturais, com resultados interessantes (ILLES et al., 2000; HEGEL et al.,
2007; HAMDAN et al., 2008; FREITAS et al., 2008; CORSO et al., 2010). Embora
nao apresente muitas das qualidades do diéxido de carbono, em algumas situagdes,
poderia ser um solvente melhor para extracdo de Oleos e produtos naturais. O
propano é relativamente barato, ndo deixa residuo téxico e tem um alto poder de
solvatacao (SPARKS et al., 2006). Além disso, as pressdes envolvidas na extracao
de éleo utilizando propano sdo mais baixas do que aquelas na extracdo de 6leos
vegetais com CO, supercritico, e a solubilidade de 6éleos vegetais em CO,
supercritico é baixa se comparada a solubilidade em propano, pois o propano liquido
ou pressurizado é completamente miscivel no 6leo a temperatura ambiente. Do
ponto de vista econébmico, processos com baixas pressées e temperaturas, podem
reduzir custos na extragdo, com alto rendimento, em menor tempo, e

consequentemente menor consumo de solvente, sendo possivel, portanto, otimizar o
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processo. (ILLES et al., 2000; ILLES et al. 1997; BRAVI et al., 2002; HEGEL et al.,

2007; CORSO, 2008; FREITAS et al., 2008; PEDERSSETT], 2008).

No entanto, as informacdes sobre as comparagdes entre os processos de
extracdo empregando CO, supercritico e propano comprimido ainda sdo escassas
na literatura, especialmente no que diz respeito a obtencdo de compostos bioativos.
Aspectos relacionados com a cinética de extracdo, assim como a composicao
quimica dos extratos sdo extremamente importantes para melhorar a compreensao
dos fenémenos envolvidos no processo de extracdo com fluidos pressurizados.

Zancan et al. (2002) observaram que a taxa de transferéncia de massa e
rendimento aumenta com a diminuicdo da densidade de CO, e estes autores
observaram que a eficiéncia global do processo foi aumentada depois de um
aumento de temperatura de 25 °C para 30 °C.

Norulaini et al. (2009) avaliaram o efeito de diferentes combinacbdes de
temperatura, pressdo e de massa de CO, sobre o rendimento da extracdo de
gengibre e observaram que a interacdo entre a pressao e a temperatura reduz o
rendimento e a interacdo entre a temperatura e a massa de CO, apresentou um
efeito positivo sobre o rendimento da extracdo. A combinagdo de baixa presséao e
baixa temperatura conduziu a rendimentos mais baixos, enquanto que a alta pressao
(50 MPa) e baixas temperaturas (30 °C — 40 °C) aumentaram o rendimento da
extragao.

Monteiro (1999) estudou a extracdo do 6leo essencial/oleorresina de gengibre
(Zingiber officinale Roscoe) com CO, supercritico, de modo a avaliar a influéncia do
tamanho da particula, da temperatura e do tempo de extracdo no rendimento global
e na composicao quimica do 6leo volatil/oleorresina de gengibre. Os resultados
obtidos mostraram que os rendimentos mais elevados e mais baixos foram obtidos
quando particulas de tamanho médio e a mistura de todos os tamanhos foram
utilizados, respectivamente. O autor também avaliou os efeitos da presséo (7,0 MPa
a 25,0 MPa) e da temperatura (16 °C e 38 °C) sobre a taxa de transferéncia de
massa durante a extracao e no rendimento de oleorresina obtida durante o periodo
em que a taxa de extracao foi constante. A analise estatistica realizada por estes
autores mostrou que o efeito de pressao foi predominante no processo.

Pederssetti et al. (2011) investigaram o processo de extragcdo de 6leo de
sementes de canola (Brassica napus) usando CO, supercritico e propano
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comprimido como solventes. Os resultados indicaram que a pressao e a temperatura

sao variaveis importantes no processo de extracdo com CO,, enquanto que para 0
propano apenas a temperatura teve efeito sobre o rendimento. A extracdo com
propano foi mais rapida e maiores rendimentos foram encontrados. Os extratos
apresentaram composicdo quimica semelhante. Resultados semelhantes foram
encontrados por Corso et al. (2010) que avaliaram a extragcdo de sementes de
gergelim (Sesamun indicum L.). Vale ressaltar que nos dois casos a matéria-prima
era rica em triacilglicerol.

Quando duas fases de composicdes diferentes ficam em contato durante
certo intervalo de tempo pode ocorrer transferéncia de massa de uma fase para
outra até atingir um estado de equilibrio, que em alguns casos é denominado de
solubilidade. Os processos de destilacdo, absorcdo, dessorcdo, separacao por
membranas, extracdo sélido-liquido, extracdo liquido-liquido e, também, os
processos de extracdo envolvendo fluidos supercriticos baseiam-se na diferenca do
potencial quimico das fases em equilibrio (SANT’ANA, 1996).

O comportamento cinético de uma extracao & descrito por uma curva global
de extracao (Overall extraction curve — OEC). Uma curva global de extracdo é
determinada considerando a massa de extrato determinada em funcao do tempo de
extracdo. A informacéao fornecida € o tempo requerido para uma batelada (um ciclo
de extracao). Uma OEC tipica pode ser descrita por trés etapas (MEIRELES, 2008):

i) Etapa de taxa de extracdo constante (CER, constant extraction rate period):
a retirada do extrato que esta recobrindo a superficie externa da particula
ocorre a uma velocidade aproximadamente constante, predominando o
fenbmeno de conveccgao.

i) Etapa com taxa decrescente de extracdo (FER, falling extraction rate
period): comeca a aparecer resisténcia a transferéncia de massa na interface
sélido-fluido devido a falhas na camada superficial de soluto que recobre as
particulas. Os efeitos de transferéncia de massa por conveccao e por difusdao sao
importantes.

iii) Etapa controlada pela difusdao (DC, diffusion-controlled rate period):
periodo caracterizado pela retirada do extrato através do mecanismo de difusao.
Nesta etapa nao ha soluto na superficie da particula sélida.

Uma das maiores dificuldades na simulacao das curvas globais de extracao é
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encontrar um modelo matematico que represente de forma generalizada o que

ocorre nos processo de extragdo com fluido supercritico (SFE).

2.4 ESTUDOS SOBRE A OBTENGAO E ANALISES DE EXTRATO DE GENGIBRE

Roy, Goto e Hirose (1996) estudaram os efeitos da vazdo do solvente,
distribuicdo de tamanho de particula, temperatura (15 °C - 80°C) e pressao (8-30
MPa) sobre a cinética de extracdo supercritica de gengibre com CO,. Para a
pressao de 24,5 MPa, a taxa de transferéncia de massa aumentou com o aumento
da temperatura, enquanto a 10.8 MPa, diminuiu (ROY; GOTO; HIROSE, 1996).
Yoney et al. (1995) usou um tipo de gengibre chinés para verificar a influéncia das
variaveis de processo no rendimento e na composicdo dos extratos Estes autores
observaram que o aumento da vazdo do solvente promoveu a diminuicdo da
concentracdo de compostos volateis e 0 aumento na quantidade extraida de 6-
gingerol.

Spiro et al. (1990) estudaram a extracdo de 6-gingerol de gengibre jamaicano
a 30 °C usando varios solventes: diclorometano, etanol, alcool isopropilico e uma
mistura de acetona e agua (80:20 (v:v)). As maiores quantidades de 6-gingerol foram
extraidas com alcool isopropilico. Os coeficientes de particdo de 6-gingerol sobre
estes solventes organicos sdo maiores do que para o diéxido de carbono (SPIRO;
KANDIAH, 1990).

Badalyan, Wilkirson e Chun (1998) observaram que o uso do etanol (2 %, em
massa), como cosolvente aumentou a produtividade em aproximadamente 10 %
para gengibre australiano em comparacao com o rendimento obtido com CO. liquido
puro a 25 °C, no entanto, a 35 °C o rendimento diminuiu. As curvas de extracao
global obtidas por esses autores apresentaram a forma tipica: taxa constante de
extracdo (CER), taxa de decaimento de extracdo (FER) e difusdo controlada (DC).
Os autores determinaram que, durante o periodo CER foram extraidos os
compostos mais volateis, que formam o 6leo essencial de gengibre. No periodo de
FER, eles obtiveram a oleorresina, responsavel por 50 % do rendimento global. Com
esses resultados, os autores concluiram que o uso do etanol como co-solvente

aumentou a produtividade durante esta fase do processo. O periodo DC foi
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responsavel por aproximadamente 15 % do rendimento global (BADALYAN;

WILKIRSON; CHUN, 1998).

