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OTIMIZAGAO DO PROCESSO DE EXTRAGAO DE [6]-GINGEROL DOS RIZOMAS
DE Zingiber officinale Roscoe

Baruc de Jesus Coutinho, Lagarto-Se, 2019.

Zingiber officinale, conhecido popularmente como “Gengibre”, tem sido utilizado como
remédio para varias indicagdes, tais como: anti-inflamatério, analgésico, antiemético
e carminativo. Com o aumento de estudos sobre os efeitos do Gengibre, varios outros
usos terapéuticos foram elucidados, chamando atencdo para o potencial
neuroprotetor e antineoplasico atribuido ao Gengibre, em especial ao [6]-gingerol,
componente bioativo mais abundante nos rizomas de Z. officinale. Assim, o objetivo
do trabalho foi otimizar o processo de extragao do [6]-gingerol dos rizomas de Zingiber
officinale. As extragdes utilizando os rizomas de Z. officinale foram executadas apos
sua desidratacdo em estufa (6 dias a 40°C e 1 dia a 80°C), seguida de pulverizagao.
Os métodos extrativos empregados foram: maceragdo (24 horas); micro-ondas
associada a maceragdao (MO: 3 min; maceragdo: 24 h); ultrassom associado a
maceracao (US: 1 h; maceragao: 24 h) e turboextragdo associada a maceragao (TE:
10 min; maceragao: 24 h), utilizando etanol 95% (v/v) como solvente extrator. Estes
extratos foram analisados em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia e
espectrofotometria UV-Vis no comprimento de onda de 280 nm. A otimizagao ocorreu
através de um planejamento fatorial 23, utilizando como variaveis: tipo de solvente
(etanol e acetona), tempo de extracao (24h e 48h) e temperatura (40°C e 50°C). Apos
analises estatistica ndo foi observada diferenca entre os resultados, o método de
escolha para ser otimizado foi a maceracgao por sua simplicidade, onde foi obtido 6,22
+ 0,57 mg de [6]-gingerol e 35,31 mg/g de gingerdis. Os experimentos realizados
através do planejamento fatorial durante 24h ndo demonstraram diferencga estatistica
entre si, sendo o experimento que utiliza etanol, durante 24h sob 40°C, onde foi obtido
66,87 mg/g de gingerdis, o escolhido como melhor devido a baixa temperatura de
operacao e menor duragao. Este resultado pode ser importante para a melhoria das
condi¢cbes de extracdo deste tdo importante grupo de compostos bioativos, que se

apresentam como promissores tratamentos para varias doencas.

Palavras-chaves: Gengibre; [6]-gingerol; Gingerdis; Técnicas de Extragao.
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1 Introducgao

O Zingiber officinale, popularmente conhecido como Gengibre, tem sido uma
das plantas de maior contribuicdo para a sociedade desde os povos antigos. Existem
relatos de sua importancia comercial para grandes civilizagbes da antiguidade como
o Egito, Roma e Grécia, além de ter sido uma das especiarias mais movimentadas
durante o periodo das grandes navegacgodes (LAWS, 2013).

O Gengibre é originaria do sudeste asiatico, cultivada sazonalmente, sendo
China e india os maiores produtores. Entretanto, seu uso é cosmopolita. E
preponderantemente empregado na culinaria, devido a sua caracteristica pungente,
sendo aplicado em uma infinidade de pratos. Todavia, também é utilizada no
tratamento de uma extensa variedade de problemas de saude (KRUGER et al., 2018).

Tradicionalmente, remédios a base de Gengibre sdo utilizados como anti-
inflamatorio, analgésico, antitussigeno, antiemético, carminativo; no alivio de sintomas
reumaticos e problemas relacionados a digestao (EZZAT et al., 2018). Recentemente,
vem sendo amplamente utilizado para fins estéticos, por sua capacidade de auxiliar
na melhoria do transito intestinal e auxiliar na perda de peso (SRINIVASAN, 2017)..

Esta planta é constituida por uma grande variedade de compostos bioativos
que, isoladamente ou conjuntamente, exercem efeitos terapéuticos quando
consumida. Dentre estes compostos, os mais abundantes sdo os gingerois, com
destaque para o [6]-gingerol, o metabdlito secundario ndo volatil majoritario dos
rizomas de Zingiber officinale (GHASEMZADEH et al., 2015). A esta substancia é
atribuida a pungéncia do Gengibre fresco, além de inumeras aplicagdes
farmacoldgicas (JUSTO et al., 2008).

O [6]-gingerol vem sendo extensivamente estudado nas mais variadas areas,
com o fim de elucidar seus mecanismos de agao frente a multiplos problemas de
saude. Surge como protetor cardiovascular gracas a sua atividade antioxidante
(WANG et al., 2016), potencial tratamento a Doenga de Alzheimer, antiepiléptico e
anticonvulsivante (LEE et al., 2011). Além de se apresentar como antineoplasico,
quimioprotetor e quimiopreventivo (JEONG et al., 2009).

Os métodos convencionais de extragdo de biocompostos a partir de matrizes
vegetais apresentam algumas desvantagens como, a necessidade de longo tempo de
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exposi¢ao, uso de grande quantidade de solventes e perda de compostos
termossensiveis. Mas sdo metodologias que continuam em uso por sua facil aplicagao
e bons rendimentos (WONG-PAZ et al., 2017).

Algumas destas técnicas alternativas ja vém sendo utilizadas para a extragao
de substancias de Zingiber officinale. Liu, W. e colaboradores (2014) estudaram a
melhor condi¢cdo de extragao de [6]-gingerol através da extragao assistida por micro-
ondas.

A extragdo associada a ultrassom é uma técnica versatil, de baixo custo,
simples e eficiente para varias finalidades. E uma técnica em que normalmente néo
necessita de aquecimento, para a extracao eficiente de metabdlitos secundarios,
sendo apropriada para a extragdo de substancias termolabeis (WONG-PAZ et al.,
2017), desta forma pode ser aplicada para a extragdo de [6]-gingerol.

