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RESUMO

O efeito do solvente extrator (etanol, isopropanol, acetato de etila, suas misturas binarias e
ternarias) sobre a atividade antioxidante de extratos de Zingiber officinale Roscoe (gengibre),
Curcuma longa Linn (agafrdo) e Pereskia aculeata Miller (ora-pro-nobis) foi avaliado, a fim
de determinar a composicdo de solventes que forneca extratos com alta atividade antioxidante
e verificar seu efeito protetor em estabilizar o 6leo de soja durante o aquecimento (1 h a 250
°C). Para o gengibre, a extracdo com a mistura ternaria etanol:isopropanol:acetato de etila
(0,30:0,33:0,37, v/v/v) resultou na condicdo em que a atividade antioxidante foi maximizada
para os ensaios de DPPH (61,39 umol Trolox g1), ABTS (156,91 pmol Trolox g?) e FRAP
(225,55 pmol FeSO4 g?). Para o acafrdo esta condicdo foi alcancada para a mistura binaria
etanol:isopropanol (0,52:0,48, v/v) sendo obtidos os valores de 133,91, 665,47 pumol Trolox g
1 ¢218,71 umol FeSO4 g1, respectivamente para os ensaios DPPH, ABTS e FRAP. Os extratos
de ora-pro-nobis apresentaram baixa atividade antioxidante em relacéo ao gengibre e agafréo,
sendo que a extracdo com 100 % de etanol resultou na maximizacgdo da atividade antioxidante
nos ensaios de DPPH (9,35 pumol Trolox g1), ABTS (18,41 umol Trolox g*) e FRAP (13,47
umol FeSO4 g1). O ora-pro-nobis apresentou as maiores concentragdes de Ca (3417,14 mg 100
gh), K (3263,21 mg 100 g1), Mg (659,57 mg 100 g1) e P (541,82 mg 100 g1), seguido pelo
acafrdo cujas concentragdes foram (119,35, 1225,95, 220,39, 236,65 mg 100 g para Ca, K,
Mg e P, respectivamente). Para o gengibre estes minerais também ocorreram em maior
proporc¢éo, contudo as concentragcdes foram bem menores. A adicao dos extratos de gengibre e
acafrdo, cuja atividade antioxidante foi maximizada, ao 6leo de soja resultou em menores
valores para os indices de acidez e peroxido (p < 0,05) em relacdo ao leo de soja comercial,
utilizado como controle. A adicdo dos extratos de gengibre ao 6leo de soja resultou em uma
menor degradacdo dos acidos graxos insaturados, em relacdo ao 6leo de soja comercial e ao
6leo de soja com adicdo do extrato de acafrdo. O uso dos extratos de gengibre e acafrdo
preparados nas condi¢des selecionadas, contribuiu para diminuir a degradacéo do 6leo de soja

durante o ensaio termoxidativo.

Palavras-chave: Capacidade antioxidante. Planejamento fatorial. Gengibre. Acafrdo. Ora-pro-

nobis. Composicao mineral. Estabilidade térmica.



ABSTRACT

The effect of extraction solvent (ethanol, isopropanol and ethyl acetate, their binary and ternary
solvent mixtures) on the antioxidant activity of Zingiber officinale Roscoe (ginger), Curcuma
longa Linn (turmeric) and Pereskia aculeata Miller (barbados gooseberry) extracts was
evaluated in order to determine the most suitable extraction solvent composition with
antioxidant capacity and evaluate its protective effects on stabilizing soybean oil during thermal
condition (1 h at 250 °C). For ginger, the extraction using ternary mixture ethanol-isopropanol-
ethyl acetate (0.3:0.33:0.37, v/v/v) resulted in the condition where antioxidant activity was
maximized for DPPH assay (61.39 pumol Trolox g 1), ABTS (156.91 umol Trolox g ) e FRAP
(225.55 umol FeSO4 g*). For turmeric this condition was achieved in the binary mixture
ethanol-isopropanol (0.52:0.48, v/v) for which was obtained the values 133.91, 665.47 pumol
Trolox g and 218.71 umol FeSO4 g* to DPPH, ABTS and FRAP, respectively. Barbados
gooseberry extracts showed a lower antioxidant activity in relation to ginger and turmeric, being
that the extraction using 100 % of ethanol resulted in the maximization of antioxidant activity
in the DPPH assay (9.35 umol Trolox g1), ABTS (18.41 umol Trolox g*) and FRAP (13.47
umol FeSO4 g1). Barbados gooseberry showed the higher concentration of Ca (3417.14 mg
100 g1), K (3263.21 mg 100 g1), Mg (659.57 mg 100 g*) e P (541.82 mg 100 g1), followed
by turmeric whose concentrations were (119.35, 1225.95, 220.39, 236.65 mg 100 g™ to Ca, K,
Mg and P, respectively). For ginger, these minerals also occurred in higher proportion, but in
lower concentrations. The addition of ginger and turmeric extracts, whose antioxidant activity
was maximized, to soybean oil resulted in lower values to acid and peroxide assays (p < 0.05)
in relation to commercial soybean oil, used as control. The addition of ginger extracts to
soybean oil resulted in the lower degradation of unsaturated fatty acids, when compared to
commercial soybean oil and soybean oil with turmeric extract. The ginger and turmeric extracts
prepared under the selected conditions contributed to reduce the degradation of soybean oil

during the thermoxidative assay.

Keywords: Antioxidant Capacity. Factorial design. Ginger. Turmeric. Barbados gooseberry.
Mineral composition. Thermal stability.
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1 INTRODUCAO

A avaliacdo de plantas e suas propriedades farmacologicas tem se levantado como um
dos assuntos de interesse da comunidade cientifica, devido ao facil acesso, uma variedade de
compostos presentes nesses matérias vegetais e sendo muito deles com atividade bioldgica e
estrutura desconhecidas. Para varias espécies de plantas o foco tem se direcionado ao estudo e
avaliac3o da presenca de compostos com atividade antioxidante (NICIFOROVIC et al., 2010),
com o objetivo de aplicacdo em alimentos como conservantes naturais, ou ainda, para auxiliar
na prevencdo de doencas relacionadas as reacdes de oxidagéo.

Estudar, avaliar e obter compostos com atividade bioldgica provenientes de plantas
demanda criteriosa avaliacdo, sendo que, a etapa de extracdo pode determinar e até mesmo
selecionar os produtos que serdo obtidos. Devido a complexidade da estrutura e das
propriedades dos materiais vegetais, os resultados podem variar dependendo dos solventes
extratores escolhidos, do método de extracdo empregado e da estacdo do ano em que a coleta é
realizada. Portanto, € preciso avaliar o efeito do sistema extrator para determinar a condi¢éo
gue maximiza a atividade antioxidante.

A literatura tem descrito a atividade antioxidante de diversas plantas, dentre elas: o
Zingiber officinale Roscoe, popularmente conhecido como gengibre (LU et al., 2014); a
Curcuma longa Linn, conhecida como acafrdio (BARANKEVICZ, 2015; CHOI, 2009); e a
Pereskia aculeata Mill., popularmente conhecida como ora-pro-nobis (PINTO et al., 2013;
SOUSA et al., 2014). Essas plantas foram avaliadas quanto a sua atividade antioxidante por
diversos autores empregando diferentes metodologias de analise.

O gengibre é uma planta consumida no mundo todo como especiaria e erva medicinal
(WANG et al., 2014). Além disso, apresenta diversos efeitos farmacoldgicos descritos tais
como, em desordens cardiovasculares e gastrointestinais e no tratamento de diabetes (BUTT,;
SULTAN, 2011). Os rizomas do gengibre possuem um aroma forte que € atribuido a presenca
de gingerois, um grupo de compostos fendlicos volateis (SEMWAL et al., 2015). Ademais, 0
gengibre vem sendo considerado uma erva medicinal segura com efeitos adversos
insignificantes (ALl et al., 2008).

O acafrdo € uma planta que possui aplicabilidade em diversas areas da industria
alimenticia e farmacéutica como condimento, aromatizante, corante e em medicamentos (NOR
et al., 2009). A curcumina € o maior componente dos rizomas secos de acafrdo a qual apresenta
diversas atividades biologicas (SHEN et al., 2017) dentre elas: atividade antioxidante (TANVIR
et al., 2017), anti-inflamatoria (KARIMIAN et al., 2017) e antimicrobiana (BALAN et al.,
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2016). A propriedade antioxidante do acafrdo tem sido verificada devido a presenca de
compostos fendlicos (CHATTOPHADHYAY, 2004) e o torna interessante para a aplicacdo em
alimentos e medicamentos para prevencao e/ou cura de doencas.

Outra planta de interesse € a ora-pro-nobis, isso devido ao seu alto conteudo proteico
(MARTINEVSKI, 2013) e altos niveis de minerais, fibras, vitamina A e C e acido félico
(TAKEITI, 2009). Além disso, alguns efeitos farmacoldgicos descritos para a ora-pro-nobis
descrevem a determinacdo da atividade antioxidante, a qual foi verificada em compostos
extraidos de suas folhas (PINTO et al., 2013; SOUZA et al., 2016), compostos extraidos de
seus frutos (ANGOSTINI-COSTA et al., 2012). Portanto, a potencial aplicacdo da ora-pro-
nobis como antioxidante vem sendo reforgada.

Estudos estatisticos podem ser utilizados para a obtencédo de informacg6es detalhadas de
uma determinada resposta (NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010). Os ensaios realizados para
avaliacéo de uma propriedade farmacoldgica fornecem resultados que, devidamente analisados,
podem indicar as melhores condic¢des de extragdo de compostos ativos provenientes de plantas.

Alguns alimentos, tais como, o éleo de soja, podem apresentar instabilidade frente a
condi¢cdes ambientais como luz, temperatura e umidade, e também quando submetidos a
tratamentos usualmente empregados como, por exemplo, o processo de fritura. O
processamento térmico do 6leo e soja pode acarretar em sua degradacdo e, consequentemente,
na formacdo de compostos envolvidos nas alteracdes fisicas e quimicas deste alimento. Uma
vez que as reacOes de oxidacdo estdo efetivamente envolvidas no processo de degradacao do
6leo, uma alternativa para minimizar esse processo é o emprego de antioxidantes. O efeito
antioxidante de compostos sintéticos e naturais ja vem sendo empregado em 6leos vegetais, a
fim de evitar sua degradacdo. Todavia, os antioxidantes j& utilizados pela indUstria alimenticia
tém se mostrado pouco efetivos na temperatura de fritura (CHOE e MIN, 2007).