Monteiro (1999) estudou a extracdo supercritica do 6leo volatil / oleorresina
de gengibre (Zingiber officinale Roscoe) com CO, supercritico, com objetivo de
avaliar a influéncia da temperatura, tamanho de particulas e tempo de extracao no
rendimento global e na composicao quimica do éleo volatil / oleorresina de gengibre.
Os resultados encontrados pelo autor mostraram que o maior € menor rendimentos
foram obtidos quando as fracdes médias (secas a 30 °C / 60 min) e a mistura de
todas as fracdes respectivamente foram usadas. Também foram avaliados os efeitos
das variadveis de processo: pressao de 7 a 25 MPa, temperatura de 16 a 40 °C e
vazao do solvente, na taxa de transferéncia de massa, no tempo de extracdo e no
rendimento da oleorresina para o periodo de taxa de extracdo constante. A analise
estatistica concluiu que o efeito da pressao foi predominante no processo.

Nobrega et al. (1997) obtiveram maiores quantidades 6-gingerol no final do
processo de SFE. Monteiro (1999) observou que a taxa de transferéncia de massa
na SFE de gengibre realizada a 40 °C é significativamente menor do que a 30 °C.
Os rizomas de gengibre podem ter até 80 % de carboidratos (TAVEIRA
MAGALHAES, 1997) e a 40 °C pode iniciar a gelatinizacdo do amido. Este
fenbmeno pode obstruir as paredes celulares das particulas de gengibre, causando
a diminuicao da taxa de transferéncia de massa. Assim, considerando a presenca de
amido e que alguns dos componentes do extrato de gengibre sdo termolabeis, os
autores recomendam que a temperatura do processo deve ser mantida abaixo de 40
°C.

Zancan et al. (2002) avaliaram os efeitos da temperatura, pressao e da adicao
de cosolvente (etanol e alcool isopropilico), sobre a cinética de extracdo da
oleorresina de gengibre. Os resultados mostram que a temperatura e a interagao
entre a pressao e o solvente afetaram significativamente o rendimento total. A taxa
de transferéncia de massa aumentou com a pressao na auséncia do co-solvente e
diminuiu quando etanol e alcool isopropilico foram utilizados. As principais
substancias presentes no extrato de gengibre foram a-zingibereno, gingerois e
shogadis; as quantidades desses compostos foram significativamente afetadas pela
temperatura, pressao e solventes. No entanto, a atividade antioxidante do extrato de

gengibre permaneceu constante em aproximadamente 80 % e diminuiu para
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aproximadamente 60 % na auséncia de gingerdis e shogadis.

Wang et al. (2006) estudaram a extracdo de O6leos essenciais a partir de
materiais vegetais secos por micro-ondas, adicionando um meio de absorcdo de
micro-ondas (MAM) a um reator e extragcdo de micro-ondas sem solventes (SFME).
Com um poder de irradiagdo de micro-ondas de 85 W, em cerca de 30 minutos os
Oleos essenciais foram extraidos completamente. Os resultados encontrados foram
comparados com aqueles obtidos através da utilizacdo de SFME convencional,
hidrodestilacdo assistida por micro-ondas, (MAHD) e hidrodestilacdo convencional
(HD), e a conclusédo foi que a SFME €& um meio viavel de extracdo de dleos
essenciais a partir de materiais vegetais secos, pois houve poucas diferengas entre
a composicao dos 6leos essenciais extraidos.

Bua-in e Paisooksantivatana (2009) avaliaram a variacdo na composicao do
6leo essencial e na atividade antioxidante de extratos de gengibre de diferentes
regibes da Tailandia obtidos por extracdo em micro-ondas (BUA-IN;
PAISOOKSANTIVATANA, 2009). Tais autores concluiram que o0s rizomas
provenientes das diferentes regides possuem quantidades diferentes de 6leo
essencial, sendo que as amostras coletadas da Tailandia ocidental continham maior
quantidade (11,07 mL.kg"), enquanto as do leste da Tailandia continham o menor
volume (4,95 mL.kg"). Foram identificados 15 compostos nas amostras estudadas,
porém nao foram identificadas diferengas significativas nos componentes do 6éleo
essencial entre as fontes estudadas. A atividade antioxidante dos extratos etandlicos
mostrou-se significativamente diferente (p < 0,05), sendo que o extrato do rizoma do
norte apresentou a maior atividade (80,88 %), seguido por aqueles do leste (76,47
%), do sul (72,51 %), do nordeste (67,38 %), do oeste (66,66 %) e da regido central
(57,63 %).

Puengphian e Sirichote (2008) monitoraram o conteudo de 6-gingerol durante
o0 processo de secagem e de extracdo com CO, supercritico de gengibre e
analisaram as propriedades dos extratos bioativos obtidos. Apds o processo de
secagem (11,54 + 0,29 % de umidade), o conteludo de 6-gingerol dos rizomas de
gengibre foram reduzidos de 21,15 + 0,13 para 18.81 = 0,15 mg.g™" (base seca). A
extracao supercritica de gengibre com CO; foi realizada nas condi¢des de 20 MPa a
35 °C e 23 MPa a 40 °C. Os extratos de ambas as condi¢cdes apresentaram 6-
gingerol nas quantidades de 238,94 + 0,79 e 170,50 + 0,45 mg.g de extrato™, e teor
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de fendis totais de 183,96 + 1,25 e 126,04 + 0,72 mg de 4cido galico.g de extrato™,

respectivamente (PUENGPHIAN; SIRICHOTE, 2008).

Rodrigues et al. (2002) avaliaram a aplicagdo do método dindmico para a
medida da isoterma de solubilidade em sistemas pseudo-ternarios constituido pelo
material vegetal (estrutura celulésica + soluto) e CO,. Os dados experimentais foram
medidos em dois laboratérios independentes, utilizando trés equipamentos e trés
espécies vegetais diferentes: cravo da India (Eugenia caryophyllus), gengibre
(Zingiber officinale) e eucalipto (Eucalyptus tereticornis). A solubilidade para o
sistema botdes de cravo-da-india/ CO, variou de 0,220 a 0,277 (kg de extrato.kg de
CO:") na isoterma de 15 °C. A solubilidade para o sistema gengibre/ CO, variou de
2,00 x 10° a 7,2 x 10° kg de extrato.kg de CO, "' no intervalo de pressdo 10 a 30
MPa e temperatura 20 °C a 40 °C. A solubilidade do sistema eucalipto/CO,, na
isobarica de 6,67 MPa, variou de 3,95 a 4,7 x 10° kg de extrato.kg de CO,™".

Diante dos trabalhos apresentados pela literatura, a presente investigacao
pretende contribuir para o levantamento dos principais parametros envolvidos no
processo de obtencdo do extrato de gengibre utilizando diferentes processos de
extracdo e comparar o perfil quimico dos extratos de gengibre obtidos. Além disso,
estudar a atividade antioxidante e antibacteriana dos extratos obtidos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 PREPARO DA MATERIA-PRIMA

Os rizomas de gengibre (Zingiber officinalle Roscoe) foram adquiridos de um
produtor da cidade de Morretes, regiao litordnea do Estado do Parand, Brasil. Os
rizomas (40 kg) foram colhidos em agosto de 2010, lavados e sanitizados, depois
armazenados em temperatura de -18 °C + 2 °C em embalagens plasticas de
polipropileno (1 kg), protegendo os rizomas contra a acado dos micro-organismos e
retardando as reacdes bioquimicas. As amostras foram cortadas em toletes, ainda
com casca, e secas em estufa com circulacdo de ar a temperatura de 30 °C = 2 °C
(ZANCAN et al., 2002) até peso constante. O gengibre seco foi armazenado em
sacos plasticos de polipropileno (1 kg) em freezer a -18 °C £ 2 °C.