A turboextracdo € uma técnica que utiliza a forca de cisalhamento liberar os
principios ativos contidos nas células vegetais. E uma técnica que opera sem a
necessidade de aquecimento, podendo ser utilizada na extracdo de compostos
termossensiveis, mesmo que casualmente, a dependendo do tempo da extragao pode
ocorrer ligeiro aquecimento (YALAVARTHI e THIRUVENGADARAJAN, 2013;
MARTINS et al., 2017).

Devido a infinidade de beneficios farmacoldgicos conferidos ao [6]-gingerol, o
alcance de metodologias extrativas que obtenham a maior quantidade possivel desta
substancia é de extrema valia para a elaboracdo de matérias primas padronizadas
utilizadas na producédo de medicamentos a base de Gengibre. Por isso este trabalho
visa alterar condicbes de extragcbes que ao serem combinadas possam fornecer

maiores quantidades de gingeraéis.
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2 Revisao da literatura

2.1 Zingiber officinale

O Zingiber officinale, mais conhecido como Gengibre, € uma das 85 espécies
da familia Zingiberaceae (MEKURIYA e MEKIBIB, 2018). E uma planta que tem sido
utilizada ha milénios por inumeros povos, tanto como condimento (ALI et al., 2008)
quanto por seus usos medicinais, sempre apresentado como uma especiaria de
grande valor (LAWS, 2013). Ainda hoje é amplamente consumido (SAMAD et al.,

2017), movimentando milhdes em dinheiro por todo o mundo (RAI et al., 2006).

Figura 1: Imagem da espécie Zingiber. officinale. Fonte:
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Zingiber_officinale-lllustrations_of Medical_Botany-2-0097-
98.png

O Zingiber officinale pode atingir até 90 centimetros de altura, apresenta folhas
longas e flores raras e pequenas (REHMAN et al., 2011). Os rizomas sao as hastes
subterraneas (SHARIFI-RAD et al., 2017), apresentam corpo alongado, levemente
achatado, com ramos fragmentados (ELPO e NEGRELLE, 2004) e sdo amarelados
(REHMAN et al., 2011). E nesta parte onde encontram-se a maioria dos compostos
bioativos presentes nesta planta (ADEKUNLE et al., 2018).

O Gengibre é uma planta que se adapta melhor a condigdes tropicais umidas
(SHARIFI-RAD et al., 2017). E cultivada apenas uma vez por ano (YUDTHAVORASIT

et al., 2014) principalmente no sudeste asiatico, com maior preponderancia na China
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e india desde a antiguidade (GHASEMZADEH et al., 2015). Além de seu uso na
culinaria, o Gengibre também tem varios componentes bioativos, substancias - que
podem ou ndo ser importantes para a vida da planta — que realizam efeitos benéficos
a saude humana (GHASEMZADEH et al., 2015).

2.2 Gingerois

Os mais abundantes compostos bioativos contidos no Zingiber officinale sao os
gingerdis, a eles é atribuido a pungéncia caracteristica do Gengibre fresco (JUSTO et
al., 2008), além de inumeros efeitos farmacologicos. O composto bioativo mais
abundante desta planta é o [6]-gingerol (GHASEMZADEH et al., 2015), um polifenol
aromatico (SAMAD et al., 2017).

Os polifendis sao substancias quimicas que apresentam uma estrutura
derivada do benzeno onde existe uma ou mais hidroxilas ligadas a ele. Formam o
grupo de compostos bioativos mais presentes nos vegetais. Dentre as atividades
bioativas desse tipo de fitoquimicos, a que mais se destaca € a antioxidante
(MARTINS e NICOLETTI, 2016).

CH5

HO

o)
HsC”

Figura 2: Estrutura quimica da molécula de [6]-gingerol.

O calor pode causar alteragdes quimicas e fisicas, reduzindo o teor de
fitocompostos (SYED JAAPAR et al.,, 2017). O [6]-gingerol € uma substancia
termicamente instavel, principalmente devido a presenca de uma hidroxila na posigao
B em relacdo a cetona, que torna esta molécula suscetivel a degradacao quando
submetida ao aquecimento (BHATTARAI et al., 2001).
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2.3 Beneficios farmacolégicos

Estudos vém averiguando a capacidade do Gengibre em tratar uma grande

variedade de problemas de saude.

2.3.1 Atividades metabolicas

Problemas metabdlicos como a resisténcia a insulina, obesidade e diabetes s&o
aumentados com a idade (LIU, L et al., 2018). O Gengibre vem ganhando muito
destaque no mercado pelas suas influéncias metabdlicas. Este apresenta atividade
antiobesogénica, estimulando a queima de calorias advindas da dieta. Foi observada
que a administracdo de [6]-gingerol diminui a adiposidade, esse mecanismo deve
estar ligado a ligacdo aos PPARs (Receptores ativados por proliferadores de
peroxissoma), que estao relacionados ao metabolismo (SRINIVASAN, 2017).

O uso de extrato aquoso de Gengibre em ratos diabéticos reduziu a glicose
sérica, colesterol e triglicerideos, além de eliminar totalmente a proteinuria, reduzir a
ingestao de agua e produgao de urina indicando melhora na nefropatia induzida pela
diabetes (AL-AMIN et al.,, 2006). Estudos também relacionam a capacidade
hipoglicemiante a atividade bloqueadora de receptores de serotonina (PARVEEN et
al., 2018).

A serotonina induz hiperglicemia e hipoinsulinemia em ratos normoglicémicos,
o suco de Gengibre reduz a hipoinsulinemia induzida por Estreptozotocina
(antineoplasico)(AL-AMIN et al., 2006), este achado sugere uma possivel atividade
estimuladora da expressao de insulina por substancias presentes no Gengibre (AL-
AMIN et al., 2006; SAMAD et al., 2017). Outro beneficio hipoglicémico atribuido ao
[6]-gingerol esta relacionado com sua capacidade de regular os niveis de adiponectina
no plasma, melhorando a sensibilidade a insulina (LIU, Li et al., 2018).