Com a perspectiva de avaliar a adi¢do de extratos naturais de rizomas de gengibre,
acafrdo e folhas de ora-pro-nobis em 6leo de soja sob aquecimento, foi desenvolvido um
planejamento de misturas para determinar a composicao extratora que maximiza a atividade
antioxidante e aplicar os extratos otimizados ao 6leo de soja para avaliar o seu efeito sobre o
aquecimento do 6leo. O trabalho é importante ndo somente para determinar e comprovar a
atividade antioxidante das plantas supracitadas, mas para apresentar uma aplicacao deste estudo

em um processo corriqueiramente utilizado no preparo de alimentos, que é o processo de fritura.
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1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo geral

Esta pesquisa tem por objetivo determinar a melhor composicao de solventes extratores
de rizomas de gengibre e acafrdo e folhas de ora-pro-nobis, que maximize a resposta
antioxidante, aplicar os extratos otimizados em 6leo de soja submetido a aquecimento e, por

fim, avaliar o efeito desta adi¢do no 6leo processado.

1.1.2 Objetivos especificos

- Desenvolver um planejamento experimental de misturas para a extracdo de rizomas de
gengibre e acafrdo e de folhas de ora-pro-nobis, utilizando os solventes etanol, isopropanol e
acetato de etila;

- Determinar a atividade antioxidante, pelos ensaios DPPH, ABTS e FRAP, dos extratos
obtidos;

- Avaliar, por meio de analise estatistica, qual a composicéo de solventes extratores que
maximiza a resposta antioxidante;

- Determinar a composi¢do mineral dos rizomas de gengibre e acafréo e das folhas de
ora-pro-nobis;

- Avaliar o efeito da adicdo dos extratos otimizados em 6leo de soja submetido a ensaio

termoxidativo.
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 Compostos naturais com atividade antioxidante

A busca por compostos naturais com atividade antioxidante vem crescendo, pois além de
manterem as propriedades organolépticas e quimicas dos alimentos possuem o apelo de
manutencdo da saude e prevencao de doencas (BOROSKI et al., 2015). Numa abordagem geral,
0s antioxidantes sdo substancias que em baixas concentracdes, comparadas ao substrato
oxidavel, retardam significativamente ou inibem a oxidacéo do substrato (SOUSA et al., 2007).

O oxigénio possui vital importancia em diversos processos bioldgicos, no entanto, durante
0 processo de estresse oxidativo o oxigénio pode levar a formacao de radicais livres incluindo
moléculas do radical superoxido (Oz), radical hidroxila (OHe), peréxido de hidrogénio (H202)
e radicais peroxido lipidicos (CHAND et al., 2017). Esses radicais reagem com moléculas do
organismo como DNA, RNA e proteinas em processos naturais e podem promover danos ao
organismo (LIMA, 2011), os quais estdo relacionados a carcinogenicidade, inflamacéo,
envelhecimento e desordens cardiovasculares (RAZA et al., 2009).

A concentracdo normal de radicais livres ou espécies reativas do oxigénio (ROS) presentes
no organismo sao estabilizadas por enzimas antioxidantes que promovem uma protecdo aos
danos oxidativos (PEUCHANT et al., 2004). Algumas vezes essas enzimas nao sao capazes de
manter o equilibrio da concentracdo de radicais livres devido a sua producdo descontrolada,
ocasionando graves problemas de satide (UCHIDA, 2000). Nestes casos a suplementacdo com
antioxidantes é necessaria para manter o balango entre radicais livres e enzimas antioxidantes
(CHAND et al., 2017).

Os compostos com atividade antioxidante sdo capazes de estabilizar ou desativar os
radicais livres antes que ataquem os alvos bioldgicos nas células (ATOUI et al., 2005;
BARREIROS et al., 2006). Compostos fendlicos, flavonoides, taninos, antocianinas e outros
constituintes fendlicos vém sendo as principais classes de antioxidantes naturais estudadas
(LONNI et al., 2012), devido a sua potencial acdo na prevencgéo e tratamento de doencas
relacionadas ao estresse oxidativo (LI et al., 2014).

Os compostos fendlicos possuem um grupo fenolico em sua estrutura base e podem exercer
sua atividade antioxidante por diferentes meios. Estes compostos podem atuar diretamente no
sequestro de espeécies reativas, suprimir a peroxidacgéo lipidica por reciclar outros antioxidantes
e, ainda, se ligar a metais pro oxidativos, tais como ferro e cobre (MOZURAITYTE et al., 2016)
evitando a formacdo de radicais livres (WALTER; MARCHESAN, 2011). De acordo com
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Rice-Evans, Miller, Paganga (1997) os compostos polifendlicos tem apresentado melhor
atividade antioxidante in vitro do que as vitaminas E e C em base molar.

Os flavonoides, a maior classe de compostos fendlicos em plantas (WALTER;
MARCHESAN, 2011), sdo compostos que apresentam em sua estrutura grupamentos hidroxila
fendlicos ligados em anéis, os quais conferem potencial atividade antioxidante a esta classe
(RICE-EVANS, MILLER, PAGANGA, 1997). A estrutura base dos flavonoides consiste na
fusdo dos anéis A e C com o anel fenil B anexado (Figura 1) que pode apresentar algumas
variacdes nos grupos ligados a esses anéis e dividir os flavonoides em subclasses incluindo:
flavonois, flavonas, flavanois, catequinas, antocianidinas e isoflavonas (RICE-EVANS,
MILLER, PAGANGA, 1997; XU et al., 2017).

Figura 1 - Estruturas de flavonoides (flavona, flavan-3-ol e isoflavona).
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Adaptado de Rice-Evans, Miller, Paganga (1997).

Os taninos compdem outro grupo de compostos fendlicos de alto peso molecular
(HAGERMAN et al., 1998) e sédo divididos em taninos condensados e hidrolisaveis (WALTER;
MARCHESAN, 2011). Os taninos condensados (Figura 2), também conhecidos como
proantocianidinas, tem sua diversidade dada pela variabilidade das unidades monoméricas
(diferentes padrdes de hidroxilagdo dos anéis aromaticos A e B e diferentes configuragdes nos
centros quirais C2 e C3) (ZHANG; LIN, 2008).
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Figura 2 - Estrutura dos taninos condensados.
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Fonte: Zhang; Lin (2008).

Além disso, os taninos condensados melhor caracterizados estdo ligados atraves de uma
ligacdo carbono-carbono entre C8 da unidade terminal e o C4 da unidade extensora (Figura 3).

Figura 3 - Tipico tanino condensado composto de epigalocatequina e galocatequina.
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Os taninos hidrolisaveis sdo derivados do acido géalico, o qual € esterificado a um nucleo
poliol, sendo que os grupos galoil podem ser ainda esterificados ou oxidavelmente ligados para
produzir complexos de taninos hidrolisaveis (Figura 4) (HAGERMAN et al., 1998).
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Figura 4 - Tanino hidrolisavel composto de um nucleo esterificado de glicose com residuos de
acido gélico. G= residuo de acido galico
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Fonte: Hagerman et al. (1998).

Os taninos sao descritos por possuirem ndo somente uma atividade antioxidante primaria
(doar um elétron ou um atomo de hidrogénio), mas também por serem antioxidantes secundarios
(habilidade de quelar ions metélicos) (AMAROWICZ, 2007). A literatura menciona que taninos
condensados e hidrolisados de alto peso molecular tém mostrado atividade antioxidante mais
efetiva quando comparados aos compostos fenolicos simples (HAGERMAN et al., 1998).

Os polifendis naturais sdo metabdlitos secundarios de plantas e muitos deles podem ser
encontrados em alimentos a base de plantas (LI et al., 2014). Alguns trabalhos apresentam a
relacdo inversa da ingestdo diaria de alimentos ricos em compostos antioxidantes e a incidéncia
de doencas (SIES, 1993). Contudo, a larga utilizacdo de antioxidantes sintéticos tais como,
hidroxi tolueno butilado (BHT - butylated hydroxytoluene) e hidroxi anisol butilado (BHA -
butylated hydroxyanisole) pode ser responsavel por danos hepaticos e carcinogenicidade
(GRICE, 1988; WITSCHI, 1986). Assim, encontrar antioxidantes de fontes naturais que venham
substituir aos sintéticos se torna um assunto de interesse.

Niciforovic et al. (2010) avaliaram a atividade antioxidante de seis plantas provenientes da
Sérvia (Ballota nigra L., Cotinus coggygria Scop., Echium rubrum L. , Echium vulgare L.,
Gentiana asclepiadea L., Halacsya sendtneri - Boiss.- Dorfl.) e seu possivel emprego como

fonte de antioxidantes naturais. As plantas avaliadas apresentaram atividade antioxidante,
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sendo a maior atividade encontrada em extratos metandlicos de C. coggygria Scop. (313 mg
acido ascorbico g de extrato seco). O autor observou uma interessante prospecgdo sobre a
utilizacdo destas plantas como antioxidantes naturais.

O autor Li et al. (2014) reuniu o trabalho de diversos pesquisadores relacionados ao estudo
da atividade antioxidante de extratos de plantas em diferentes alimentos e sistemas bioldgicos.
O autor concluiu que plantas ricas em compostos fenolicos apresentam potencial acdo
antioxidante e promovem efeitos bioldgicos tais como: reducdo do estresse oxidativo serico,
diminuicdo da lipoproteina de baixa densidade (LDL) oxidada no plasma, conservacdo de
alimentos devido ao efeito antioxidante, dentre outros.

Uma vez determinada e comprovada a atividade antioxidante de compostos naturais é
possivel prospectar seu emprego na prevencdo de doencas causadas pela formacéo de radicais

livres.

2.2 Gengibre (Zingiber officinale Roscoe)

Uma das especiarias mais utilizadas na culindria € o Zingiber officinale Roscoe,
popularmente conhecido como gengibre (Figura 5). O gengibre apresenta cerca de 50 géneros
e 1300 espécies pelo mundo, distribuidos principalmente no sul e sudeste da Asia (WU;
LARSEN, 2000). Na medicina o gengibre tem sido utilizado para o tratamento de reumatismo,
doencas relacionadas ao sistema nervoso, gengivite, odontalgia, asma, acidente vascular
cerebral, constipacdo e diabetes (TAPSELL et al., 2006; WANG; WANG, 2005) e sua
aplicacdo tem se estendido para a indUstria cosmética na fabricacdo de perfumes e para a
indUstria alimenticia na producdo de bebidas e produtos de confeitaria como pées, bolos,
biscoitos e geleias (ELPO; NEGRELLE, 2004).
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Figura 5 - Rizoma de gengibre.