Imediatamente antes da extracdo, as amostras de gengibre seco e
congeladas foram moidas em moinho de facas e separadas usando peneiras da
série Tyler com diferentes aberturas, com ajuda de um agitador mecanico (Produtest,
Sao Paulo, Brasil). Para caracterizacao fisico-quimica do material foi estimado o
didmetro médio das particulas pelo método apresentado por Gomide (1983),
Equacao 2, considerando a fracdo massica do material moido nas seguintes séries:
mesh 12 (25 %), mesh 14 (10 %), mesh 20 (25 %), mesh 28 (25 %) e mesh 48 (15
%) (GOMIDE, 1983).

Onde:
D, = Diametro médio das particulas
x; = fracao de massa retida na peneira

D; = didmetro de abertura da peneira
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3.2 DETERMINACAO DO TEOR DE UMIDADE E DA DENSIDADE DAS

PARTICULAS

O conteudo de umidade (U) das amostras de gengibre foi determinado pelo
método de destilacdo com tolueno, de acordo com AOCS (1998), que distingue agua
do material volatil. Os valores foram calculados pela Equacédo 1 (AOCS, 1998).

Vio -
U:(—HZO szo]xlOO (1)

amostra

onde Viz0 € 0 volume da fase aquosa, proo € a densidade da agua € Mamesira € @

massa da amostra.

Para posterior estudo da modelagem do processo, foi calculada a densidade
real do gengibre moido, que foi determinada utilizando-se a técnica da picnometria
em gas hélio pelo Instituto de Quimica da Unicamp, Campinas, Brasil. A densidade
aparente foi calculada usando-se o volume total da célula de extracdo e a massa
total de gengibre necessaria para empacota-la. Com os dados de densidade real e
aparente, foi calculada através da Equacao 3 a porosidade do leito.

Onde:
€ = porosidade
d, = densidade aparente das particulas
d,= densidade real das particulas

3.3 EXTRACAO COM SOLVENTE ORGANICO

O extrato etéreo foi obtido de aproximadamente 5 g de gengibre seco e
moido, em triplicata, por extracdo em Soxhlet (Nova Etica, Brazil) usando éter de
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petréleo a 60 °C por 6 horas, seguido pela remocao do solvente a 40 °C, de acordo

com a metodologia oficial determinacdo de extrato etéreo da AOAC (1999).

3.4 HIDRODESTILACAO

O método da hidrodestilacao foi empregado para obtencado do éleo essencial
dos rizomas de gengibre usando o aparato de Clevenger de acordo com a
metodologia recomendada pela Farmacopéia Brasileira (1999). Um total de 25 g de
gengibre seco e moido foi homogeneizado e colocado em um baldo de fundo
redondo com 1000 mL de agua destilada. A mistura foi levada a ebulicdo por 180
minutos em pressao atmosférica. O éleo amarelo brilhante obtido foi separado e
seco com sulfato de sodio anidro para a remogao de tracos de umidade. O 6leo foi

armazenado em frascos ambar a temperatura de 4 °C até seu uso nas analises.

3.5 PROCESSO DE EXTRACAO SUPERCRITICA

Os experimentos de extracdo foram realizados na unidade de extracéo
supercritica do Laboratério de Cinética e Termodinamica Aplicada (LACTA), da
Universidade Federal do Parana. A obtencado dos extratos de gengibre foi realizada
em um extrator batelada (0,08 m® de volume interno, L = 0,16 m, ¢ = 2,52 x 102 m),
com controle de temperatura e pressdao. O sistema é composto por um extrator
encamisado para controle de temperatura, um banho ultratermostatizado, uma
valvula agulha para controle de fluxo na saida do extrator, uma bomba tipo seringa
de alta pressdo, uma bomba de deslocamento positivo, e ainda, sensores e
transdutores de pressao e temperatura. Para a determinacao da cinética de extracao
supercritica e subcritica, foram usados os solventes CO, (White Martins S.A., 99,5 %
de pureza na fase liquida) e propano (White Martins S.A., 99,5 % de pureza na fase
liquida). As extracbes foram conduzidas em vazbées que variaram de 0,19 a 0,96
kg.min™" para o CO; e de 0,43 a 0,52 kg.min" para o propano. Para determinar a
influéncia dos fatores principais, pressédo e temperatura, foi usado um planejamento

fatorial 2% com triplicata do ponto central. Para todas as corridas, o extrator foi
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carregado com 25 g de gengibre seco e moido, com contetudo de umidade de 10,80

t* 1,04 %, formando um leito fixo. Os experimentos foram realizados nas
temperaturas de 20, 40 e 60 °C para ambos os solventes e pressao de 8,0, 16,5 e
25,0 MPa para o CO; e 3,0, 6,5 e 10,0 MPa para o propano. As amostras de extrato
de gengibre foram coletadas em frascos ambar em intervalos de 10 minutos, com
um tempo total de processo de 180 minutos. Na Figura 5 é apresentado um

diagrama esquematico da unidade de extracao para fluidos pressurizados.
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FIGURA 5 — DIAGRAMA ESQUEMATICO DO APARATO EXPERIMENTAL MONTADO EM ESCALA
DE LABORATORIO PARA A OBTENCAO DE EXTRATOS VEGETAIS UTILIZANDO FLUIDO
PRESSURIZADO COMO SOLVENTE.

3.6 ANALISE DO EXTRATO

A determinagédo da composicdo quimica dos extratos obtidos foi realizada no
Laboratério de Analises de Combustiveis Automotivos (LACAUT) por cromatografia
em fase gasosa com detector de ionizagdo em chamas (CG-FID) (VARIAN, modelo
450-GC) equipado com coluna capilar de silica fundida (CP-SIL 8CB; 30 m x 0,25
mm x 0,25 um) usando hélio como gas de arraste (White Martins Gases Industriais,
99,9 % de pureza). As temperaturas do injetor e detector foram 250 °C e 300 °C,
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respectivamente. A seguinte programacéo foi usada: 60 °C — 250 °C a 3 °C.min", a

razdo de split foi 1:200 e a vazdo de hélio 1,0 cm3.min™'. A preparagéo das amostras
para injecao foi realizada pela diluicdo simples do extrato coletado em etanol ( P.A.
grau cromatografico). A quantificacdo dos componentes principais foi conduzida pelo
método da normalizagdo simples de areas onde a porcentagem de area de cada
componente foi dividida pela area total dos compostos detectados e o resultado foi
multiplicado por 100. A identificacdo dos componentes principais foi realizada por
CG-MS (Varian, modelo CP 3800 / Saturn 2000) nas mesmas condicoes analiticas
usadas para o sistema CG-FID e a mesma coluna cromatografica. A identificacao foi
confirmada pela comparacao do espectro de massa com os dados da biblioteca do
CG e o indice de retencao (ADAMS, 2007).

3.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL

A atividade antioxidante total dos extratos obtidos via tecnologia supercritica
(CO, e propano como solventes) foi determinada pelo método espectrofotométrico
de redugéo do composto fosfomolibdico descrito pro Prieto, Pineda e Aguilar (1999).
O método é baseado na reducédo de Mo*® para Mo*® com subsequente formacdo do
complexo fosfato-Mo*°, que apresenta absorcdo maxima em 695 nm. Uma aliquota
de 0,02 mL da solucdo (0,01 mL de extrato de gengibre e 25 mL de etanol) foi
combinada com 1,5 mL da solucao reagente (acido sulfarico 0,6 M, fosfato de sodio
28 mM e molibdato de aménia 4 mM). As amostras foram incubadas a 95 °C por 90
minutos. Em seguida as amostras foram resfriadas até temperatura ambiente,
centrifugadas e a absorbancia da solucao foi medida a 695 nm contra um branco
(1,5 mL da solucédo reagente e 0,02 mL de etanol). Os ensaios foram realizados em
triplicata e os resultados expressos em mg de a-tocoferol / g de extrato (PRIETO;
PINEDA; AGUILAR, 1999).