A diabetes mellitus também pode afetar a fertilidade masculina por afetar o
controle enddcrino da espermatogénese, através do aumento das espécies reativas
do oxigénio. A suplementacao de 3% de Gengibre na dieta de ratos machos diabéticos
mostrou aumento do peso de estruturas do sistema reprodutor masculino, da
contagem de espermatozoides e dos niveis de horménios (LH, FSH e Testosterona)
podendo conferir atividade androgénica. Entretanto, os autores sugerem a



15

necessidade de pesquisas mais aprofundadas para confirmar esta hipotese (GHLISSI
et al., 2013).

2.3.2 Atividade anticancer

Outra area que vem atraindo o interesse de pesquisa de atividade dos
compostos presentes no Gengibre € a oncologia. Estudos buscam desvendar as
acdes das substancias provenientes desta planta. Um importante mecanismo de
desencadeamento da carcinogénese € o estresse oxidativo, o qual promove danos ao
DNA (SRINIVASAN, 2017) e supressao de genes supressores tumorais (LIMA et al.,
2018).

Estudos demonstraram que o extrato de Gengibre exerce atividade inibitdria
sobre o ciclo celular e atividade apoptotica frente a varias linhagens de células
mutantes responsaveis pelo cancer de prostata e de pancreas (SRINIVASAN, 2017).
O [6]-gingerol demonstrou efeitos benéficos em varios tipos de cancer como cancer
de mama, pele, gastrointestinal, pulmonar e renal (HARIS et al., 2018).

O [6]-gingerol foi eficaz na indugao de apoptose e inibigdo sobre o a proliferagao
de células do cancer de colon sem afetar células sadias. Ainda demonstrou atividade
quimioprotetora contra o cancer gastrointestinal, através da atividade modulatéria
sobre determinados indicadores (SRINIVASAN, 2017).

Yao e colaboradores (2018) demonstraram beneficios do [6]-gingerol frente ao
cancer de pulmao. Este estudo demonstrou reducdo dos niveis de macrofagos M2
(Pré tumorais) além de favorecer a infiltracdo de Linfocitos TCD8+ (tumorocidas). Esse
estudo ainda mostrou que esta substancia apresenta atividade antitumoral sem efeitos

colaterais como os presentes em outras alternativas terapéuticas.

2.3.3 Atividade frente a desordens neurologicas

Choi et al. (2018) pesquisaram, in vitro, a atividade de compostos presentes
no Gengibre sobre doencgas neuroldgicas. Na Doenga de Alzheimer, foi demonstrado
efeito neuroprotetor do [6]-gingerol frente a toxicidade exercida pela proteina Beta
Amildide, além de reverter alteragées como a fragmentagdo do DNA. Este mesmo
estudo mostrou que o [6]-gingerol apresenta atividade antiepilética e

anticonvulsivante.
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2.3.4 Atividade antimicrobriana

Estudos demonstram beneficios antimicrobianos do [6]-gingerol. Este reduz a
formacao do biofilme e a viruléncia do Pseudonomas aureginosa (ALMEIDA et al.,
2018; JIANG et al., 2018) e Chromobacterium violaceum (ALMEIDA et al., 2018). Em
P. aureginosa impede a detec¢ao de quorum sensing destas bactérias, isso se da pela
supressao de genes induzida pela substancia em questao (JIANG et al., 2018). O [6]-
gingerol liga-se a proteina LaSR por meio de acoplamento celular (ALMEIDA et al.,
2018).

O [6]-gingerol também demonstrou efeito antifungico através da reducao da
formacgao de biofilme de Candida albicans, além do crescimento de hifas, agregacéo

celular e viruléncia deste fungo (LEE, J. H. et al., 2018).

2.4 Métodos de extracao

A extracdo € o primeiro passo para o isolamento e purificagdo dos principios
ativos de origem vegetal (CUJIC et al., 2016). E de suma importancia a utilizacdo de
técnicas de extragdo que preservem os compostos bioativos (SYED JAAPAR et al.,
2017). O principal objetivo ao se escolher um método extrativo, € que ele seja capaz
de extrair a maior quantidade possivel do bioativo sem que haja alteragdo quimica
indesejada (CUJIC et al., 2016). Gracas a isso, muitas drogas potentes foram

descobertas e sdo comercializadas hoje em dia (MANDAL et al, 2007).

2.4.1 Maceragao

A maceracéao se trata de um método tradicional e bem aceito de extracdo de
compostos bioativos de origem vegetal (JOVANOVIC et al., 2017). E um processo
pelo qual uma amostra vegetal, normalmente pulverizada € mantida em contato com
um solvente (ANVISA, 2011), que pode ser agua ou solvente organico, com o intuito
de amolecer as estruturas da célula vegetal e promover a liberagdo dos compostos
contidos nela (SALAMAH e ROZAK, 2015).

Os solventes normalmente utilizados sdo agua, etanol e metanol. Misturas

entre alguns destes solventes sao desejaveis pois pode aumentar a solubilidade dos
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compostos no meio. Ao aumentar a relagéo entre o soluto e solvente, a extragao €
aumentada, uma vez que torna mais dificil a saturagado do solvente, o que se torna
uma desvantagem desse processo, o grande consumo de solvente (JOVANOVIC et
al., 2017).

2.4.2 Extracao assistida por ultrassom

A utilizagdo da extragédo por ultrassom vem aumentando nos ultimos tempos,
por se tratar de um método eficiente e que pode ser expandido para a escala industrial.
Esta técnica apresenta vantagens como a menor utilizagdo de solventes e tempo de
extragao reduzido (SYED JAAPAR et al., 2017; VILKHU et al., 2008). Essa técnica
baseia-se na emissdo de ondas de baixa frequéncia (normalmente 20 KHz) e alta
energia, nao perceptiveis pela audicao humana (OLIVEIRA, 2016), exercendo efeitos
quimicos, fisicos e biologicos (SYED JAAPAR et al., 2017).