O rizoma de gengibre também é conhecido por sua atividade antioxidante, caracteristicas
devido a presenca de gingerois, gingerones e shogaois (ANDREO, 2007) e, esta planta tem sido
identificada como uma erva medicinal com efeito farmacoldgico de suprimir a sintese de
prostaglandinas através da inibicdo de ciclooxigenase-1 e ciclooxigenase-2 (SHIRIN;
JAMUNA, 2010).

Os compostos presentes no gengibre sao numerosos e muitos dependem do local de origem
e se 0s rizomas estdo frescos ou secos. Além disso, seu odor, atribuido a presenca de gingerdis
(SEMWAL et al., 2015), € proveniente principalmente do 6leo essencial cuja producdo pode
variar de 1 a 3% (ALI et al., 2008). Os componentes mais pungentes do gengibre sdo os
compostos 6-gingerol e 6-shogaol (Figura 6), os quais estdo relacionados a sua atividade
antioxidante (LU et al., 2014) e seus principais compostos quimicos sdo o zingiberona, B-
bisabolona, a-farneseno, B-sesquifelandreno e a-curcumeno (PRASAD, 2015). A forte
atividade sequestradora de radicais do gengibre esta relacionada aos seus componentes que sdo
fortes doadores de protons e elétrons (KIKUZAKI; NAKATANI, 1996; PAWAR, 2011).
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Figura 6 - Estruturas moleculares do [6]-gingerol e [6]-shogaol.
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Adaptado de Lu et al. (2014).

Lu et al. (2014) avaliaram a atividade antioxidante dos compostos 6-gingerol e 6-shogaol
presentes no gengibre pelos testes de capacidade sequestradora do radical DPPH e poder de
reducdo do radical FRAP e observaram expressiva atividade antioxidante destes compostos.

Shirin e Jamuna (2010) determinaram a atividade antioxidante de extratos metandlicos e
etanolicos de gengibre por meio do ensaio de sequestro do radical livre 2,2- difenil-1-
picrilidrazila (DPPH). Os resultados mostraram alta atividade antioxidante dos extratos,
demonstrando uma boa prospeccao de utilizacdo do gengibre como fonte de compostos com
atividade antioxidante.

Em estudo feito por Godinez et al. (2017) extratos aquosos de Zingiber officinale foram
avaliados quanto ao seu potencial uso como fonte de antioxidantes naturais pelos testes de
DPPH e FRAP em diferentes temperaturas e tempos de extracdo. Os resultados de atividade
antioxidante, avaliados em base Umida, foram satisfatorios, sendo, 537,4 e 555,6 mg Trolox
100 g* para o teste DPPH (90 °C por 15 min. e 55 °C por 5 min., respectivamente) e 813,7 e
1237,4 mg Fe?* 100 g para o teste FRAP (20 °C por 15 min. e 90 °C por 15 min.,

respectivamente), demonstrando a potencial aplicacdo desta planta como antioxidante natural.

2.3 Acafrao (Curcuma longa Linn)

A Curcuma longa L. (Figura 7) é uma planta tradicional da medicina chinesa e indiana
amplamente utilizada como carminativo, laxativo, anti-helmintico e no tratamento de doengas
hepéticas (LONG, 2014), além de apresentar propriedades digestiva, analgésica, antibacteriana,
antifangica, anti-inflamatéria, antioxidante e antidepressiva (CHATTOPHADHYAY, 2004;
RAVIDRAN et al., 2007; TILAK et al., 2004;). Conhecida popularmente como acafrdo, a
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Curcuma longa L. possui aplicagdo em alimentos, medicamentos, como corante e aromatizante
(NOR et al., 2009).

Figura 7 - Rizoma de acafrao.

A curcuma é o maior componente de coloracdo da Curcuma longa L., constituindo até 15
% de seu peso (TILAK et al., 2004), sendo que este composto é responsavel por sua atividade
anti-inflamatéria (CHATTOPHADHYAY, 2004). Comercialmente este corante natural é
utilizado como uma especiaria e uma fonte de amido industrial (BARANKEVICZ, 2015).

Alguns dos compostos presentes na Curcuma longa L. séo apresentados na Figura 8.
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Figura 8 - Estruturas de curcumindides naturais.
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Adaptado de Chattophadhyay (2004).

De acordo com a literatura o p6 de acgafrdo, a circuma e seus derivados, todos extraidos
dos rizomas da Curcuma longa L. apresentam compostos com atividades bioldgicas
(CHATTOPHADHYAY, 2004). A Tabela 1 apresenta algumas atividades bioldgicas de

compostos provenientes do agafréo, descritas na literatura.
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Tabela 1 — Compostos do acafrdo e suas atividades bioldgicas.

Composto/extrato Atividade bioldgica

P6 de acafréo Cicatrizacdo de feridas

Extrato etandlico Anti-inflamatorio
Hipolipémico
Antitumor

Antiprotozoario

Extrato alcodlico Antibacteriano

Extrato aquoso Antifertilidade

Cdrcuma Antioxidante
Antitumor

Anticarcinogénico
Antibacteriano
Antiprotozoario
Antiviral
Hipolipémico
Hipoglicémico
Anticoagulante
Metilcurcumina Antiprotozoario
Demetoxicurcumina Antioxidante

Bisdemetoxicurcumina Antioxidante

Adaptado de Chattophadhyay (2004).

A atividade antioxidante do acafréo e da curcumina vem sendo demonstrada na literatura.
Ruby et al. (1995) avaliaram a atividade antioxidante e antitumor de curcumindides naturais.
De acordo com o autor a curcumina natural isolada da Curcuma longa contém Curcumina |
(diferuloilmetano) como maior componente, Curcumina Il (6%) e Curcumina Il (0,3%). Os
resultados mostraram que as Curcuminas I, Il e 111 reduziram em 50% a peroxidacao lipidica se
apresentando como bons sequestradores de radicais hidroxila.

O mecanismo de atividade antioxidante da curcumina esta relacionado a uma estrutura
conjugada que inclui dois fendis metoxilados e uma forma enol de [-dicetona
(CHATTOPHADHYAY, 2004). Masuda et al. (2001) isolou 6 compostos da curcumina e

propds um mecanismo de atividade antioxidante na presenca de linoleato de etila, um éster de
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acido graxo poli-insaturado. Durante o processo antioxidante a curcumina reagiu com radicais
peroxila do linoleato. Segundo o autor, a curcumina tem habilidade de aprisionar o radical livre
promovendo uma quebra da cadeia antioxidante do radical livre.

Em estudo feito por Pulla e Lokesh (1992) a curcumina apresentou atividade antioxidante
e inibicdo da peroxidac&o lipidica em microssomas de figado de ratos, membranas de eritrocitos
e em homogeneizados de cérebro. Outro autor observou que a curcumina pode promover a
diminuicdo da peroxidacao lipidica por manter a atividade de enzimas antioxidantes como a
superdxido dismutase, catalase e glutationaperoxidase a altos niveis (Araujo, 2001). Ainda, Nor
et al. (2009) avaliou a oxidacdo acelerada de 6leo de palma sob aquecimento com adigdo de
diferentes concentracdes de extrato de acafrao e o resultado encontrado foi uma diminuic¢éo no
valor de peroxidos apés prolongado aquecimento.

A atividade antioxidante de diferentes fracdes de extratos metanolicos de Curcuma longa
L. foi determinada in vitro por Choi (2009). A fragcdo em acetato de etila apresentou os melhores
resultados quando avaliada pelos métodos DPPH, ABTS e FRAP, sugerindo que o acafréo
apresenta compostos de alto potencial antioxidante.

Barankevicz (2015) avaliou a atividade antioxidante de extratos etanolicos e aquosos de
carcuma pelos métodos de DPPH e ABTS e mostrou que os melhores resultados para o teste
DPPH estdo relacionados aos extratos mais hidrofilicos, e para o teste ABTS, extratos

etandlicos.

2.4 Ora-pro-nobis (Pereskia aculeata Mill.)

A Pereskia aculeata, conhecida no Brasil como ora-pro-nobis, possui diversas indica¢fes
e finalidades pela medicina popular. Seu fruto tem sido indicado como antissifilitico e
expectorante e suas folhas como emolientes, isso devido ao seu alto contetdo de mucilagens
(PINTO; SCIO, 2014). Além disso, as folhas da ora-pro-nobis (Figura 9) apresentam alto teor
de proteinas quando comparadas com outras plantas comumente consumidas
(MARTINEVSKI, 2013) e também altos niveis de minerais, fibras, vitamina A e C e &cido
félico (TAKEITI, 2009).
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Figura 9 - Folha de ora-pro-nobis.

A espécie P. aculeata Mill. pertence a familia Cactaceae, sendo que em diversas espécies
desta familia foram identificadas a presenca de compostos fenoélicos e atividade antioxidante
(SOUSA et al., 2014). Angostini-Costa et al. (2012) avaliaram o perfil de carotendides e
polifendis totais em frutos de P. aculeata. Foram identificados como principais produtos na
polpa dos frutos de P. aculeata, o a-caroteno (22,7 ug g%), p-caroteno (34,3 pg g ), luteina (6,5
ug g, a-criptoxantina/zeinoxantina (2,7 pg g1) e B-criptoxantina (2,2 pg g). O autor ressaltou
a importancia da presenca dos compostos a e f-caroteno, uma vez que estes sdo pro vitamina
A.

Pouco tem sido descrito na literatura sobre os efeitos bioldgicos da P. aculeata (SOUZA,
2016). Um estudo feito por Pinto et al. (2013) reportou a atividade antioxidante de diferentes
fracOes de extratos metandlicos de folhas de P. aculeata pelo teste de capacidade sequestradora
do radical DPPH. O autor observou interessante atividade antioxidante devido a presenca de
compostos fendlicos. Sousa et al. (2014) avaliaram a atividade antioxidante de extratos aquosos,
etanolicos e cetdnicos de folhas de P. aculeata Mill. pelo método de DPPH. Os resultados
mostraram elevada atividade antioxidante dos extratos ceténicos seguida de boa atividade dos
extratos etandlicos, sugerindo que os compostos responsaveis pelo sequestro de radical DPPH
apresentam grupos fenélicos em sua composicao.

Pinto e colaboradores (2015) avaliaram a caracterizacdo quimica e a atividade

antinociceptiva de fragdes hidrometanolicas de folhas de P. aculeata M. Os autores observaram
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a presenca de diversos compostos (Figura 10), bem como agdo antinociceptiva dos extratos de
P. aculeata.