3.8 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

As propriedades antibacterianas do 6leo essencial de gengibre (obtido por
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hidrodestilacdo) e dos extratos (obtidos utilizando CO, como solvente) foram

testadas pelo método de difusdo em agar (BAUER et al., 1996). Foram testadas 2
cepas de bactérias Gram-positivas, Staphylococcus aureus (ATCC25923) e Listeria
monocytogenes (ATCC19111) e 4 cepas de bactérias Gram-negativas, Pseudononas
aeroginosa (ATCC27853), Escherichia coli (ATCC25922), Salmonella typhimurium
(ATCC14028), Shigella flexneri (ATCC12022).

As cepas selecionadas foram inoculadas em 10 mL de caldo tripticase de soja
(TSB) a 37 °C por 24 horas. Suspensbes dessas bactérias (100 pl) foram
preparadas, ajustadas comparando-se com tubo padrdo de turbidimetria 0,5 da
escala Mc Farland e semeadas usando swab estéril em placas contendo &gar
tripticase de soja (TSA). Depois da completa absorcdo do inoculo pelo meio de
cultura foram feitos pogos (orificios) de 7 mm de didmetro. O 6leo essencial e os
extratos de gengibre foram dissolvidos em DMSO (1 mL de 6leo / extrato em 3 mL
de DMSO) e 40 ul dessa solugéo foi adicionada nos diferentes pogos (orificios) nas
placas. As placas foram mantidas a temperatura ambiente (20 °C) por 3 horas para
a difusdo da solucdo no meio de cultura antes do crescimento das bactérias e
incubadas a 37°C por 24 horas. Como controle negativo foi usado 40 yL. de DMSO e
como controle positivo 40 L de tetraciclina (10 mg.mL™"). A atividade antibacteriana
foi determinada pela formacdo ou ndo de halos de inibicdo ao redor dos pocos
(orificios). Os ensaios foram realizados em triplicata e os diametros dos halos de

inibigdo (em mm) foram medidos.

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados estatisticamente usando o software Statistica
7.0 (Analytical Software, Tallahassee, FL, USA), e cada resposta foi avaliada
independentemente. O teste de Tukey foi usado para avaliar as diferencas entre as
médias considerando um valor-p menor que 0,05 (p < 0,05) como estatisticamente

significativo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 RENDIMENTO DAS EXTRACOES

As caracteristicas das particulas e do leito usados no processo de extracéao
supercritico foram: diametro médio das particulas de 6,27 x 10* m, densidade real
das particulas de 1900,00 kg.m™, densidade aparente do leito de 226,42 kg.m™ e
porosidade do leito de 0,88. O conteudo de umidade do gengibre fresco foi de 83,91
t* 1,67 % (massa de agua / massa de sélido seco) e para o gengibre seco foi de
10,80 + 1,04 %.

A Tabela 2 apresenta as condicdes experimentais aplicadas na obtengdo dos
extratos e 6leo essencial de gengibre e o rendimento obtido em cada processo. As
densidades dos solventes nas condicées aplicadas para processo de extracao
supercritica também sao apresentadas na Tabela 2. O rendimento dos extratos foi
calculado como a massa de extrato obtida pela massa de material seco adicionada
ao extrator. O rendimento da extracao foi calculado no final do tempo de extracao
(180 min) para permitir a comparacao direta entre os resultados obtidos nas
diferentes condicbes experimentais. Os resultados obtidos nas extracées com CO; e
propano e hidrodestilacao foram correlacionados com os valores obtidos com éter de
petréleo, visto que esta é a metodologia oficial para a determinacdo de extrato
etéreo. Os resultados encontrados como porcentagem de extracdo podem ser vistos
na Tabela 2.

A extracdo com éter de petroleo realizada na temperatura de ebulicdo do
solvente por 6 h possibilitou um rendimento de 3,09 % em relagdo ao material seco
adicionado no extrator (desvio padrdo de 0,13 % baseado na triplicata dos ensaios).
O maior rendimento de extrato de gengibre (3,21 g de 6leo. kg de gengibre™),
usando CO. como solvente, foi obtido na pressao de 25,0 MPa e temperatura de 60
°C, que correspondem aos maiores valores de pressao e temperatura testados. Os
menores rendimentos foram obtidos nos experimentos com menor pressao (8,00
MPa) a 60 °C. E importante observar que a densidade do CO; a 8,00 MPa e 60 °C
(193,00 kg.m™ como reportado na Tabela 2) (ANGUS; ARMSTRONG; REUCK,
1976) é menor que a densidade critica do CO, de 466,06 kg.m™, sendo portanto
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uma condicdo fora da regido supercritica para o CO,. Assim, o rendimento de

extragdo foi menor provavelmente devido ao fato de que nessas condigbes a
densidade do CO. foi menor quando comparada com outras condi¢cdes de pressao-
temperatura aplicadas neste estudo, resultando em menor solubilidade do extrato e
também em baixas taxas de transferéncia de massa durante a extragdo. Pode-se
notar que os experimentos usando pressdes de 25,0 MPa e 16,5 MPa também
possibilitaram bons rendimentos, demostrando o efeito positivo da pressdo no
processo de extracao. A hidrodestilacao, realizada préxima ao ponto de ebulicido da
agua, durante 180 minutos alcangcou um rendimento de extracdo de 1,79 % em
relacdo ao material seco alimentado no Clevenger (desvio padrao de 0,10 % em

massa com base em trés ensaios).

TABELA 2 — CONDIGOES EXPERIMENTAIS E RENDIMENTOS OBTIDOS NAS EXTRAGCOES DE
GENGIBRE USANDO CO, PROPANO E ETER DE PETROLEO COMO SOLVENTES E
HIDRODESTILAGAO.

Ensaio Solverte T€0) P (MPa) Densiile:de Vaz?no_1 Rendir?eanto da Tempo~de ' Porcerjtabgem de
(kg.m™) (kg.-min")  extragao” (%) extragdo (min)  extracao (%)

1 CO: 20°C 8,0 828,8 0,83 1,97 180 63,75

2 CO:2 20°C 25,0 964,1 0,96 2,42 180 78,32

3 CO2 60°C 8,0 193,0 0,19 0,22 180 7,12

4 CO:2 60°C 25,0 788,7 0,79 3,21 180 103,88

5° CO» 40°C 16,5 803,8 0,80 2,35 (£ 0,11) 180 77,35

6 Propano 202C 3,0 506,1 0,51 1,98 180 64,08

7 Propano 20°C 10,0 521,5 0,52 2,29 180 74,11

8 Propano 60°C 3,0 434,9 0,43 2,01 180 65,05

9 Propano 60°C 10,0 467,4 0,47 2,70 180 85,11

10° Propano 40°C 6,5 486, 1 0,49 2,51 (+0,12) 180 83,17

11 Eter de petréleo - 0,09 - - 3,09 (x0,13) 360 100,00

12 Hidrodestilacdo - 0,09 - - 1,79 (£ 0,10) 180 57,93

# (massa de extrato dividida pela massa de material seco no leito) x 100.

b (massa de extrato obtida na extragdo com solvente pressurizado no final do tempo total de extracéo
dividida pela massa de extrato obtido com éter de petroleo)x100.

°Valores médios e desvio padrdo dos ensaios em triplicata.

4 As densidades do CO, e do propano foram obtidas de Angus, Armstrong e Reuck (1956) e Linstrom

e Mallard (2012), respectivamente.
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As curvas cinéticas obtidas na extracdo de gengibre usando as condicdes

descritas na Tabela 2 com CO, supercritico como solvente sao apresentadas na
Figura 6. Para todas as extragdes a vazdo de CO, foi de 1,0 + 0,2 cm®. min™'. Pode-
se ver na Figura 6 que a maior taxa inicial de extracao foi alcancada para a condicao
com CO, subcritico, 20 °C e 8,0 MPa. Apesar disso, depois de 60 minutos de
extracdo ocorre o termino com menor rendimento (1,97 %) e porcentagem de
extracdo (63,75 %). A extragdo supercritica com CO, a 60 °C e 25,0 MPa representa
a condicao mais eficiente, uma vez que o extrato de gengibre foi obtido com uma
alta taxa inicial e o rendimento da extracdo e a porcentagem de extracdo foram

maiores.
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FIGURA 6 — CURVAS CINETICAS EXPERIMENTAIS PARA O PROCESSO DE EXTRACAO DE

GENGIBRE USANDO CO, COMO SOLVENTE (Q) 20 °C E 8,0 MPa, (O) 20 °C E 25,0 MPa, (<) 60
°C E 8,0 MPa, (&) 60 °C E 25,0 MPa. SIMBOLOS PREENCHIDOS SAO AS TRIPLICATAS DO
PONTO CENTRAL (40 °C E 16,5 MPa).