A extragdo assistida por ultrassom baseia-se em trés mecanismos fisicos, a
difusdo das bolhas até a parede celular, resultando em seu rompimento; a saida dos
componentes de dentro da célula vegetal (SYED JAAPAR et al., 2017; VEGGI, 2013)
e a transmissao acustica, que promove a solubilizagdo dos componentes quimicos
(BRANDALIZE, 2014). Essas ondas promovem o chamado efeito de cavitagcao, que é
o efeito que promove a criacdo de bolhas que crescem e explodem. Em estruturas
vegetais, essas bolhas podem afetar a rigidez das paredes, através de dilatagdo dos
poros promovendo a passagem do solvente e aumentando a extragao dos compostos
presentes na célula (OLIVEIRA, 2016).

2.4.3 Extragao assistida por micro-ondas

As micro-ondas tém amplo uso desde a sua descoberta durante a Segunda
Guerra Mundial. A priori foi utilizada como radares, mais tarde como forno e na década
de 70 teve o primeiro uso na extragdo de substancias (KAUFMANN e CHRISTEN,
2002). As micro-ondas sdo um tipo de radiagdo nao ionizante, mantidas entre uma
frequéncia de 300 a 300000 MHz (MANDAL et al., 2007).

O aquecimento através de micro-ondas acontece através de dois mecanismos:
rotacdo de dipolo e conducgao idnica, normalmente ambos ocorrem simultaneamente.

A rotacdo de dipolo ocorre em uma frequéncia de 2,45GHz, em substancias polares.
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Quando a radiacao é emitida nessa frequéncia, os momentos dipolo das moléculas
comecam a tentar se alinhar, mas devido a constante emissdao das ondas, o
alinhamento falha e as moléculas comegam a vibrar e gerar calor para o meio através
do atrito e for¢ca. Em frequéncias maiores isso n&do ocorre. A conducao iénica, ocorre
através de migracao de ions por agao do campo elétrico. A resisténcia exercida pela
solugdo gera atrito que por sua vez, gera calor (KAUFMANN e CHRISTEN, 2002;
MANDAL et al., 2007; TSUKUI e REZENDE, 2014).

Na extracao assistida por micro-ondas devem ser utilizados solventes polares,
de constante dielétrica elevada devido a capacidade de absor¢ao deste tipo de onda
(KAUFMANN e CHRISTEN, 2002; MANDAL et al., 2007; TSUKUI e REZENDE, 2014).
As micro-ondas interagem com moléculas polares presentes no tecido vegetal,
promovendo aquecimento, expansao, rompimento e, por fim, liberagdo das
substancias ativas para o solvente presente no meio (KAUFMANN e CHRISTEN,
2002; MANDAL et al, 2007).

Mesmo utilizando compostos secos, ainda existem moléculas de agua na
matriz. O aumento da temperatura promove evaporagcdo desta agua, gera uma
pressao no interior da célula que age pressionando a parede e pode promover uma
hidrolise dos ésteres de celulose — principal constituinte de paredes vegetais —
reduzindo a rigidez da célula e facilitando a entrada do solvente. Estes dois fatores
combinados culminam na quebra da parede (MANDAL et al., 2007).

As vantagens operacionais da utilizagdo desse método s&o a rapidez com que
ele oferece resultados, a diminuicdo do uso de solvente e massa para obtencao de
resultados satisfatérios (TSUKUI e REZENDE, 2014). Em aspectos técnicos, as
vantagens se dao por conta da ruptura de ligagdes de hidrogénio obtidas durante a
rotacdo do momento dipolo das moléculas vegetais e pela eletroforese que permite
uma maior penetracéo do solvente na matriz (KAUFMANN e CHRISTEN, 2002).

2.4.4 Extragao assistida por turboextragao

A turboextragcdo funciona através da aplicacdo de uma grande forga de
cisalhamento sobre a mistura da matéria vegetal com o solvente, que leva a uma
reducao do tamanho das matrizes vegetais gerando quebra das células liberando as
substancias bioativas. Simultaneamente ocorre a homogeneizagdo destas

substancias com o solvente presente no meio. O processo extrativo ocorre em poucos
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instantes e tem um alto rendimento. (MARTINS et al., 2017; YALAVARTHI e
THIRUVENGADARAJAN, 2013).

2.5 Planejamento fatorial

A otimizacao refere-se a uma série de experimentos que buscam fornece a
melhor resposta possivel. Se trata de uma estratégia que tem como intuito melhorar o
desempenho de um processo visando o0 maximo possivel de beneficios. Um recurso
utilizado para esta finalidade é o planejamento fatorial (BEZERRA et al., 2017).

O planejamento fatorial € uma ferramenta que permite a avaliagdo de multiplos
fatores simultaneamente. A organizagao do planejamento fatorial consiste na selegéo
de fatores e niveis. Fatores compreendem as variaveis independentes do sistema,
enquanto niveis sdo as condi¢gdes em que os fatores irdo operar no experimento
(ARRUDA et al., 2017).

O uso de planejamento fatorial contribui para aprimorar a obtencédo de
compostos quimicos. Esta ferramenta apresenta algumas vantagens como economia
de recursos financeiros e resultados confiaveis isso gragas a um numero reduzido de
experimentos (PEREIRA e PEREIRA-FILHO, 2018), que é determinado de acordo

com o numero de variaveis e seus respectivos niveis (ARRUDA et al., 2017).
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3 Objetivos

3.1 Objetivo geral

Otimizar o processo de extracdo de [6]-gingerol dos rizomas de Zingiber

officinale a partir de técnicas extrativas convencionais € ndo convencionais.
3.2 Objetivos especificos

|. Obter extratos dos rizomas de Zingiber officinale utilizando diferentes
técnicas de extragao;
Il. Quantificar o [6]-gingerol e gingerdis presentes nos extratos obtidos por
diferentes técnicas de extracdes.
[ll. Otimizar a extracdo do [6]-gingerol a partir da melhor condi¢do de
extracdo obtida previamente;
IV. Quantificar os gingeréis presentes nos extratos da otimizagao utilizando

espectrofotometria UV-Vis.
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4 Material e Métodos

4.1 Preparagao do material vegetal

Os rizomas de Gengibre fresco foram lavados, cortados em pequenos pedagos
com o auxilio de um processador de alimentos, desidratados em estufa com circulagéo
forgcada de ar, por 6 dias a 40°C e 1 dia a 80°C (OK, 2012). Em seguida o material
foi pulverizado, tamisado em tamis de ago (didmetro da malha: 2 mm) e armazenado

em frascos de vidro até o momento das extracoes.