Figura 10 - Estruturas dos compostos identificados nos extratos metandélicos de folhas de
Pereskia aculeata.
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Fonte: Pinto et al. (2015).

Por fim, um estudo feito por Souza et al. (2016) avaliou a composi¢do quimica do 6leo
essencial proveniente das folhas de P. aculeata, bem como verificou algumas atividades
bioldgicas de extratos feitos a partir das folhas e trés solventes diferentes. O autor identificou
24 compostos no 6leo essencial, dos quais 0s principais constituintes foram: sesquiterpenos
oxigenados (44,92 %), aléem dos compostos (Z, Z)-metil-4,6-hexadecadieno (16,34 %), 1-
nonadecen-ol (6,18 %) e (5E, 9E)-farnesil acetona (5,70 %). O extrato metandlico apresentou
a mais alta porcentagem inibitoria do DPPH (73,71 %) na concentracdo de 10 mg/mL, em base

Seca.
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2.5 Metodologias de avalia¢éo da atividade antioxidante e capacidade redutora

O estudo da eficiéncia de compostos com atividade antioxidante em alimentos apresenta
grande complexidade, visto as varias interferéncias dessas matrizes nos resultados. Para isso
diversas técnicas vém sendo introduzidas e € indicado utilizar diferentes metodologias para
determinar o efeito antioxidante (BOROSKI et al., 2015).

A habilidade redox de moléculas presentes em alimentos e sistemas bioldgicos para o
sequestro de radicais livres tem sido avaliada (FLOEGEL et al., 2011). Sendo que é
preferencialmente considerado um efeito aditivo e sinérgico de todos os antioxidantes do que o
efeito de um Unico composto, 0 que pode ser Gtil para estudar os beneficios de antioxidantes a
salde (BRIGHENTI et al., 2005; PUCHAU et al., 2009).

Dois tipos de abordagens sdo mencionados para os métodos de avaliacdo da atividade
antioxidante, aqueles denominados ensaios de inibicdo, em que a extensdo da capacidade
sequestrante é determinada pela doacao de um hidrogénio ou elétron de um radical pré-formado,
assim como 0s ensaios que envolvem a presenca de um sistema antioxidante durante a geracédo
do radical (RE et al., 1999).

Diversos métodos tém sido utilizados para estimar a atividade antioxidante de plantas,
frutas, vegetais e alimentos incluindo o acido 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)
(ABTS) (FLOEGEL et al., 2011; LEONG; SHUI, 2002; RE et al., 1999), o 2,2- difenil-1-
picrilhidrazila (DPPH) (BRAND-WILLIAMS et al., 1995; GIL et al., 2002) e o poder de
reducdo pelo método FRAP (Ferric Reducing Ability Power) (GUO et al., 2003). Cada um
desses métodos difere um do outro em termos de principio de ensaio e condi¢des de reacao
(BUYUKTUNCEL; PORGALI; COLAK, 2014).

Um dos métodos mais utilizados na avaliacdo da atividade antioxidante in vitro de plantas
consiste em avaliar a capacidade sequestradora do radical livre 2,2- difenil-1-picril-hidrazila -
DPPHe, de coloragdo parpura/violeta com absor¢do maxima em 517 nm (regido de 515 a 528
nm) (BOROSKI et al., 2015). Por a¢do de um antioxidante o DPPH* ¢ reduzido formando
difenil-picril-hidrazina, de coloragdo amarela, podendo a mesma ser monitorada pelo
decréscimo da absorvancia (SOUSA, 2007) (Figura 11). Sua limitagdo estd em avaliar a
atividade antioxidante em sistemas biologicos (SHALABY; SHANAB, 2013) e tem sido
descrito como néo adequado para a atividade antioxidante do plasma, devido a precipitacéo das
proteinas no meio alcoélico (MAGALHAES et al., 2008). Entretanto, mesmo assim, muitos
trabalhos descrevem a utilizagéo deste ensaio para a avaliagdo da atividade antioxidante de

plantas e alimentos, para os quais 0s resultados tém reportado boa atividade antioxidante dos
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compostos e reprodutibilidade do método (ASNAASHARI et al., 2017; SELAMOGLU et al.,
2017; TABARSA et al., 2017).

Figura 11 - Reacdo entre o radical DPPH e o antioxidante (AOH).
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Fonte: Boroski et al. (2015).

O método de ABTS (2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)) é um ensaio
espectrofotométrico tecnicamente simples, o que explica a sua aplicagdo em determinacfes de
rotina (MAGALHAES et al., 2008). Esta técnica tem como principio a captura do radical ABTS
(ABTS™) na presenca de compostos antioxidantes. A atividade antioxidante da amostra é
medida através da sua capacidade em estabilizar o cation radicalar ABTS presente na solucéo,
que volta a forma do composto neutro ABTS (Figura 12). Essa reacdo ocasiona a descoloragéo
da reacdo e a diminuicdo da absorvancia (BOROSKI et al., 2015). Uma das vantagens deste
ensaio é que a capacidade sequestrante do ABTS™" pode ser avaliada numa ampla faixa de pH,
portanto, sendo Gtil para estudar o efeito do pH em mecanismos de atividade antioxidantes
(MAGALHAES et al., 2008). Os resultados para este ensaio s&0 expressos em equivalente
Trolox ou, alternativamente, como massa de acido ascdrbico por 100 g ou 100 mL de amostra
(MAGALHAES et al., 2008).

Figura 12 - Reag&o de oxirreducdo do radical ABTS.
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Fonte: Rufino et al. (2007).
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O ensaio de FRAP é uma técnica que utiliza o complexo férrico 2,4,6-tripiridil-1,3,5-
triazina ([Fe**(TPTZ.]*") para a determinacio do poder de redugdo de um composto
(BOROSKI et al., 2015). Por acdo de uma substancia antioxidante redutora o complexo
([Fe**(TPTZ2]*") recebe um elétron sendo reduzido ao complexo ([Fe**(TPTZ2]**) o qual
apresenta coloracdo azul intensa e é avaliado a 593 nm (Figura 13) (BOROSKI et al., 2015).
Diversos estudos reportam que o poder de redugédo pode servir como um significante indicador
de atividade antioxidante (SOWNDHARARAJAN; KANG, 2013) sendo, portanto, 0 FRAP um

método complementar aos métodos de avaliacdo da atividade antioxidante.

Figura 13 - Reacdo de reducéo da forma ([Fe3*(TPTZ2]*") a ([Fe*"(TPTZ2]%).
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Fonte: Rufino et al. (2006).

Os métodos DPPH e ABTS apresentam algumas especificidades em relacdo a
solubilidade dos compostos, uma vez que na metodologia do ABTS é possivel avaliar aqueles
que sdo de natureza lipofilica e hidrofilica, ja o DPPH ndo possui esta capacidade, sendo
sensivel aos compostos hidrofilicos (SHALABY; SHANAB, 2013).

Contudo, alguns trabalhos descrevem uma correlacéo entre os métodos DPPH, ABTS e
FRAP. Em um estudo realizado por Mariutti et al. (2008) 23 ervas secas diferentes foram
avaliadas quanto as suas capacidades de sequestro de radicais livres pelos ensaios de DPPH e
ABTS, ambos utilizando o Trolox como substancia referéncia. Para todas as amostras os dois
métodos apresentaram boa correlacdo linear em relacdo ao Trolox, indicando que a média dos
compostos presentes nos extratos etanolicos foi semelhante. O autor concluiu que os ensaios
avaliados mostraram uma tendéncia de atividade antioxidante similar. Buytktuncel, Porgali e
Colak (2014) avaliaram a atividade antioxidante de vinhos tintos através dos métodos DPPH,
ABTS, FRAP e CUPRAC (cupric ion reducing capacity), para 0s quais 0s resultados foram
expressos em mmol de equivalente trolox por litro de vinho. O total de atividade antioxidante
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determinado pelos métodos citados variou de 7,49 — 15,93 mmol L, 12,02 — 24,73 mmol L,
12,65 — 27,68 mmol Lt e 13,19 — 31,07 mmol L, respectivamente. O autor concluiu que os
métodos FRAP e ABTS apresentaram boa correlacio em relagdo aos resultados.
Chatzikonstantinou et al. (2017) avaliaram, dentre outras caracteristicas, a atividade
antioxidante total de extratos aquosos de diferentes cepas de Chlorella através dos ensaios
DPPH, ABTS e FRAP. Os resultados indicaram diferenca significativa entre as cepas utilizadas
sugerindo uma vasta diversidade quimica de antioxidantes nesta planta.

Sendo assim, o emprego de metodologias com principios diferentes pode trazer
resultados que se complementam, além de corroborar para a comprovacdo da atividade de um

composto.

2.6 Planejamento experimental de misturas

Grande parte dos compostos naturais medicinalmente Uteis e interessantes possui em
sua composicdo metabdlitos secundarios, os quais geralmente ocorrem em baixas
concentracdes (SOARES; BRUNS; SCARMINIO, 2009). Os produtos isolados destes
metabdlitos sdo dependentes dos solventes e métodos de extracdo empregados, pois a eficiéncia
na extracdo depende da natureza quimica da planta (DICIAULA et al., 2014). Para
exemplificar, o etanol extrai uma grande quantidade de flavondides (VICTORIO; LAGE;
KUSTER, 2009), enquanto que terpenos sdo seletivamente extraidos em pH neutro com acetato
de etila e cetonas alifaticas (DICIAULA et al., 2014) e misturas aquosas de metanol, etanol e
acetona tém sido empregadas na extracdo de polifendis de plantas (GARCIA-SALAS et al.,
2010). Assim, 0 processo extrativo necessita de cuidadosa selecdo dos solventes uma vez que
estes tém um papel primordial na separacdo de misturas.

Experimentos que empregam misturas sdo frequentemente encontrados nas industrias
quimica, farmacéutica e de alimentos, assim como em outros segmentos. Nestes experimentos
os fatores sdo 0s componentes na mistura e a resposta € a variavel que caracteriza a qualidade
do produto (DAL BELLO; VIEIRA, 2011).

Para que a resposta seja determinada de forma coerente é necessaria a utilizacdo de um
planejamento experimental baseado em principios estatisticos. Essa ferramenta pode aprimorar
0 sistema a ser estudado, além de prover resultados confiaveis e processos mais produtivos.
Também, saber quais as variaveis a serem estudadas num primeiro momento pode tornar

produtivos o tempo e dinheiro despendidos na execucado das atividades.
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A modelagem de misturas € um exemplo de planejamento experimental ajustado pelo
método dos minimos quadrados no qual se deseja obter uma descricdo mais detalhada do
sistema (NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010, p.21). Quando o processo a ser estudado
constitui na avaliacdo de uma determinada resposta pelo emprego de misturas de solventes no
sistema, o planejamento de misturas consegue avaliar a importancia dos efeitos dos solventes e
suas misturas nos produtos do extrato, com o objetivo de otimizar o processo de extracdo
(LONNI et al., 2012). Sendo assim, aplicar a modelagem de misturas como planejamento
estatistico, com o intuito de avaliar o efeito de solventes no processo extrativo de plantas para
obtencdo de compostos com atividades bioldgicas, se faz justificado.