Considerando as extracdes com propano como solvente pode-se observar
que a pressao apresenta um efeito positivo no rendimento da extracdo. De acordo
com os resultados obtidos na faixa de pressao e temperatura estudadas nota-se que
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o efeito da temperatura ndo foi significativo. Na pressao de 3,0 MPa, temperaturas

de 20 °C e 60 °C promoveram rendimentos similares de 1,98 % e 2,01 %,
respectivamente. Quando a pressao € aumentada de 3,0 MPa para 10,0 MPa e a
temperatura € mantida constante, o rendimento aumenta. De acordo com Corso et
al., (2010) quando propano foi usado como solvente em extragbes de sementes de
sésamo, o efeito da temperatura foi mais pronunciado que o efeito da pressao. A
literatura cita que o propano comprimido é considerado melhor solvente para a
extragdo de triacilgliceréis que o CO, (HAMDAN et al., 2008; FREITAS et al., 2008;
LANZA et al., 2005; NDIAYE et al., 2006a; NDIAYE et al., 2006b). Apesar disso, em
relacdo a extracdo de gengibre deste estudo, o propano apresentou resultados
satisfatorios quando comparados com os resultados obtidos para CO. supercritico
em termos de rendimento de extracao.

A Figura 7 mostra as curvas cinéticas obtidas na extragao de gengibre usando
as condi¢des descritas na Tabela 2 com propano como solvente. A partir das curvas
cinéticas pode-se notar que a extragdo de gengibre usando propano comprimido a
60 °C e 10,0 MPa, e no ponto central (40 °C e 16,5 MPa) permitiu alcancar uma taxa
constante de extracdo mais rapidamente que as outras condigdes estudadas. A
maior quantidade de extrato foi obtida no inicio do processo, dentro de 30 a 60 min.
Durante este periodo a taxa de extragdo aumentou quase linearmente com o tempo
devido a transferéncia de massa ser facilitada pelo 6leo presente na superficie.
Depois de 60 a 80 min a massa de extrato foi extraida mais lentamente, com pouco
aumento no rendimento. Depois deste periodo a massa extraida aumentou
lentamente até os 150 min e permaneceu constante até o final do processo. As
curvas para as outras condigdes testadas tiveram comportamento muito similar e fica
evidente que o0 aumento da pressao e temperatura (60 °C e 25 MPa) aumentou o
rendimento durante o periodo de extracdo, destacando a influéncia desses

parametros na taxa de transferéncia de massa.



50

3,0
« b0
A, A A g
25 ™ a T
~.—® !:lll‘.o
— m]
S ‘z'gaﬁﬁun
2 s b0
* A o
g 20 s . B ° Onggzs
o I 66++
‘8 =ﬁ ¢gpﬂ5
S 15 . ° ° %
o & # O o +
\O +
o § 0
o o
+
S 1.0 'D
£ @
-g D
&
& )
0,5 )
)
0,0 : : : : : : : ' :
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Tempo (min)

FIGURA 7 — CURVAS CINETICAS EXPERIMENTAIS PARA O PROCESSO DE EXTRAGAO DE
GENGIBRE USANDO PROPANO COMO SOLVENTE (©) 20 °C E 3,0 MPa, () 20 °C E 10,0 MPa, (
£) 60 °C E 3,0 MPa, (<) 60 °C E 10,0 MPa. SIMBOLOS PREENCHIDOS SAO AS TRIPLICATAS
DO PONTO CENTRAL (40 °C E 6,5 MPa).

Como mencionado anteriormente, as curvas cinéticas da extracdo usando
propano a 3,0 MPa e temperaturas entre 20 °C e 60 °C (Ensaios 6 e 8 — Tabela 2)
mostram comportamento similar, como dados sobrepostos e rendimentos inferiores
aos obtidos nas demais condigdes. Em todas as condigdes com propano o
comportamento das curvas cinéticas foi similar ao comportamento observado
quando CO, foi usado como solvente, no entanto, o periodo de taxa de extracao
constante foi alcancado mais rapidamente e o rendimento foi ligeiramente reduzido.

A solubilidade é fortemente influenciada pela temperatura e moderadamente
influenciada pela pressao préxima ao ponto critico, entretanto acima desse ponto,
ambos os efeitos (temperatura e pressao) exercem influéncia significativa na
solubilidade, sendo que a solubilidade aumenta com aumento da pressao e diminui
com aumento da temperatura. O efeito da temperatura sobre a solubilidade é

complexo, visto que, com aumento da temperatura ocorre uma elevagao da pressao
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de vapor do soluto, promovendo uma maior solubilidade, por outro lado, a

densidade do solvente diminui, provocando também uma diminuicdo da solubilidade
(KING; BOTT, 1993).

A densidade do fluido supercritico, que determina seu poder de solvatacao,
diferentemente dos liquidos, pode ser ajustada por uma pequena variacao de
pressao ou temperatura. Na vizinhanca do ponto critico uma pequena elevacao de
pressdo aumenta sensivelmente a densidade do fluido, e este efeito diminui com o
aumento da distancia dos valores criticos, por isso o poder de solvatacdo de um
fluido supercritico pode ser controlado mais facilmente do que o de um solvente
liquido (SIHVONEN et al., 1999; RAVENTOS; DUARTE; ALARCON, 2002).

4.2 COMPOSICAO DOS EXTRATOS DE GENGIBRE

Para avaliar o efeito das varidveis de processo (método, solvente,
temperatura e pressao) sobre a composicao de extrato de gengibre foram realizadas
analises por GC-MS e GC-FID nas amostras coletadas apdés 180 min de extracao
(final das extragdes). A Tabela 3 mostra a quantificacdo dos compostos principais
dos extratos de gengibre obtidos utilizando CO, e propano como solventes e
hidrodestilacdo. O extrato obtido utilizando éter de petréleo nao foi analisado, pois
nao pode ser aplicado em produtos alimenticios devido a possibilidade de ter
residuos tdxicos do solvente. Alguns cromatogramas sao apresentados no Anexo A.

A partir dos resultados de composicao apresentados na Tabela 3 pode-se
observar que o gengibre contém um elevado numero de substancias ativas e
pungentes. A analise cromatografica revelou que os perfis quimicos dos extratos séo
semelhantes e, de acordo com a biblioteca do CG-MS, contém monoterpenos,
terpendides e sesquiterpenos. Os compostos mais abundantes, de acordo com a
biblioteca do CG-MS, sao a-zingibereno, B-sesquifelandreno, a-farneseno, geranial,
B-bisaboleno e B-eudesmol. Os compostos identificados nas amostras utilizadas
neste estudo estdo de acordo com relatos da literatura (ZANCAN et al., 2002;
MONTEIRO, 1999; BARTLEY; FOLEY, 1994).
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TABELA 3 — COMPOSICAO DE VOLATEIS DETECTADA POR CG DE OLEO ESSENCIAL E EXTRATOS DE GENGIBRE OBTIDOS USANDO
HIDRODESTILAGCAO E CO, E PROPANO COMO SOLVENTES.