4.2 Maceragao

O Gengibre seco e pulverizado foi submerso em alcool etilico 95% (v/v) da
marca Itaja®, em frasco de Erlenmeyer, na proporgdo 1:25, m/v (Gengibre
seco/solvente) e mantido a temperatura de 25°C, durante um periodo de 24 horas
(LIU, 2014). Posteriormente o extrato foi filtrado, e o solvente evaporado sob vacuo

em rota-evaporador a 40°C.

4.3 Ultrassom associado a Maceragao

O Gengibre seco e pulverizado foi submerso em alcool etilico 95% (v/v) da
marca Itaja®, em frascos de Erlenmeyer, na proporgdo 1:25, m/v (Gengibre
seco/solvente), mantido a temperatura de 25°C, e submetido a ondas de ultrassom
(40 KHz) por um periodo de 60 minutos (LIU, 2014). Em seguida, o processo de
extracdo foi continuado por maceracdo, porum periodo total de 24 horas.
Posteriormente, o extrato foi filtrado e o solvente evaporado sob vacuo em rota-

evaporador a 40°C.
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4.4 Micro-ondas associado a Maceragao

O Gengibre seco e pulverizado foi submerso em alcool etilico 95% (v/v) da
marca Itaja®, em frasco de Erlenmeyer, na proporgdo 1:25, m/v (Gengibre
seco/solvente), mantido a temperatura de 25°C, e submetido a micro-ondas (1000 W,
60% de poténcia) por um periodo de 30 segundos trés vezes (LIU, 2014). Apds a
primeira submissdo do material ao micro-ondas, a solugao foi resfriada a temperatura
de 10°C. Quando esta temperatura for alcangada, a solugao foi submetida novamente
ao micro-ondas. Este processo foi repetido mais duas vezes. Em seguida o processo
de extracdo foi continuado por maceragdo, por um periodo total de 24 horas.
Posteriormente o extrato foi filtrado, e o solvente evaporado sob vacuo em rota-

evaporador a 40°C.

4.5 Turboextragao associado a Maceracgao

O Gengibre seco e pulverizado foi submerso em alcool etilico 95% (v/v)
Itaja®, em frasco de Erlenmeyer, na proporgdo 1:25, m/v (Gengibre
seco/solvente), mantido a temperatura de 25°C, e submetido a turboextragcéo por 10
min, a 21.000 rpm (REDDY et al, 2012; ORTH et al, 1999; SERRANO et al, 2013). Em
seguida, o processo de extracao foi continuado por maceragao, por um periodo total
de 24 horas. Posteriormente, o extrato foi filtrado e o solvente evaporado sob vacuo
em rota-evaporador a 40°C.

Todas as extragdes foram realizadas em duplicata.

4.6 Andlise dos extratos de Zingiber officinale

4.6.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

As analises dos extratos de Zingiber officinale foram realizadas em CLAE-DAD
analitico da Shimadzu Proeminence System, equipado com degaseificador DGU-
20A5, bomba binaria LC-20AT, injetor automatico SIL-10A, detector UV-Vis SPD-
M10Avp, interface CBM-20A e "software" LC solution. Todas as separagdes foram

conduzidas em coluna C18 Eclipse Plus Agilent (4,6 x 100 mm, 3,5 mm). A elui¢ao foi
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realizada no modo gradiente usando agua(A)/acetonitrila(B): 0,0-2,0 min, 10-55% B;
2,0-9,0 min 55% B; 9,0-13,0 min, 65%; 13,0-20,00, 100% B. As analises foram
precedidas por equilibrio da coluna cromatografica por 10 min. O volume de injegao
foi de 20 uL, e a vazdo de 1 mL/min. O detector UV-Vis foi configurado para operar
com o comprimento de onda de 280 nm (YUDTHAVORASIT, 2014). Para a
quantificacdo do [6]-gingerol nos extratos, foi utilizada a seguinte equagéo da reta: y
=11291x + 20061, R? = 0,9989

4.6.2 Espectrofotometria UV-VIS

As analises dos extratos foram feitas em espectrofotdmetro modelo UV-5100
SPECTROPHOTOMETER. Utilizando detector UV-Vis de fotodiodo de silicone no
comprimento de onda de 280 nm. O solvente utilizado para a preparacéo e leitura
das amostras foi alcool metilico (Marca NEON®). Para a quantificagio dos gingerdis
foi utilizada a seguinte equacgao da reta: Y= 0,009x +0,0175, R2 = 0,9978

4.7 Otimizagcao da extracao

Foi realizado um planejamento fatorial 23 (Tabela 1) utilizando como técnica a
maceracao. Os parametros avaliados na otimizagao foram: tipo de solvente (etanol e
acetona (ambos marca ALPHATEC®)), temperatura (40°C e 50°C) e tempo de
extracdo (24h e 48h).

Experimento Solvente Tempo de extragao Temperatura
1 Etanol 24h 40°C
2 Acetona 24h 40°C
3 Etanol 24h 50°C
4 Acetona 24h 50°C
5 Etanol 48h 40°C
6 Acetona 48h 40°C
7 Etanol 48h 50°C
8 Acetona 48h 50°C

Tabela 1: Variaveis utilizadas no planejamento fatorial 23
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4.8 Analise estatistica

Os resultados obtidos nos experimentos foram tratados estatisticamente no
programa GraphPad Prism®, versdo 8.0.2, através de Analise de Variancia (ANOVA)
de via unica e teste de Tukey. Foram consideradas significativas as diferengas com p
< 0,05. Foi utilizado o programa Statistica®, versdo 13, para as analises do

planejamento fatorial 23.
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5 Resultados e Discussao

5.1 Rendimento das massas dos extratos obtidos a partir de

diferentes técnicas de extracao

A massa média obtida na técnica de maceragao foi de 0,49 + 0,07 g,
apresentando um rendimento percentual de 4,92 + 0,70 % (Tabela 2). Na extragao
assistida por ultrassom associado a maceracéo foi obtida uma massa média de 0,0883
1 0,008 g e rendimento de 4,41 £ 0,40% (Tabela 2).