A modelagem de misturas pode compreender a misturas de dois, trés ou mais
componentes (Figura 14) e apresenta uma importante diferenca em relacéo aos planejamentos
fatoriais. Nos planejamentos que avaliam a influéncia de um ou mais fatores em uma resposta,
quando os fatores sdo alterados é esperado que a resposta seja afetada e que as propriedades do
produto final sejam também afetadas. No planejamento de misturas se os fatores forem
alterados a consequéncia sera a alteracdo na resposta, porém, sem alterar as propriedades do
produto final, pois as propriedades de uma mistura sdo denominadas pelas proporc¢des de seus
ingredientes e n&o por valores absolutos (NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010).

Segundo Neto, Scarminio e Bruns (2010, p.317),

Todas as composi¢des possiveis da mistura ternaria sdo representadas pelos pontos
pertencentes ao tridngulo. Os Vvértices correspondem aos componentes puros e 0s
lados as misturas binérias, enquanto os pontos situados no interior do tridngulo
representam as misturas de trés componentes. A variacdo de uma dada propriedade
com a composicdo da mistura pode ser descrita por uma superficie de resposta
desenhada acima do tridngulo, como a figura 8.
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Figura 14 - Superficie de resposta para todas as possiveis misturas dos componentes 1, 2 e 3.

B
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Adaptado de Neto; Scarminio; Bruns (2010).

Diversos autores vém aplicando o planejamento de misturas como ferramenta de
otimizacdo de processos. Em um estudo realizado por Hacke et al. (2016) um planejamento
experimental de misturas com otimizacéo simplex-centroide foi utilizado para avaliar o efeito
do tempo e da temperatura na extracdo de compostos antioxidantes de sementes de Jabuticaba
(Myrciaria cauliflora cv. Sabara). O intuito foi otimizar a mistura de solventes e caracterizar a
composicdo quimica, propriedades antioxidantes e antimicrobianas. A proporcdo de solventes
otimizada foi de 60% de agua e 40% de propanona, a qual apresentou resultados de 8,659
GAE/100g para o conteudo de compostos fendlicos totais e 82,79 % + 0,50 % de atividade
antioxidante pelo ensaio de DPPH. O autor observou que as composic¢Oes binarias e ternarias
dos solventes foram significantes e que os dados da funcdo desejabilidade do planejamento
foram importantes para avaliar a propor¢do de solventes que fornecesse a melhor resposta de
atividade antioxidante.

Lonni et al. (2012) avaliaram a extracdo de compostos com atividade antioxidante e
contetdo de polifendis totais da Trichilia catigua através de um planejamento de misturas. O
estudo apresenta a utilizacdo de quatro solventes no processo extrativo. Os resultados
experimentais e 0 modelo de superficie de resposta indicaram que a mistura quaternaria, com
proporgdes aproximadamente iguais de todos os solventes, forneceu as melhores respostas em

termos de contetdo de polifendis totais e atividade antioxidante.
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Portanto, utilizar a modelagem de misturas como ferramenta de planejamento e
otimizacdo de resultados é importante ndo somente para a obtencdo da resposta desejada, mas

também para o direcionamento dos experimentos a serem realizados.
2.7 Polaridade de solventes extratores

O efeito dos solventes nas propriedades fisicas das moléculas, assim como em processos
quimicos, apresenta alta complexidade, devido aos diversos fatores que os influenciam
(DUTKIEWICZ, 1990). Algumas propriedades estdo envolvidas nas interacdes soluto-
solvente, dentre elas: forgas intermoleculares, forcas ion-dipolo, forcas dipolo-dipolo, ligacGes
de hidrogénio, solvatacdo, ionizacao, dissociacdo, dentre outras (REICHARDT, 2003). Assim
sendo, dependendo das propriedades quimicas dos compostos a serem extraidos, ocorrera mais
ou menos solubilidade destes nos solventes extratores.

O efeito do solvente esta estreitamente relacionado ao termo polaridade, no entanto esta
propriedade ainda ndo estd bem definida (DUTKIEWICZ, 1990). Para Reichardt (2003) a
polaridade de um solvente pode ser interpretada, pelo momento dipolo permanente de um
composto, por sua permissividade relativa ou pela média de todas as propriedades moleculares
responsaveis por todas as forgas de interacdo entre um solvente e as moléculas do soluto.

Uma das formas de medir a polaridade utilizada para solventes € através do parametro
empirico ENT (parametro Et normalizado, sendo Er a energia de transicio molar expressa em
Kcal/mol), derivado do solvatocromismo de uma betaina N-fenolato piridinio (REICHARDT,
2003). Os valores de ENT séo apresentados para solventes organicos numa escala que parte de
1,000 para a agua até 0,006 para o ciclohexano. Alguns exemplos de valores de polaridade
obtidos nesta escala sdo: solvente etanol 0,654, isopropanol 0,546 e acetato de etila 0,228
(REICHARDT, 2003), os quais mostram o decréscimo da polaridade, respectivamente. Para
misturas de solventes o valor de polaridade da mistura pode ser apresentado conforme descrito

por Snyder (1968) (equacéo 1):
P’ = (DAPA + q)BPB + q)cpc (1)

Onde ®a, ®g, dcsdo as fragdes (v/v) dos solventes A, B e C na mistura, e Pa, Pse Pc

os valores de polaridade dos solventes puros A, B e C.
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A forca de um solvente se refere a sua habilidade de dissolver um composto em oposi¢éo
a outro. Assim, um solvente pode preferencialmente dissolver grupamentos polares como, por
exemplo, nitrila e alcoois (SNYDER, 1974). O solvente e sua polaridade podem afetar a
transferéncia de um dnico elétron e a transferéncia de atomos de hidrogénio, o0 que nao esta
necessariamente relacionado ao processo extrativo, mas sao etapas fundamentais para a
atividade antioxidante (PEREZ-JIMENEZ; SAURA-CALIXTO, 2006). Uma vez que as
plantas possuem matrizes complexas e apresentam compostos com diversos grupamentos
quimicos, é possivel inferir que a polaridade do solvente esta relacionada em extrair ou ndo um
determinado composto e, portanto, o efeito da polaridade do solvente € um fator importante no
processo extrativo.

Teofilovic e colaboradores (2017) avaliaram a atividade antioxidante, por meio do
ensaio de DPPH, de extratos de basil (Ocimum basilicum L.) obtidos por extracdo com agua,
metanol, etanol, cloroférmio, diclorometano e hexano. O autor observou que diferengas na
polaridade dos solventes influenciaram nas respostas, sendo que as composi¢cdes mais polares
forneceram um melhor resultado em relacdo a atividade antioxidante.

Em um estudo feito por Lloki-Assanga et al. (2015) quatro composi¢oes diferentes de
solventes utilizadas na extracdo de Bucida buceras L. e Phoradendron californicum foram
avaliadas em relacdo a sua capacidade de extracdo de compostos fenélicos totais, flavonoides,
bem como quanto a atividade antioxidante dos extratos obtidos. O autor observou que utilizar
diferentes solventes no processo extrativo de ambas as espécies avaliadas afeta a obtencéo de
compostos fendlicos e flavonoides, além de influenciar na atividade antioxidante. Para Bucida
buceras L. a atividade antioxidante 6tima foi observada quando utilizado o solvente acetona.
Para Phoradendron californicum os melhores resultados foram obtidos utilizando os solventes

metanol e agua.

2.8 Oleos vegetais e 0 processo de fritura

Oleos e gorduras representam uma importante parte da dieta humana, além de serem
fontes ricas de energia (MORENO et al., 1999). Os 6leos utilizados para o preparo de alimentos
possuem em sua composic¢ao primaria triacilglicerois (TAG), nos quais 0s acidos graxos mais
frequentes sdo o acido palmitico, oleico e acido linoleico (FENNEMA et al., 2002). Contudo,
outros componentes podem ocorrer nesses 6leos como: diacilglicerdis, monoacilglicerdis,

acidos graxos livres, fosfolipidios, dentre outros (CHEN et al., 2011).
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Embora o processamento térmico tenha por resultado a ocorréncia de compostos
volateis, que sdo as principais causas do sabor e odor favoraveis do material frito e do dleo de
fritura (ZHANG et al., 2012), a partir do momento que os 6leos e as gorduras sdo retirados de
seu ambiente natural sua decomposicéo inicia causando sabor e cheiro desagradaveis, sendo a
oxidacdo atmosférica a causa mais importante de deterioracdo de gorduras (MORENO et al.,
1999).

Durante o processo de fritura diversas reacdes quimicas deteriorantes acontecem
(hidrdlise, oxidacdo e polimerizacdo) e o 6leo se decompde para formar produtos volateis e
compostos monoméricos e poliméricos ndo volateis (FENNEMA et al., 2002). Grande parte
dos compostos volateis evaporam, no entanto, aqueles ainda presentes no 6leo sofrem mais
reacOes quimicas ou sdo absorvidos pelo alimento (CHOE e MIN, 2007). Os compostos ndo-
volateis podem mudar as propriedades quimicas e fisicas dos alimentos, afetar seu sabor e
textura e o processo de fritura pode diminuir a concentracdo de &cidos graxos insaturados e
aumentar o conteudo de &cidos graxos livres (CHOE e MIN, 2007).

Em geral os acidos graxos presentes em 0leos e gorduras apresentam ligacdes duplas na
configuracao cis, isso devido a estereoespecificidade das enzimas que atuam na biossintese de
lipidios (MERCON, 2010). Entretanto, a isomerizacdo geométrica dessas duplas ligacoes leva
a formacdo de acidos graxos trans (AGT), devido a maior estabilidade das duplas ligacGes trans
(BRUHL, 2014).