CO» Propano | H20

Compostos® Egtigﬁggg Ensaio1 Ensaio2 Ensaio3® Ensaio4 Ensaio5° Ensaio6 Ensaio7 Ensaio8 Ensaio9 Ensaio 10° E?ds;ecl)iccj)el,lsagéo

8 MPa, 25 MPa, 8 MPa, 25 MPa, 16,5 MPa, 3 MPa, 10 MPa, 3 MPa, 10 MPa, 6,5 MPa,

293,15K 293,15K 333,156 K 333,15K 313,15K 293,15K 293,15K 333,15K 333,156K 313,15K
a-zingibereno 1492 30,86 25,65 - 27,53 26,12 (1,17) 26,22 32,29 30,01 30,5 31,67 (0,28) 1,64 (0,16)
B-sesquifelandreno 1522 12,94 11,21 - 12,10 10,60 (0,28) 11,22 13,33 12,26 12,60 12,22 (0,30) 0,74 (0,66)
o-farneseno 1501 11,49 8,64 - 9,93 9,30 (0,27) 9,52 11,70 11,25 10,65 11,09 (0,10) 1,29 (0,83)
Geranial 1269 9,17 7,25 - 5,55 8,26 (0,36) 5,03 7,96 8,55 5,01 8,81 (0,10) 10,66 (1,33)
B-bisaboleno 1505 5,63 4,92 - 5,42 5,27 (0,06) 5,00 5,88 5,32 559 5,60 (0,25) 4,45 (0,55)
B-eudesmol 1655 2,97 10,49 - 5,80 9,38 (3,39) 7,58 2,43 2,93 2,80 3,42 (0,54) 11,32 (1,75)
a -curcumeno 1478 4,04 3,65 - 3,78 3,57 (0,36) 4,20 4,22 3,49 4,58 3,39 (0,01) 1,95 (1,10)
Formato de Isobornila 1239 1,97 1,97 - 3,04 2,08 (0,61) 1,77 2,11 2,74 2,17 2,80 (0,17) 1,62 (0,09)
Geraniol 1250 1,25 1,14 - 1,34 1,21 (0,07) 0,80 1,06 1,38 1,09 1,18 (0,02) 1,33 (0,29)
a-pineno 933 n.d. n.d. - 0,08 0,05 (0,01) n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 4,88 (0,80)
Canfeno 949 n.d. 0.09 - 0,25 0,19 (0,01) 0,05 0,17 0,09 0,16 0,18 (0,00) 3,14 (0,89)
Eucaliptol 1032 n.d. 0.08 - 0,25 0,19 (0,06) 0,11 0,36 0,23 0,33 0,47 (0,03) 1,64 (0,16)
a-copaeno 1374 n.d. n.d. - n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,01 (0,00)
a-terpineol 1191 n.d. n.d. - n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 1,36 (0,13)

# Resultados em % de &rea. Resultados segundo a biblioteca do CG-MS.

® Valor médio e desvio padrao de ensaios em triplicata.

°N&o houve amostra suficiente para a quantificagdo dos constituintes quimicos.

n.d. = Nao detectado

*As moléculas dos principais compostos estdo apresentadas na Figura 3.



53
Para o éleo essencial de gengibre obtido por hidrodestilacdo, os compostos

principais foram semelhantes aos compostos encontrados em extratos supercriticos,
mas a quantidade foi diferente. Os compostos mais abundantes no 6leo essencial
obtido por hidrodestilagdo foram a-curcumeno (11,26% de area), geranial (10,63%
de area) e canfeno (5,25% de area). Na literatura, foram encontradas muitas
variagdes na composicao quimica do 6leo essencial de gengibre. AGRAWAL et al.
(2001), por exemplo, relataram o composto curcumeno como o principal constituinte
nos rizomas de gengibre fresco. Neral e geranial possivelmente contribuem para o
forte aroma de lim&o nos rizomas de gengibre (WOHLMUTH et al., 2006).

Os compostos a-pineno, canfeno e eucaliptol foram encontrados nas
amostras de 6leo essencial, porém nao estavam presentes nos extratos obtidos
utilizando CO, e propano como solventes. Estes resultados estdo de acordo com os
obtidos por EI-Ghorab et al. (2010), que analisaram o 6leo essencial de gengibre por
GC-MS e relataram que os principais componentes volateis presentes em amostras
de gengibre fresco e seco foram canfeno, o-terpineol, farneseno, p-cineol,
zingibereno, isobutirato de geranila.

E interessante notar que o composto a-zingibereno, que foi 0 composto mais
abundante nos extratos supercriticos, foi identificado no 6leo essencial, mas em
pequena quantidade, o que pode diferenciar o potencial ativo dos produtos obtidos.
Sivasothy et al. (2011) também encontraram uma maior quantidade de outros
compostos, ndo sendo o a-zingibereno o composto principal. Eles avaliaram a
composigcao de 6leos obtidos a partir de rizomas utilizando pentano como solvente e
0s compostos mais abundantes foram canfeno (14,50 %), geranial (14,30 %) e
acetato de geranila (13,70 %). Estas diferencas significativas na composicao dos
6leos podem ser atribuidas a procedéncia do material, ao cultivo, ao estagio
vegetativo e fase de crescimento da planta em estudo (SARI et al., 2006).

Dabague (2008) avaliou a composicao do 6bleo essencial de gengibre
proveniente de produtores da regido de Morretes — PR que passou por diferentes
periodos de secagem em temperatura ambiente e encontrou como constituintes
principais geranial e neral em todas as amostras, independentemente das
procedéncias e seus teores aumentaram com o periodo de secagem. Eucaliptol,
canfeno e B-felandreno apresentaram-se estaveis nas procedéncias com diminuicao

durante os periodos de secagem. Neral e geranial podem ser isolados e utilizados
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pela industria de perfumes e de alimentos como matéria-prima na sintese de

vitamina A e B-caroteno. Ainda, o geranial e neral podem ser transformados em
geraniol e nerol que tem alto preco no mercado pelas industrias por possuirem odor
de rosa e laranja.

Zancan et al. (2002) encontraram como componentes principais nas fracdes
de gengibre coletadas durante as fases da taxa de extracao constante (CER) e da
taxa decrescente de extracdo (FER), a-zingibereno, pB-sesquifelandreno, -
bisaboleno, geranial, neral e citronelol. O maior teor de gingerol e shogaols (93,14 %
em massa) foi obtido na fase de difusao controlada (DC).

Onyenekwe e Hashimoto (1999), apds 6 horas de hidrodestilagdo de gengibre
seco (Zingiber officinale Roscoe) da Nigéria, obtiveram um rendimento de éleo de
2,4 % em massa. Os cromatogramas de 6leo apresentaram mais de 266 picos € 0s
principais componentes foram a-zingibereno (29,54 %), B-sesquifelandreno (18,42
%), farneseno (6,46 %), neral (2,5 %), geranial (3,46 %) e a-farneseno (1,92 %).
Bednarczyk e Kramer (1975) atribuiram o aroma de gengibre ao terpineol, neral,
geranial B-sesquifelandreno, a a-curcumeno, cis-nerolidol e B-sesquifelandrol.

Através da ANOVA foi avaliado o efeito das variaveis pressao e temperatura
sobre a resposta concentracdo de a-zingibereno (% area) nos extratos obtidos nas
diferentes condicbes de extracao testadas utilizando CO. e propano como solventes.
Considerando-se as amostras obtidas a partir de CO. supercritico nas diferentes
condi¢des de extracao, os efeitos de temperatura e pressao nao foram significativos
estatisticamente (p < 0,05), em termos da % de area de a-zingibereno. Estes
resultados contradizem as conclusdes de Zancan et al. (2002).

Em relacdo aos efeitos de pressdo e da temperatura sobre a resposta
concentracdo de a-zingibereno para os extratos obtidos utilizando propano
comprimido, os resultados foram analogos aos verificados para o CO, supercritico,
isto €&, pressdao e temperatura nao apresentaram efeitos significativos
estatisticamente para o contetido de a-zingibereno (p < 0,05). Além disso, quando os
resultados obtidos com CO. supercritico foram comparados com os de propano
comprimido em termos de composi¢cao quimica ndao foram encontradas diferencas
significativas.

Quando os resultados obtidos com CO. e propano foram comparados com 0s
resultados da hidrodestilacdo em termos de composicdo quimica, houveram
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diferencas significativas nas quantidades dos compostos principais. Deve-se notar

que os ensaios com CO., e propano como solventes proporcionaram maiores
rendimentos demonstrando que a extragdo supercritica € uma boa opcao para a
obtencdo de extratos naturais. Alguns compostos foram detectados pela analise
cromatografica, porém nao foram identificados, provavelmente esses compostos sdo

esteroides.