Na extracao assistida por micro-ondas associado a maceragao a massa media
obtida foi de 0,55 £ 0,01 e rendimento de 5,52 + 0,13 % (Tabela 2). Na técnica de
turboextragao associada a maceragao foi obtida uma massa de 0,08 £ 0,005 g, o que

equivale a um rendimento de 5,59 £ 0,50 % dos extratos (Tabela 2).

Mac US-Mac MO-Mac TE-Mac

Massa (g) 0,4925 0,0883 0,5520 0,0895
Desvio Padrao 0,0707 0,0081 0,0141 0,0050
Rendimento (%) 4,9250 4,4150 5,5295 5,5906
Desvio Padrao 0,7071 0,4031 0,1336 0,5062

Tabela 2: Massas e rendimento percentual obtidas apés as extragdes (Maceragdao: Mac;
Ultrassom seguida de macerag¢ao: US-Mac; Micro-ondas seguida de maceragao: MO-Mac;
Turboextragao seguida de maceragao: TE-Mac).

Ao observar os rendimentos percentuais das massas de extratos brutos obtidos
através de diferentes metodologias extrativas, observa-se que nao existe diferencga
estatistica entre eles. Isso sugere que a maceragao deve ter sido, dentre as duas

metodologias associadas, a que limita a massa final obtida.

5.2 Quantificacao do [6]-gingerol a partir de diferentes técnicas de

extracao

Para a maceracgéo, foi obtida uma massa de 6,22 + 0,57 mg de [6]-gingerol por
grama de Gengibre seco (Figura 3). A vantagem da utilizagdo da maceragao se da
pela simplicidade do processo, ja que é necessario apenas o contato do material
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vegetal e o solvente em frascos de vidro ou de ago inox para promover 0O
comprometimento das estruturas vegetais e, assim, a liberagcdo dos componentes
fitoquimicos contidos nela (JOVANOVIC et al., 2017).

Ao comparar este resultado com o obtido por Liu, W. e colaboradores (2014),
os rendimentos s&o proximos. Entretanto, ele utilizou tempo menor de extragdo assim
como o solvente numa concentragdo menor. Isso sugere que a temperatura ambiente,

o tempo de extracdo nao interfere no rendimento.
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Figura 3: Quantidade de [6]-gingerol (mg/g), obtidas em cada extracdo analisadas em CLAE.
Maceracéo: Mac; Ultrassom seguida de maceracao: US-Mac; Micro-ondas seguida de maceragéo: MO-
Mac; Turboextragdo seguida de maceragao: TE-Mac. ANOVA (p < 0,05).

Na extracdo assistida por ultrassom associada a maceracgao foi obtida uma
massa de 6,12 + 0,38 mg de [6]-gingerol por grama de Gengibre seco (Figura 3). O
processo de cavitagado causado pelo ultrassom compromete as estruturas vegetais e,
consequentemente, aumenta a liberagdo das substéncias contidas nas células
(VEGGI, 2013; BRANDALIZE, 2014; SYED JAAPAR et al., 2017). Além disso,
promove um processo de homogeneizagao dos compostos e solvente, o que diminui
a saturacdo durante a agao do ultrassom (BRANDALIZE, 2014).

O ultrassom é um método extrativo consideravelmente recente, tendo entrado

em uso a partir da década de 1980, e tem sido largamente utilizado na extragdo de
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compostos de origem vegetal (WONG-PAZ et al., 2017). Este apresenta vantagem por
nao utilizar calor, preservando compostos termossensiveis (PANIWNYK et al., 2017;
SYED JAAPAR et al., 2017; WONG-PAZ et al., 2017) como o [6]-gingerol.

Syed Jaapar e colaboradores (2017), analisaram a extracdo de [6]-gingerol
através da técnica de ultrassom, onde observaram que a baixa frequéncia e o tempo
de extragao reduzem a quantidade obtida deste composto. Segundo eles, o aumento
do tempo de extragao pode degradar a substéncia assim como o efeito de cavitagao.
Isso pode justificar o porqué esta técnica ndo forneceu quantidade de extracéo
superior as outras comparadas neste trabalho.

Na extragao assistida por micro-ondas associada a maceracao foi obtida massa
de 5,18 + 0,019 mg de [6]-gingerol por g de Gengibre seco (Figura 3). O etanol
apresenta uma alta absorgao de micro-ondas. Isso faz com que durante a submissao
destas micro-ondas o meio sofra um aquecimento, o que favorece o processo de
enfraquecimento das paredes vegetais. Isto possibilita, primeiramente, um acesso
mais facil do solvente ao interior da célula e uma quebra da estrutura liberando os
compostos contidos nela (MANDAL et al., 2007; TSUKUI e REZENDE, 2014).

Entretanto, estudos apontam que menores quantidades de [6]-gingerol séo
obtidas em concentragdes de etanol superiores a 90% (Liu, W. et al., 2014; Kubra, et
al., 2013). Segundo Kubra e colaboradores (2013), o aumento da proporgao de agua
no solvente deve aumentar a constante dielétrica da solugdo, favorecendo o
aquecimento e assim a extragao.

Isso pode justificar o motivo pelo qual esta metodologia nédo forneceu
quantidades superiores. Pois como foi utilizado etanol 95% como solvente extrator,
pode nao ter aquecido o meio o suficiente para conseguir fragilizar a maioria das
células vegetais.

Na turboextragao associada a maceracgao foi obtida uma massa de 6,28 + 0,38
mg/g de Gengibre seco (Figura 3). Tendo em vista que a forca de cisalhamento,
ocasionada por esta técnica, tende a comprometer quase a totalidade das estruturas
vegetais, além promover um maior contato entre o solvente e a amostra, ocorre uma
grande liberagdo de compostos bioativos (YALAVARTHI e THIRUVENGADARAJAN,
2013; MARTINS et al., 2017).