Ja é de conhecimento cientifico que modesta ingestdo de acidos graxos trans pode
alterar o perfil lipidico como, por exemplo, aumento da lipoproteina de baixa densidade (low
density lipoprotein - LDL) e diminuicdo da lipoproteina de alta densidade (high density
lipoprotein - HDL) (SANIBAL; MANCINI FILHO, 2004). A HDL e a LDL séo lipoproteinas
associadas ao colesterol que possuem fungbes importantes no organismo. A HDL, possui a
funcdo de transportar os lipidios dos tecidos para o figado, onde sdo degradados e excretados.
A LDL, transporta os lipidios biossintetizados do figado para o resto do organismo
(SOLOMONS e FRYHLE, 2006). Os AGT sdo absorvidos pelo organismo humano e
incorporados em triglicerideos, fosfolipidios e colesterol nos diferentes tecidos (KRIS-
ETHERTON, 1995). A ingestdo de gorduras trans pode acarretar problemas de salde
relacionados ao acuimulo de colesterol (LDL) no organismo, tais como, doencas
cardiovasculares (MERCON, 2010).

A técnica de processamento que mais contribui para a formacdo de AGT € a
hidrogenagdo de 6leos vegetais. Entretanto, processos térmicos tais como, o refino de 6leos

alimentares e a fritura, podem levar a formacdo desses compostos (BHARDWAJ et al., 2011).
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A fritura pode causar a deterioragdo do 6leo, promover a mudanca na estabilidade e afetar a
qualidade do sabor do 6leo (CHOE e MIN, 2007). Além disso, a exposi¢do ao calor, luz,
presenca de tracos de metais, dentre outros fatores, aceleram o processo de oxidacdo do 6leo
(ARAUJO, 2004).

A qualidade e conservacdo de 6leos vegetais, sujeitos ao calor intenso, podem ser
avaliadas por técnicas espectroscopicas (ENGELSEN, 1997), na regido do ultravioleta e do
infravermelho médio, que possibilitam determinar a formacéo de dienos e trienos conjugados
(PEGG, 2001), bem como o grau de insaturacdo expresso como porcentagem (m/m) de um
acido graxo poli-insaturado, como, por exemplo, o &cido linoleico (MORENO et al., 1999). A
aplicacdo de técnicas titulométricas permite a determinagdo dos indices de acidez e perdxido
cujos valores sdo alterados com a degradacao do 6leo.

A composicdo do 6leo vegetal € um fator importante no que diz respeito as reacdes de
degradacdo, pois 0s 6leos vegetais com maiores concentracfes de &cidos graxos insaturados sao
mais suscetiveis a oxidacdo do que 6leos contendo acidos graxos saturados, como o palmitico
e o estedrico (FENNEMA et al., 2002). A determinacdo dos niveis de acidos graxos poli-
insaturados, tais como o acido linoleico, auxilia na determinacdo da extensdo da oxidacdo
térmica (FENNEMA et al., 2002) a qual pode ser realizada por meio de um espectrofotdmetro
no infravermelho. O &cido linoleico é o &cido 9Z,12Z-octadecadiendico e esta presente, em
proporcao elevada (> 50 %), nos 6leos de soja, milho e girassol. Juntamente com o acido a-
linoleico, estes compostos sdo produtos primarios da sintese de acidos graxos poli-insaturados
das plantas, sendo precursores na sintese dos acidos araquidénico, eicosapentaendico e
docosahexaendico. (FENNEMA et al., 2002).

Um dos determinantes do estado de conservagdo de um 6leo vegetal € o indice de acidez
(FUENTES, 2011). As reacGes de hidrolise, oxidacdo ou fermentacdo estdo envolvidas no
processo de decomposicdo de 6leos e gorduras, alterando, geralmente, a concentracdo de ions
hidrogénio (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008). A degradacdo do bleo leva a formagdo de
acidos graxos livres, os quais podem ser determinados por métodos titulométricos empregando
solucdes alcali-padréo para titular a acidez do produto (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

Os perdxidos séo substancias resultantes da oxidagdo de gorduras e 6leos e podem ser
determinados em termos de miliequivalentes de peroxido por 1000 g de amostra (INSTITUTO
ADOLFO LUTZ, 2008), sendo, por conseguinte, indicadores do grau de conservacgéo do 0leo
vegetal. Os valores de perdxidos indicam a concentracdo de peroxidos e hidroperdxidos

formados nos estagios iniciais da oxidagdo (MALEKI et al., 2016).
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A determinagdo de perdxidos envolve a titulacdo iodométrica de amostra de 6leo e a
solucdo padréo de tiossulfato de sédio. As reacbes quimicas a seguir (Figura 15) apresentam o
principio deste método, que consiste na oxidacdo do iodeto a iodo pela acdo dos peroxidos. O
iodo formado é titulado com tiossulfato de sodio utilizando como indicador a solucao de amido
(KONG; SINGH, 2011). A quantidade de tiossulfato de s6dio consumido indica a quantidade

de peroxidos presentes na amostra.

Figura 15 - Reagdo quimica proposta para o ensaio de titulacdo iodométrica para determinacdo
do valor de peréxidos.

ROOH + KI — ROH + KOH + I»
I> + amido + 2NazS,03 (azul) — 2Nal + amido + Na2S40s (sem cor)

Fonte: Kong; Singh (2011).

Para evitar a degradacdo dos Gleos sdo adicionados antioxidantes sintéticos, os quais
incluem compostos naturais como 0s tocoferdis e compostos sintéticos, como o0 BHA (butil-
hidroxi-anisol), BHT (butil-hidroxi-tolueno) e TBHQ (terc-butil-hidroquinona). Esses
antioxidantes promovem a diminuicao da oxidagdo do 6leo, porém, tém se apresentado menos
efetivos na temperatura de fritura (CHOE e MIN, 2007).

Uma atencdo tem sido voltada aos materiais vegetais, quanto a sua atuacdo frente as
reacOes de degradacdo em O&leos vegetais, submetidos a tratamento térmico durante o
processamento e preparo de alimentos. Neste direcionamento alguns pesquisadores tém
buscado avaliar o emprego de plantas, seja em seu estado natural ou na forma de extratos.

Lee et al. (2002) avaliaram a adi¢cdo de p6 de espinafre (5, 15 e 25 % m/m) em massa
de farinha, como um antioxidante natural, apds o processo de fritura. Cada fritura foi realizada
em 6leo de soja a 160 °C por 1 min, repetindo o processo a cada 20 min por 20 h. As amostras
foram analisadas imediatamente apds o processo e por 12 dias, sendo mantidas a uma
temperatura de armazenamento de 60 °C sob auséncia de luz. O autor observou que a adi¢do
de espinafre na massa promoveu uma diminui¢do de compostos polares no 6leo, bem como
diminuiu a formacéo de aldeidos e dienos conjugados nas amostras armazenadas.

Em outro estudo realizado por Kim e Choe (2003) a oxidac&o lipidica de 6leo de palma
foi avaliada apds processo de fritura de massa de farinha com adicéo de extratos de ginseng

(Panax ginseng) (1 e 3 %). A adicao dos extratos ao 6leo promoveu uma diminuicao de 4cidos
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graxos livres, &cidos diendicos conjugados, bem como uma menor degradacdo dos acidos
palmitico e linoleico.

Diante das informacdes apresentadas, € importante estudar o efeito da adicéo de extratos
de espécies vegetais que possuam atividade antioxidante a 6leos vegetais que serdo submetidos
ao processamento térmico durante o preparo de alimentos. E dessa forma, encontrar alternativas
que resultem em uma menor degradacdo do 6leo e consequentemente em alimentos mais

saudaveis.

2.9 Composigédo mineral

O estudo da composicdo inorganica de vegetais € um assunto que vém ganhando espaco
(ALMEIDA et al., 2002), haja vista que frutas e vegetais sdo fonte de vitaminas e minerais e
seu consumo juntamente com os alimentos basicos proporcionam uma alimentacao saudavel e
balanceada (JIMENEZ-AGUILAR; GRUZAK, 2017).

A dieta rica em minerais tem ganhado grande interesse e importancia na prevencédo de
doencas, uma vez que compdem 4-6% do peso corporal (RAHMATOLLAH e MAHBOBEH,
2010). Os minerais principais sdo aqueles que requerem quantidades maiores que 100 mg por
dia na alimentacdo, os quais se destacam o calcio, fésforo, magnésio, enxofre, potassio, cloreto
e sodio. Ja os minerais zinco, ferro, silicio, manganés, cobre, fltor, iodo e cromo sdo essenciais
em quantidades muito menores, menos de 100 mg por dia (RAHMATOLLAH e MAHBOBEH,
2010).

Os vegetais possuem em sua composi¢cdo diversos minerais com comprovadas funcfes
no metabolismo humano, os quais se sobressaem: Na, K, Ca, Mg, Fe, Al, Mn, Zn, dentre outros
(ALMEIDA et al., 2002). O sddio é necessario para manter o sistema de fluidos fisicos, além
de ser importante no funcionamento de nervos e musculos (CONSTANTIN; ALEXANDRU,
2011). O célcio é o mineral mais abundante do corpo compondo 99% dos dentes e 0ssos. Além
disso, atua na contracdo vascular, vasodilatacdo, funcdes musculares, transmissao nervosa,
sinalizacdo celular e secrecdo hormonal (BETO, 2015). O magnésio esta envolvido em
inimeras fungdes bioldgicas, dentre elas: apresenta importante papel no metabolismo do ATP;
a absorcéo intestinal depende da quantidade e disponibilidade de Mg na dieta (PEERENBOOM,;
KECK, 1980); juntamente com o calcio, atua na formacdo dos 0ssos, dentes e outros tecidos
(ALMEIDA et al., 2002). Os elementos potassio e magnésio apresentam importante papel na
manutencéo da estabilidade no processo biolégico de remocéo de fosforo (BARAT et al., 2005).

O zinco e 0 manganés participam de diversas reagdes enziméaticas como ativadores essenciais,
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apresentando importante papel na reproducdo e crescimento (ALMEIDA et al., 2002). O
aluminio é um oligoelemento, ou seja, é encontrado em quantidades baixas no corpo humano,
além de ndo ser essencial para os seres vivos (ALMEIDA et al., 2002). A intoxicacdo por este
composto metalico pode provocar inibicdo de enzimas importantes para o crescimento celular,
afetar vias metabdlicas que envolvem o célcio, fésforo e flior, bem como afetar o metabolismo
do ferro (JAISHANKAR, et al., 2014). O ferro € um composto essencial para grande parte dos
organismos Vivos, uma vez que participa de uma variedade de processos metabolicos, incluindo
o0 transporte de oxigénio, a sintese de DNA e o transporte de elétrons (ABBASPOUR, et al.,
2014). Conforme exposto, 0s minerais sdo fundamentais para o funcionamento do organismo
humano e, logo, a deficiéncia desses compostos pode ocasionar vérias doencas (ADJEPONG
etal., 2017).