4.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL

Para a determinacdo da atividade antioxidante total foram escolhidos os
extratos obtidos via tecnologia supercritica, uma vez que a atividade bioloégica do
6leo essencial ja foi comprovada. A Tabela 4 mostra a média e o desvio padrao
obtidos para a atividade antioxidante total, expressa em mg de a-tocoferol.g de
extrato™, dos extratos de gengibre obtidos em diferentes condicdes de temperatura e
de pressao usando CO, e propano como solventes. Os resultados foram analisados
estatisticamente e a resposta foi avaliada de forma independente. O teste de Tukey
foi utilizado para avaliar as diferengcas entre as médias, considerando um p-valor

inferior a 0,05 (p < 0,05) estatisticamente significativo.

TABELA 4 — ATIVIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL E CONTEUDO FENOLICO TOTAL DOS
EXTRATOS DE GENGIBRE OBTIDOS USANDO CO, E PROPANO COMO SOLVENTE.

Atividade antioxidante total (mg

Amostra Condicdes de extracao a-tocoferol / g de extrato)**
1 C0./293,15 K/ 8 MPa 867,70° (+ 20,80)
2 C0./293,15 K/ 25 MPa 787,76° (+ 25,15)
3 C0./333,15 K/ 8 MPa e

4 C0./333,15 K/ 25 MPa 854,42° (+ 19,99)
5* C0O./313,15 K/ 16,5 MPa 931,677 (x 2,51)
6 Propano/293,15 K/ 3 MPa 519,62° (+ 5,00)
7 Propano/293,15 K/ 10 MPa 484,64° (£ 19,99)
8 Propano/333,15 K/ 3 MPa 484,65° (+ 29,98)
9 Propano/333,15 K/ 10 MPa 694,49% (+ 29,98)
10* Propano/313,15 K/ 6,5 MPa 672,84% (+ 20,19)

* Valor médio de ensaios em friplicata.
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**Valores com a mesma letra sobrescrita ao longo da mesma coluna nédo séo diferentes
significativamente (p < 0,05).

*** Nao houve amostra suficiente para a quantificacdo da atividade antioxidante total e conteudo
fendlico total.

O extrato com a maior atividade antioxidante total (931,67 = 2,51 mg a-
tocoferol.g de extrato™") foi obtido quando o CO, foi usado como solvente sob
condicbes intermediarias de pressdao e temperatura, sendo esse valor
significativamente (p < 0,05) superior aos valores obtidos para os outros extratos.
Sob as condicdes extremas testadas, a pressao tem efeito negativo e a temperatura
teve efeito positivo sobre a atividade antioxidante total. Empregando propano como
solvente, em pressdes mais baixas a temperatura nao foi significativa (p < 0,05),
mas em pressdes mais elevadas o aumento de temperatura conduziu a uma maior
atividade antioxidante. Assim, pode ser visto que, para as condi¢des testadas, o CO,
fornece extratos com atividade antioxidante total mais elevada que o propano.

A atividade antioxidante dos extratos de plantas € associada, em geral, a
compostos especificos ou classes de compostos, por exemplo, gingerdis e shogaols
no caso do gengibre (ZANCAN et al., 2002). Zancan et al. (2002) demonstraram
experimentalmente que as fracdes ricas em gingerdis e shogadis apresentam maior
atividade antioxidante do que as outras fracoes sem essas substancias. No entanto,
embora a auséncia de tais substancias tenha conduzido uma reducédo de 20 % na
atividade antioxidante total, esta fracdo ainda mostrou atividade antioxidante. Assim,
existem outras substancias que proporcionam atividade antioxidante, sendo um
exemplo o sesquifelandreno. El-Baroty et al. (2010) verificaram moderada atividade
antioxidante em amostras de 6leo essencial de gengibre obtido a partir de rizomas,
aplicando o ensaio antioxidante de DPPH. Outro composto importante nos extratos
de gengibre é o a-farneseno, que é quimicamente instavel e pode sofrer autoxidacao
facilmente na presenca de oxigénio (JU; BRAMLAGE, 1999), o que justifica sua
presenca no extrato de gengibre e nao 6leo essencial obtido por hidrosestilacao.

Singh et al. (2008) avaliaram a atividade antioxidante do 6leo essencial e
oleorresina de gengibre (Zingiber officinale) obtidos por hidrodestilagdo e usando
solventes tais como etanol, metanol, CCl,, e isoctano como solventes. A atividade
antioxidante foi avaliada através de testes in vitro, incluindo os métodos peréxido,

anisidina, valor acido tiobarbitirico e radicais DPPH e tiocianato férrico. Todas as
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amostras obtidas pelos diferentes solventes apresentaram propriedades

antioxidantes melhores que as do BHA, que é um antioxidante sintético. As
atividades de todas as oleorresinas foram equivalentes e menores que do 6leo
essencial de gengibre.

Zancan et al. (2002) estudaram o efeito da temperatura (298,15 K e 308,15 K)
e da presséo (20,0 MPa e 25,0 MPa), sobre a atividade antioxidante dos extratos
obtidos utilizando CO, como solvente. Os resultados demonstram que as atividades
antioxidantes dos extratos de gengibre foram muito semelhantes para as fracdes
recolhidas apés 2, 4, 9 e 11 h de extracdo. Além disso, as condi¢des de pressao e
temperatura estudadas ndo afetaram a atividade antioxidante dos extratos, e
resultou uma atividade antioxidante média de 80 %, determinada usando o método
da oxidacao do B-caroteno e do acido linolénico.

Em um estudo recente, EI-Ghorab et al. (2010) investigaram os compostos
fendlicos totais (aplicando o método de Folin-Ciocalteu) e atividade antioxidante dos
extratos de gengibre obtidos utilizando metanol e hexano como solventes e
observaram que o maior teor de fendlicos totais estava presente nos extratos
metandlicos de gengibre fresco (5,70 mg de acido galico.g amostra secas™). A
atividade antioxidante foi determinada utilizando os métodos DPPH e reducao férrica
(FRP). A maior atividade antioxidante foi obtida para o éleo essencial de gengibre
obtido a partir de gengibre seco (83,87 £ 0,50%), este valor foi muito proximo ao
encontrado para gengibre fresco (83,03 + 0,54 %). O FRP dos 6leos essenciais foi
muito semelhante ao valor obtido com o0 método DPPH.

Estudos tém demonstrado que a atividade antioxidante é fortemente
influenciada pelo método de determinagao, e, assim, os resultados relatados na
literatura sao dificeis de serem comparados. Além disso, as propriedades
antioxidantes dos éleos essenciais sao dependentes da composicdo qualitativa e
quantitativa dos sistemas em teste (EL-GHORAB; MANSOUR; EL-MASSRY, 2004;
RUBERTO; BARATTA, 2000; DORMAN; DEANS, 2000; LEE; SHIBAMOTO, 2002;
LEE; SHIBAMOTO, 2001).

Em geral, todos os organismos possuem sistemas antioxidantes que o0s
protegem de problemas de oxidacdo, mas tais sistemas ndao podem oferecer
protecao total. Assim, é de interesse incluir antioxidantes naturais, tal como extrato
de gengibre, na dieta humana.
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4.4 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DO OLEO E DO EXTRATO DE GENGIBRE

Uma vez que os extratos de gengibre obtidos utilizando CO, como solvente
apresentaram maior atividade antioxidante e devido ao cuidado de se trabalhar com
o mesmo lote de matéria-prima e a pequena quantidade disponivel, optou-se por
analisar apenas tais extratos quanto a sua atividade antibacteriana e comparada
com o 6leo essencial de gengibre obtido por hidrodestilacdo. Para a avaliacdo da
atividade antibacteriana foram testados contra duas bactérias Gram-positivas
(Staphylococcus aureus (SA) e Listeria monocytogenes (LM)) e quatro Gram-
negativas (Pseudononas aeroginosa (PA), Escherichia coli (EC), Salmonella
typhimurium (ST), Shigella flexneri (SF)).

Os resultados da investigacao da atividade antibacteriana sdo apresentados
na Tabela 5. Percebe-se que diferentes espécies bacterianas apresentaram
diferentes niveis de sensibilidade para o 6leo e os extratos de gengibre testados.
Escherichia coli (EC), Salmonella typhimurium (ST) e Shigella flexneri (SF), bactérias
Gram-negativas, apresentaram-se completamente resistentes a todos os extratos
testados (obtido utilizando CO, supercritico). Outros autores estudaram o efeito
antibacteriano dos extratos obtidos a partir de diferentes espécies de gengibre e
também ndo encontraram inibicdo para bactérias Gram-negativas (CHANDARANA;
BALUJA; CHANDA, 2005).