A espectrofotometria UV-Vis € uma técnica analitica simples, robusta e com
custo de operacdo relativamente baixo, por isso é utilizada amplamente na
quantificacdo de compostos quimicos (ALVES et al., 2010; ROCHA e TEIXEIRA,
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2004). Entao, a quantificacdo dos gingerois foi realizada utilizando como método a
espectrofotometria UV-Vis a fim de estimar a quantidade de gingerdis presente nos
extratos, em alternativa a CLAE, que se trata de uma técnica mais dispendiosa e que

conta com aparelhagem mais complexa.

[2)]
o
]

E-3
o
|

]

w
o
|

N
o
|

Concentragao (mg/g)
2

o
|

T T
M MO-M TE-M US-M

Condic¢oes de extragao
Figura 4: Quantidade de gingeréis (mg/g), obtidas em cada extracdo analisadas em
espectrofotometria UV-vis. Maceracdo: Mac; Ultrassom seguida de maceracdo: US-Mac; Micro-

ondas seguida de maceragdo: MO-Mac; Turboextracdo seguida de maceracao: TE-Mac. ANOVA (p <
0,05).

5.3 Otimizacao da extragao

Esperava-se que a utilizagdo das técnicas n&o-convencionais micro-ondas,
ultrassom e ultra agitagdo, fossem capazes de aumentar a extragdo do [6]-gingerol,
no entanto, isso nao foi observado. Uma vez que nao houve diferenga no rendimento
de extrato e de [6]-gingerol entre os processos, a maceragao, por se tratar de uma
técnica simples e de baixo custo, apresenta vantagens sobre as outras. A facilidade
de aumento de escala dessa técnica também €& uma vantagem frente as técnicas
assistida por micro-ondas, ultrassom e ultra agitagéo.

Foram entdo realizadas as extragcdes em diferentes condigcbes. As massas e
rendimentos percentuais dos extratos obtidos apds as extracdes estao listadas na
Tabela 3.
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Experimento 1 2 3 4 5 6 7 8
0,1904 0,1897 10,1937 0,186 0,1671 0,1443 0,2163 0,1439
0,0051 0,0093 0,0088 0,0051 0,0021 0,0001 0,0535 0,0023

9,62 9,49 9,69 9,30 8,35 7,21 10,82 7,19

Rendimento (%) N i N + + N N t
0,25 0,46 0,44 0,25 0,10 0,00 2,67 0,12

Tabela 3: Massas e rendimento percentual obtidas apdés as extragées da otimizagao. 1-Etanol 24h
40°C; 2-Acetona 24h 40°C; 3-Etanol 24h 50°C; 4-Acetona 24h 50°C; 5-Etanol 48h 40°C; 6-Acetona 48h
40°C; 7-Etanol 48 50°C; 8-Acetona 48h 50°C.

Ao se avaliar os rendimentos de extratos brutos obtidos nos experimentos da
otimizagao, nao ocorreu diferenga estatistica entre eles. Ao comparar os rendimentos
dos extratos brutos obtidos nas diferentes técnicas de extracdo a temperatura
ambiente (Tabela 2, pagina 25) e os realizado na otimizagao (Tabela 3), é possivel

observar que o aumento da temperatura fornece maiores massas.

5.3.1 Rendimento das massas de gingerdis nos extratos obtidos a partir de

diferentes condi¢oes de extragcao utilizando maceragao como técnica extrativa

ApOs as analises em espectrofotometria UV-Vis, ocorreu entdo a quantificacéao
dos gingerois presentes nas amostras dos extratos. Na extracdo utilizando etanol
como solvente extrator durante 24 horas sob temperatura de 40°C (1), foi obtida uma
massa de 69,05 mg/g. Na extragéo utilizando acetona como solvente extrator durante
24 horas sob temperatura de 40°C (2) foi obtida uma massa de 59,14 mg/g.

Na extragao utilizando etanol como solvente extrator durante 24 horas sob 50°C
(3) a massa obtida foi de 66,87 mg/g. Na extragao utilizando acetona como solvente
extrator durante 24 horas sob temperatura de 50°C(4), foi obtida uma massa de 55,73
mg/g. A extracao utilizando etanol como solvente extrator durante 48 horas sob 40°C
(5) forneceu uma massa de 46,34 mg/g. Na extragao utilizando acetona como solvente
extrator durante 48 horas sob 40°C (6) forneceu 19,75 mg/g.



30

A extracdo utilizando com etanol como solvente extrator durante 48 horas sob
50°C (7) foi obtida uma massa de 55,37 mg/g. Na extragao utilizando acetona como

solvente extrator durante 48 horas sob 50°C foi obtida uma massa de 2,44 mg/g.

5.3.2 Extragoes utilizando etanol como solvente extrator

Como uma forma de facilitar a analise dos dados obtidos com o planejamento
fatorial, construiu-se graficos para cada solvente separadamente. Ao se analisar
estatisticamente os experimentos utilizando etanol como solvente extrator, observou-
se que nao existiu diferenga estatistica entre os experimentos que utilizaram este
solvente durante 24 horas sob 40°C e 50°C e durante 48 horas sob 50°C.
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Figura 5: Concentragcao de gingerdis (mg/g) obtido pelas diferentes condicdes extrativas
utilizando etanol como solvente extrator. ANOVA (p < 0,05). Letras diferentes indicam que houve
diferencga significativa.

A uUnica extragao onde etanol era o solvente extrator que apresentou resultado
estatisticamente diferente foi a que ocorreu durante 48h sob 40°C. Isso pode ser
justificado com uma possivel limitacao da extracdo em uma temperatura mais baixa
em um primeiro momento e subsequente degradagdo dos compostos ja extraido.
Observa-se que nestas mesmas condi¢des utilizando acetona como solvente extrator

(Figura 8, pagina 32) também ocorre redugao do teor de gingeradis.
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Ja na extragao durante 48h sob 50°C, a obtencéo pode ter sido aumentada por
conta da temperatura maior. O aumento da temperatura melhora a extragao devido
uma maior abertura da matriz celular assim a extracdo dos compostos (KUBRA et al,
2013). Sendo assim, possivelmente o numero de células vegetais que forneceram

gingerdis deve ter sido maior em 50°C durante 48h que em 40°C no mesmo tempo.