Os métodos de preparo de amostras para obtencdo de compostos minerais geralmente
empregam digestdo com &cido nitrico concentrado, seguido de aquecimento e digestdo com
peréxido de hidrogénio (GALEA et al., 2015; JIMENEZ-AGUILAR; GRUZAK, 2017; YANG
et al., 2011). A determinacdo dos compostos minerais pode ser feita pelas técnicas de
espectroscopia de emissdo 6tica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES - inductively
coupled plasma optical emission spectrometry) (JIMENEZ-AGUILAR; GRUZAK, 2017;
YANG et al., 2011), espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS -
inductively coupled plasma mass spectrometry) (GALEA et al., 2015), ou por emissio atdmica
com chama (FAAS - flame atomic absorption spectrometry) (PANEQUE et al., 2010), dentre
outras técnicas de emissdo atémica.

Diversos autores vém empregando essas técnicas para averiguar a composicao mineral
dos vegetais. Em um estudo realizado por Adjepong et al. (2017) foi avaliado o nivel de
minerais em sementes, nozes e 6leos de Gana, utilizando a técnica de espectroscopia de emissdo
por plasma indutivamente acoplado. Segundo o autor, havia necessidade de listagem dos
nutrientes contidos nos alimentos de Gana. Os resultados mostraram bons niveis de ferro em
sementes de agushie (88,4 mg g1), farinha de agushie (111,0 mg g*) e soja (78,4 mg g1). Além
disso, as sementes de agushie e a farinha de agushie apresentaram alta quantidade de zinco.
Ainda, outra pesquisa realizada por Mergedus e colaboradores (2015) apresentou o estudo da
variacdo da composi¢cdo de minerais em diferentes partes do taro (Colocasia esculenta). As
concentracdes de Ca, Mg e Zn foram determinadas pela espectrometria de absor¢do atdmica
com chama. O conteudo de K foi determinado por espectrometria de emissdo atbmica com

chama. J& os compostos Fe, Mn, Cu, Cr, Pb e Cd foram determinados por absor¢cdo atémica
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com atomizagcdo eletrotérmica. Os minerais encontrados no taro em concentragdes altas foram
K (2,240 %), P (0,139 %), Mg (1000 mg kg™) e Ca (867 mg kg™l).

A busca pela caracterizacdo das plantas em relacdo a presenca de minerais tem se
tornado necessaria, levando em consideracdo a importancia desta determinacdo e que muitos

desses materiais vegetais ainda ndo foram submetidos a este tipo de pesquisa.
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3 MATERIAIS E PROCEDIMENTOS

3.1 Amostras

Neste estudo folhas de Pereskia aculeata Miller foram coletadas em Toledo, Parana,
Brasil (2017), identificadas por especialistas e encontram-se depositadas no Herbéario da
Universidade Estadual do Oeste do Parana, sob o nimero de registro UNOP 8654. Os rizomas
de Zingiber officinale Roscoe, Curcuma longa Linn, bem como o 6leo de soja, utilizado no
ensaio de estabilidade térmica, foram adquiridos em mercado local da cidade de Toledo,

Paran4-Brasil.

3.2 Reagentes e solventes

Os seguintes reagentes foram adquiridos da Sigma-Aldrich: DPPH (2,2-difenil-1-picril-
hidrazila), ABTS [2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolin- 6-acido sulfénico)], TPTZ 2,4,6-
tripiridil-1,3,5-triazina ([Fe**(TPTZ)2]**, Trolox (Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-
carboxilico), acido linoleico (cis-12-Octadecadienoic acid) 99,0 % e n-valeronitrila 99,5 %. Os

demais reagentes e solventes utilizados foram de grau analitico.

3.3 Moagem do material vegetal

As folhas de Pereskia aculeata Miller, os rizomas de Zingiber officinale Roscoe e de
Curcuma longa Linn, ap6s higienizados em agua corrente, foram submetidos a secagem em
estufa a 40 °C até secagem completa e triturados em moinho de facas (Solab SL 30 - Moinho
tipo Willey), utilizando uma malha de 20 mesh (granulometria de 0,84 mm). O material
triturado foi armazenado em sacos de polietileno, submetido ao vacuo e acondicionado em

freezer.

3.4 Perda por dessecacao em estufa

O teor de umidade das amostras trituradas de gengibre, acafréo e das folhas de ora-pro-
nobis foi determinado conforme Métodos Fisico-quimicos para analise em Alimentos —
Instituto Adolfo Lutz (2008). Sendo assim, 2,000 £ 0,0010 g de amostra foram pesados em

capsulas de porcelana, previamente taradas, e secas em estufa (105 °C) durante 3 horas. Em
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seguida as cépsulas foram resfriadas em dessecador até temperatura ambiente e pesadas
novamente. A operacdo foi repetida até peso constante.

O célculo da umidade foi feito conforme equacéo 2:

100 x N = umidade a 105 °C (2)
P

N: n° gramas de umidade (perda de massa em Q);

P: n° gramas da amostra.

3.5 Planejamento experimental

Com o objetivo de direcionar o estudo para a obtencdo da melhor resposta de atividade
antioxidante, foi empregada uma metodologia de superficie de respostas por modelagem de
misturas, utilizando um planejamento simplex-centréide.

Para isso, foram realizados sete ensaios, todos em triplicata, com a composic¢do de
solventes definida pelo planejamento experimental. As variaveis independentes foram: fragdo
de etanol, isopropanol e acetato de etila (v/v).

A Tabela 2 apresenta os niveis codificados das varidveis independentes analisadas no

planejamento experimental.

Tabela 2 - Niveis codificados das variaveis independentes do planejamento experimental para
extracdo de compostos antioxidantes de extratos de gengibre, agafrdo e ora-pro-nobis.

Extratos Etanol Isopropanol Acetato de
etila
1 1 0 0
2 0 1 0
3 0 0 1
4 1/2 1/2 0
5 1/2 0 1/2
6 0 1/2 1/2
7 1/3 1/3 1/3

As respostas, variaveis dependentes, para a determinacdo da melhor composicédo de
extracdo foram: capacidade de captura do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH),
capacidade da captura do radical livie ABTS"'[2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-acido
sulfénico)] utilizando o Trolox como padréo de referéncia e poder de reducdo pelo método
FRAP, utilizando o sulfato ferroso heptahidratado como substancia de referéncia.
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A modelagem e construcéo dos graficos de superficie de reposta, linhas de contorno,
assim como a aplicagéo das funcoes de desejabilidade, para determinar a composic¢ao da mistura
extratora que resultou na maximizacdo de todas as respostas, foram realizadas com software

Statistica, versdo 8.0. Em todas as analises foi utilizado o nivel de significancia de 0,05.

3.6 Preparo dos extratos

Para a extracao foram utilizados 15,00 + 0,01 g de material triturado e o volume de 150
mL de solvente extrator. Os solventes utilizados foram etanol (99,5 %, Anidrol), isopropanol
(99,5 %, Alphatec) e acetato de etila (99,5%, Alphatec), e suas misturas binérias e ternarias,
conforme o planejamento experimental (Tabela 2). Em seguida, a mistura foi submetida a
agitacdo em agitador magnético por 20 minutos, a temperatura ambiente na auséncia de luz.
Posteriormente, os extratos foram filtrados e concentrados em evaporador rotativo (40 °C) sob
pressao reduzida e os extratos foram transferidos quantitativamente para baldes volumétricos
de 25 mL, utilizando a composicdo extratora. Os extratos foram armazenados em frascos ambar

com batoque e acondicionados em freezer.

3.7 Determinacao da atividade antioxidante e redutora

3.7.1 Capacidade de captura do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH)

A capacidade de capturar radicais livres foi determinada utilizando o DPPH: (2,2-
difenil-1-picril-hidrazila) conforme descrito na literatura (BONDET; BRAND-WILLIAMS;
BERSET, 1997), com algumas modificacbes. A partir dos extratos obtidos foram preparadas
solugdes em metanol, com aliquotas de 80 UL para o gengibre, 60 pL para o acafrdo e 400 pL
para a ora-pro-nobis, com volume final de 10 mL. Em seguida, 50 pL das solucdes diluidas
foram adicionados a 2,0 mL de solugdo metanolica de DPPH- (0,0824 mmol L) e mantidas no
escuro por 30 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, a absorvancia foi medida em
espectrofotdmetro (Sprectrogquant® Pharo 100 — Merck) em 517 nm, sendo utilizado o metanol
como branco e o Trolox® (4cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-carboxilico, Sigma)
como controle positivo.

Os resultados foram expressos em equivalente Trolox (umol EQT g). Inicialmente foi

feita a construgdo de uma curva de calibragdo empregando o padréo Trolox. A partir das
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concentragdes de Trolox (100, 500, 1000, 1400 e 1800 umol L™) foi possivel obter a
concentracdo de compostos presentes no extrato capazes de inibir o radical DPPH-.

3.7.2 Capacidade da captura do radical livre ABTS™ [2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-  6-
acido sulfénico)]

A atividade antioxidante pelo método ABTS"" foi realizada conforme a metodologia
descrita no Comunicado Técnico 128 (RUFINO et al., 2007). Inicialmente, o radical ABTS™*
foi formado pela reacgdo da solugdo estoque de ABTS a 7 mmol L com persulfato de potassio
a 140 mmol L%, o qual foi mantido a temperatura ambiente e na auséncia de luz, por 16 horas.
Decorrido esse tempo, a solucdo foi diluida em etanol até a obtencdo de uma solugdo com
absorvancia de 0,700 (x 0,050). A partir dos extratos obtidos foram preparadas solucdes em
etanol, com aliquotas de 40 uL para o gengibre, 10 pL para o acafrdo e 700 pL para a ora-pro-
nobis, com volume final de 10 mL. Em ambiente escuro, um volume de 3,0 mL da solucéo do
radical ABTS"" foi adicionado a 30 pL de cada dilui¢do dos extratos, e as absorvancias foram
lidas em espectrofotdmetro (734 nm) apos seis minutos. Para a construcdo da curva-padrdo, foi
utilizado o padrdo Trolox (100, 500, 1000, 1400 e 1800 pmol L) e os resultados foram
expressos em pmol EQT g™,

3.7.3 Poder de reducdo pelo método FRAP (Ferric Reducing Ability Power)

A determinacdo do poder de reducdo foi realizada conforme metodologia descrita por
Boroski et al. (2015) com algumas modificacGes, utilizando o complexo férrico 2,4,6-tripiridil-
1,3,5-triazina ([Fe**(TPTZ)2]** (Reagente de FRAP) como receptor de elétrons. Primeiramente
foram preparadas as solucdes tampao acetato de sddio (300 mmol L2, pH 3,6), 2,4,6-tripiridil-
1.3.5-triazina TPTZ (10 mmol L?) e FeCls.6H.0 (20 mmol L?). O reagente de FRAP foi
preparado no momento da analise, protegido da luz e mantido a uma temperatura constante de
37 °C, sendo que a proporcdo da solugdo tamp&o:TPTZ:Fe®* utilizada no ensaio foi 10:1:1
(v/viv), respectivamente. O método foi iniciado pela leitura da absorvancia de 3,0 mL da
solucéo reagente FRAP em espectrofotdometro a 593 nm. A partir dos extratos obtidos foram
preparadas solucbes em etanol, com aliquotas variando de 200 a 320 pL para o gengibre,
acafrdo e para a ora-pro-nobis, com volume final de 10 mL. Em seguida, foram adicionados os

volumes dos extratos e volumes de &gua destilada totalizando 400 pL de solucédo adicionada. A
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solugéo foi homogeneizada e incubada em banho de aquecimento (37 °C) por 40 min. e, na
sequéncia, foi feita a leitura.