Todos os extratos e o dleo essencial testados mostraram efeitos inibidores
sobre Staphylococcus aureus (SA) e Listeria monocytogenes (LM), as bactérias
Gram-positivas, e Pseudononas aeroginosa (PA), Gram-negativa. A atividade
antibacteriana foi menor para os extratos obtidos sob as condicées de maior pressao
e temperatura (ensaio 4), e estatisticamente diferentes (p < 0,05) dos outros extratos
e do éleo essencial, sendo este ultimo estatisticamente diferente (p < 0,05) de todas
as amostras testadas, com a menor inibicido de bactérias Gram-negativas. Isto
contradiz alguns trabalhos encontrados na literatura que dizem que as bactérias
Gram-positivas sdo mais resistentes aos 6leos essenciais em relagdo a bactérias
Gram-negativas (SIVASOTHY et al., 2011; SARI et al.,, 2006). Apenas para
Salmonella typhimurium e Shigella flexneri, bactérias Gram-negativas, o 6leo
essencial foi mais ativo do que os extratos, uma vez que os extratos nao

apresentaram atividade de inibicdo e o 6leo apresentou ligeira inibicdo. Nenhuma
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das amostras testadas apresentou inibicao da bactéria Escherichia coli.

Embora estejam presentes em baixas concentracdes, alguns compostos,
como o-pineno, a-terpineol e geraniol, podem ter efeito sobre a eficiéncia global das
atividades antibacterianas dos 6leos e extratos em acao sinérgica com os demais
constituintes (GILES; ZHAO; AGBOOLA, 2010; VAGIONAS et al, 2007). A
significativa atividade antimicrobiana de 6leos essenciais e extratos de especiarias e
ervas se deve aos compostos fendlicos presentes nessas amostras (SINGH et al.,
2008).

O Odleo essencial e os extratos de gengibre exibiram propriedades
antimicrobianas consideraveis contra bactérias Gram-positivas, portanto, eles
poderiam ser usados como conservantes naturais contra patdégenos de origem
alimentar, para retardar a deterioracdo microbiana ou para preservar 0leos
comestiveis e varios outros alimentos. No entanto, uma investigagcdo mais
aprofundada sobre as atividades desses 6leos contra outros patégenos deve ser

realizada.
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TABELA 5 — ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DE OLEO ESSENCIAL E EXTRATOS DE GENGIBRE CONTRA ALGUMAS ESPECIES BACTERIAS USANDO

O METODO DE DIFUSAO EM AGAR.

Amostra  Condicoes de extracéao

Didmetro da zona de inibicdo (mm)

*k*k

SA LM PA ST SF EC
1 C0O./293,15K/ 10,00 MPa 15,77 (+0,43)> 20,27 (+0,35)° 9,45 (0,45)®  0,00° 0,00° 0,007
2 C0,/293,15 K/ 25,00 MPa 16,73 (+0,60)* 18,88 (+0,13)° 10,00 (+0,13)*  0,00° 0,00° 0,00?
3 CO,/333,15 K/ 10,00 MPa ~ ** b o * * *
4 C0./333,15 K/ 25,00 MPa 13,85 (+0,83)> 16,62 (+0,88)° 8,85 (+0,05)" 0,00° 0,00° 0,002
5* CO,/313,15K/ 17,50 MPa 15,22 (+0,22)* 19,85 (+0,22)® 9,21 (+0,28)° 0,00° 0,00° 0,00?
6* Hidrodestilag&o 8,15 (£0,92)° 8,66 (+0,72)° 1,16 (x0,03)° 2,45 (0,35 3,57 (0,25° 0,00

SA = Staphylococcus aureus, LM = Listeria monocytogenes, PA = Pseudomonas aeroginosa, ST = Salmonella typhimurium, SF = Shigella flexneri, EC =

Escherichia coli.

* Valor médio e desvio padréao de ensaios realizados em ftriplicata.

** Nao houve amostra suficiente para a avaliagdo da atividade antibacteriana.

*** Os dados sao as médias e desvio padrao de ensaios realizados em triplicata. Valores com a mesma letra sobrescrita ao longo da mesma coluna nao sao

diferentes significativamente (p < 0,05).
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5 CONCLUSOES

A busca por produtos naturais, com caracteristicas funcionais ou apelo
saudavel, faz do gengibre uma matéria-prima importante para a industria de
alimentos, quimica e farmacéutica, ja que o Brasil possui uma grande producéo e o
Estado do Parana tem relevante representatividade no mercado nacional.

A obtencdo do extrato de gengibre via tecnologia supercritica se revelou
satisfatoria uma vez que apresentou bom rendimento, sendo maior que o rendimento
obtido por hidrodestilacdo e por solvente organico. Para a extracdo via tecnologia
supercritica foram avaliados os solventes CO, supercritico e propano comprimido.
Os maiores rendimentos de extratos de gengibre foram 32,1 g de extrato / kg de
gengibre e 27,0 g de extrato / kg de gengibre utilizando CO. supercritico a 25,0 MPa
e 333,15 K e propano comprimido a 10,0 MPa e 333,15 K, respectivamente. Para o
CO. supercritico, a pressao apresentou efeito positivo sobre o rendimento.
Temperatura e pressdo mostraram efeito positivo sobre o rendimento da extragéo,
quando foi usado propano como solvente, mas o efeito da temperatura nédo é tao
significativo quanto o efeito da pressdo. O rendimento encontrado utilizando
hidrodestilacdo, durante 180 minutos, foi de 1,79 g / 100g de material seco
alimentado no Clevenger, ficando bem abaixo dos melhores resultados obtidos
quando CO. e propano foram utilizados como solventes.

Os extratos obtidos com CO. supercritico e propano comprimido
apresentaram composi¢cdo quimica semelhante e as substancias mais abundantes
foram a-zingibereno, B-sesquifelandreno, a-farneseno, geranial B-bisaboleno e B-
eudesmol. As variaveis do processo (temperatura e pressdo) nao afetaram a
quantidade do composto a-zingibereno no extrato para ambos os solventes (CO.
supercritico e comprimido propano). Para o 6leo essencial de gengibre obtido por
hidrodestilacdo, os compostos principais foram semelhantes aos compostos
encontrados nos extratos supercriticos, porém em quantidade diferente. Os
compostos mais abundantes foram a-curcumeno (11,26%), geranial (10,63%) e
canfeno (5,25%). Os compostos a-pineno, canfeno e eucaliptol foram encontrados
nas amostras de 6leo essencial, porém nao estavam presentes nos extratos obtidos
utilizando CO. e propano como solventes.

Alta atividade antioxidante foi observada para os extratos de gengibre obtidos
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utilizando CO, e propano como solventes. No entanto, sob as condi¢cdes aplicadas

no presente estudo observou-se que os extratos obtidos a partir de CO. supercritico
apresentaram maior atividade antioxidante total. Portanto, através da determinacao
das propriedades dos extratos de gengibre pode-se avaliar seu potencial como
conservantes naturais para aplicagao nas industrias de alimentos e farmacéutica.

Os extratos obtidos utilizando CO. supercritico e 0 éleo essencial obtido por
hidrodestilacdo apresentaram atividade antibacteriana contra as bactérias Gram-
positivas testadas, Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes, e contra a
bactéria Gram-negativa Pseudomonas aeroginosa. O 6leo obtido por hidrodestilacao
foi diferente de todas as amostras testadas, com a menor capacidade de inibicao da
bactéria Pseudomonas aeroginosa. Para as bactérias Salmonella typhimurium e
Shigella flexneri, bactérias Gram-negativas, o 6leo essencial mostrou ligeira inibigéo.
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ANEXO A — CROMATOGRAMAS OBTIDOS NA ANALISE DA COMPOSICAO DE

VOLATEIS POR CG DE OLEO ESSENCIAL E EXTRATOS DE GENGIBRE
OBTIDOS USANDO CO, (A — ENSAIO 1), PROPANO (B — ENSAIO 6) E
HIDRODESTILAGAO (C — ENSAIO 11).
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