5000000 66,87 (58.44.75.3) 55,37 (46,94.63.8)

Temperatura

69,05 (60]62,77.48) 46,335 (371.91.54.76)

40,00000

2400000 48,00000
Tempo de extracdo

Figura 6: Diagrama para interpretagdo dos dados do planejamento fatorial utilizando etanol
como solvente extrator tendo como variaveis tempo de extragao (24h e 48h) e temperatura (40°C
e 50°C).

Através do diagrama de Pareto (Figura 7), fica visivel que ao se utilizar etanol
como solvente extrator, o tempo de extragao se apresenta como a variavel que mais
interfere na obtengdo de gingerdis. Isso esta de acordo com Syed Jaapar e
colaboradores (2017), que ao avaliar a extragao de [6]-gingerol sobre ultrassom,
observou que o tempo de extragdo consegue ser mais determinante no aumento da

obtencao deste composto que o solvente.
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Figura 7: Diagrama de Pareto representando a analise de variancia entre os fatores na extragao
utilizando etanol como solvente extrator.

5.3.4 Extracoes utilizando acetona como solvente extrator

Ao analisar estatisticamente os experimentos utilizando acetona como solvente

extrator, foi observado que nao houve diferenca estatistica entre os experimentos que

utilizaram este solvente durante 24 horas sob 40°C e 50°C. Entretanto, houve

diferenga estatistica com os experimentos durante 48 horas 40°C e 50°C.
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Figura 8: Concentracdao de gingerdis (mg/g) obtido pelas diferentes condigdes extrativas
utilizando acetona como solvente extrator. ANOVA (p < 0,05). Letras diferentes indicam que houve

diferencga significativa.
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Figura 9: Diagrama para interpretacao dos dados do planejamento fatorial utilizando acetona
como solvente extrator tendo como variaveis tempo de extragao (24h e 48h) e temperatura (40°C
e 50°C).

Isso sugere que com o aumento do tempo de extragdo associado ao aumento
de temperatura ocorre a redugdo na massa de gingerdis. Essa redugao pode estar
relacionada com a temperatura de extragao proxima ao ponto de fusao deste solvente
que €& de 56°C, o que poderia promover a evaporacdo do mesmo e,
subsequentemente, uma saturagdo do restante de solvente que se mantem em
contato com amostra. Além disso, 0 aquecimento desta solugdo saturada poderia

degradar os gingerois.

(1)Tempo de extracdo | -19,1561

1by2 b -4,60541
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p=.05
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Figura 10: Diagrama de Pareto representando a analise de variancia entre os fatores na extragao
utilizando etanol como solvente extrator.
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Para este solvente, o diagrama de Pareto (Figura 10) mostra que o tempo de
extragao é a variavel que demonstra maior significancia estatistica na extragao. Além
disso, a associagao entre as duas variaveis utilizadas (temperatura e tempo de

extracdo) também demonstra significancia estatistica.

5.3.5 Comparagao entre as extragdoes que ocorreram durante 24 horas com

diferentes solventes extratores e temperatura

Como exposto na Figura 11, observa-se que nao ocorre diferenga estatistica
entre os experimentos que foram realizados durante 24 horas, independente do

solvente e temperatura
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Figura 11: Concentragdao de gingerdis (mg/g) obtido pelas diferentes condi¢bées alterando
solvente e temperatura extrativas durante 24 horas. ANOVA (p < 0,05). Letras iguais indicam que
nao houve diferenca significativa.

Isso corrobora o que é exposto nos diagramas de Pareto para etanol (Figura 7)
e acetona (Figura 10) onde demonstram que o tempo de extragdo € a variavel que

apresenta mais significancia estatistica para a extracéo de gingerois.



35

5.3.6 Comparacgao entre as massas obtidas utilizando etanol como solvente

extrator durante 24 horas com diferentes temperaturas
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Figura 12: Concentragao de gingerol obtida nas diferentes extragoes com temperaturas variadas
utilizando etanol como solvente extrator. ANOVA (p < 0,05). Letras diferentes indicam que houve
diferencga significativa.

Ao comparar as massas obtidas utilizando etanol como solvente de extragao
durante 24 horas sob 40°C e 50°C com a extragao de [6]-gingerol com etanol 95%
(v/v) a temperatura ambiente (Figura 12), observa-se um rendimento maior de
gingerois com o aumento da temperatura. Isso mostra que as temperaturas utilizadas

afetam a estrutura vegetal resultando em uma maior obtencao destes compostos.



36

5 Conclusao

Foram realizadas extragbes utilizando diferentes metodologias extrativas com
o intuito de avaliar qual delas forneceria a maior quantidade de [6]-gingerol. Apos
anadlise estatistica das massas obtidas nestas extragbes ficou constatado que nao
ocorreu diferenca entre eles. Sendo assim, a maceragao, que forneceu 6,22 mg/g de
[6]-gingerol e 35,31 mg/g de gingerdis foi a técnica escolhida para ser otimizada. A
escolha dessa metodologia se deu, principalmente, por sua simplicidade.

A otimizacado do processo de extracdo por maceragao foi realizada utilizando
um planejamento fatorial 23 variando solvente (etanol e acetona), tempo de extragao
(24h e 48h) e temperatura (40°C e 50°C). Ao avaliar a quantidade de gingerois obtida
em cada um dos experimentos, foi demostrado que nao existiu diferenca estatistica
entre as massas de gingerois obtidas durante 24h independente do solvente e da
temperatura.

Sendo assim, a extracado escolhida como melhor por este trabalho é utilizando
etanol como solvente extrator durante 24 horas a 40°C. Essas condigbes foram
escolhidas por ser realizada em menor tempo e menor temperatura. Este resultado
pode ser importante para ajudar na busca de condi¢cdes ainda melhores para obtencao

dessa substancia que demonstra fornecer inumeros e valiosos beneficios a saude.
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