Os resultados foram expressos em equivalente sulfato ferroso (umol EQFeSO4 g*) por
meio da construcdo de uma curva de calibracdo empregando concentracdes conhecidas (100,
500, 1000, 1500 e 2000 umol L) do padrdo FeSO4.7H0.

3.8 Extracdo de minerais

Para esta determinacdo, primeiramente, a vidraria utilizada foi descontaminada
conforme Miller (1998). Assim, os tubos de digestdo foram imersos em solucdo 1 % de
detergente neutro por 1 h e enxaguados em agua corrente. Em seguida, os tubos foram lavados
em solucdo HCI 0,5 mol L™, lavados novamente em agua Mili-g e secados em estufa a 80 °C
por 1 h.

O método de determinagdo de minerais foi realizado de acordo com Jiménes-Aguilar e
Grusak (2015) com modificagbes. Sendo assim, 0,2500 + 0,0005 g das amostras foram
digeridas com 6 mL de HNOs concentrado (65 %, Proquimicos) por 16 h a temperatura
ambiente. Transcorrido esse tempo os tubos foram colocados em bloco digestor e aquecidos a
125 °C por 2,5 h. Em seguida, foram adicionados 2 mL de H>O> (Neon 35% P.A.) e 0s tubos
mantidos a 125 °C por 2 h. Na sequéncia a temperatura foi elevada a 200 °C e as amostras
aquecidas até completa secagem. ApoOs resfriamento dos tubos, as amostras foram
resuspendidas em HNO3z 3% e transferidas quantitativamente para baldes volumétricos de 50
mL. As amostras foram armazenadas em frascos de plastico em geladeira. A anélise elementar
da solucéo de digestdo foi realizada em espectrometro de emissdo atdmica (Thermo Scientific
- ICAP DUO 3600) por plasma acoplado (ICP-AES - Inductively Coupled Plasma - Atomic
Emission Spectrometry) utilizando os seguintes comprimentos de onda indicados em
parénteses: P (213,62 nm), K (766,49 nm), Ca (396,85 nm), Mg (280,27), Mn (257,61 nm), Zn
(213,90 nm) e Fe (238,20). Uma solugéo padrdao multielementar (0 — 1,0 ppm) contendo todos
os elementos foi utilizada para calibracdo. As condigdes experimentais das analises foram as
seguintes: nebulizador ultrassénico (US000AT — CETAC); modo de observacdo do detector
axial; radiofrequéncia do gerador 27,12 MHz; poténcia aplicada 1150 W; vazdo do gas do
plasma 12 L min*; vazéo do gas de nebulizacdo 0,70 L min'; vazdo do gés auxiliar 0,5 L min-
1. vazdo de introducdo da amostra 0,70 L min; tempo de leitura da duplicata 10 s; atraso de
estabilizagéo do instrumento O s.

Os resultados foram expressos em mg 100 g* de amostra em base seca.



47

3.9 Ensaio de estabilidade do 6leo vegetal

3.9.1 Preparo das amostras

Os extratos com a composicao de solventes determinada pela funcdo de desejabilidade,
utilizada para maximizar a atividade antioxidante obtida a partir dos ensaios DPPH, ABTS e
FRAP, foram adicionados ao 6leo de soja comercial. Assim, 200,0 £ 0,5 mg de amostra
(rizomas de gengibre e acafrdo calculados em base seca e acondicionados como extratos
etandlicos) foram pesadas e adicionadas a 30 mL de 6leo de soja. A mistura de extrato e 6leo
foi colocada em cépsulas de porcelana e aquecida em chapa de aquecimento durante 1 h na
temperatura de 250 °C + 5 °C. Apds resfriamento até temperatura ambiente, o 6leo processado
foi armazenado em congelador, em frasco &mbar com batoque, para posterior anélise de indice
de perdxidos, indice de acidez e determinacéo do grau de insaturacdo. O branco (6leo de soja
com 3 mL de etanol) foi processado nas mesmas condicdes estabelecidas para as amostras

contendo os extratos.

3.9.2 Determinacéo de acidez

A acidez das amostras foi determinada conforme metodologia descrita em Métodos
Fisico-quimicos para analise em Alimentos — Instituto Adolfo Lutz (2008). Assim, apds preparo
das solugdes éter-alcool (2:1), solugdo de fenolftaleina e solucdo padronizada de NaOH 0,1 mol
L1 e 0,01 mol L%, foi realizado uma titulacio &cido-base envolvendo 2,00 + 0,05 g de amostra,
solubilizada em 25 mL da solugéo éter-alcool com solugéo titulante de NaOH 0,1 mol L ou
0,01 mol L. O volume do ponto final da titulagio foi determinado pelo aparecimento da
coloracdo rosea. O branco (6leo de soja com etanol) foi avaliado nas mesmas condicBes
empregadas para o 0leo contendo os extratos de gengibre e acafrao.

O célculo do indice de acidez foi realizado conforme a equacao 3.
indice de acidez = (v x f x 56,1) / P (3)
Onde:

v = volume (mL) de solucdo de hidréxido de sddio gasto na titulacéo;

f = fator da solucdo de hidrdéxido de sodio;
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P = massa (g) de amostra;
Sendo, acidez expressa em mg de KOH g de 6leo.

3.9.3 indice de peroxido

O indice de peroxido das amostras de 0leo processado foi determinado conforme o
método 965.33 da AOAC (1995). Inicialmente foram preparadas: a mistura CH;COOH:CHClIs
3:2 (v/v), a solucdo saturada de iodeto de potéssio e a solucdo padronizada 0,1 mol L de
Na>S20z3. Foi pesado 5,00 £ 0,05 g de amostra em erlenmeyer de 250 mL, no qual foi adicionado
30 mL da mistura CH3COOH:CHCIs e agitado até completa dissolucdo. Em seguida, foi
adicionado 0,5 mL da solucdo saturada de iodeto de potassio e o frasco foi agitado
ocasionalmente por 1 min. A solucdo foi titulada lentamente com NazS;03 0,1 mol L* até o
aparecimento da cor amarelo pélido. Em seguida, foi adicionado 0,5 mL de solu¢do de amido
1% e a solucdo foi titulada até o desaparecimento da cor azul. Um mesmo procedimento foi
realizado com o 6leo de soja (branco) e o volume obtido foi subtraido daqueles observados para
as amostras.

O resultado desta determinagéo foi expresso em miliequivalente de peroxido Kg™ de amostra e
pode ser calculado conforme equagéo 4.

indice de perdxido = (S x N x 1000) / massa da amostra 4)

Onde:
S = volume de Na>S»03 gasto na titulacdo (volume corrigido em relacéo ao branco);

N = normalidade da solug&o de Na2S.Oz (equivalente a molaridade).

3.9.4 Determinacéo do grau de insaturacéao

O grau de insaturacdo foi determinado conforme descrito por Moreno et al. (1999).
Sendo assim, as amostras processadas termicamente e o padrdo interno n-valeronitrila foram
pesados em escala analitica em microtubos, misturados e agitados em vortex para garantir total
homogeneizacdo. A proporgdo em peso de n-valeronitrila nas amostras foi de 1:1. Os espectros
foram obtidos em um espectrofotdbmetro infravermelho, com transformada de Fourier, modelo

Spectrum 100 (Perkin Elmer) e médulo de refleténcia total atenuada universal (UATR —
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universal attenuated total reflectance). Cerca de 20 uL de amostra foram utilizados. A faixa de
3500 a 650 cm™* foi utilizada, com resolucdo de 4 cm™ e 10 varreduras.

A absorvancia das amostras preparadas foi medida pela altura do pico a 3008 cm™, com
respeito & linha de base tangente a 3116-2718 cm™, e o pico 2246 cm™, correspondente a n-
valeronitrila, em relago a linha de base tangente a 2408-2144 cm™.

Uma curva de calibragdo contendo seis misturas de composi¢édo conhecida de n-
valeronitrila e acido linoleico, cuja proporc¢éo variou de 0,198 % a 0,600 %, foi preparada para
determinar o grau de insaturacdo das amostras. Nestas misturas o quociente de absorvancia
3008 cm™/2246 cm™ foi medido em relacdo a linha de base 3116-2718 cm™. O grau de

insaturacdo foi expresso como acido linoleico (% m/m).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Perda por dessecacao em estufa (umidade)

O teor de umidade dos rizomas de gengibre, acafrdo e folhas de ora-pro-nobis,
determinado a partir do material vegetal triturado, € apresentado na Tabela 3. Os valores foram

calculados conforme equacao 2.

Tabela 3 - Valores de umidade determinados em rizomas de gengibre, acafrdo e folhas de ora-
pro-nobis.

Amostra Umidade (% m/m)
Rizomas de gengibre 2,17 + 0,281
Rizomas de acafréo 0,25+ 0,09
Folhas de ora-pro-nobis 4,82 £0,15

1 Desvio-padrao.
4.2 Determinacéo dos resultados em pmol EQT g e umol EQFeSO4 g

Os resultados em equivalente Trolox e equivalente Sulfato Ferroso foram obtidos por
meio de uma curva de calibracdo contendo o Trolox ou o sulfato ferroso como substancias
padrdo e o reagente empregado no ensaio, com as solugdes de referéncia sendo preparadas em
triplicata. As Figuras 16, 17 e 18 mostram as curvas padrdo utilizadas para os ensaios de DPPH,
ABTS e FRAP.
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Figura 16 - Curva de calibracéo utilizando o Trolox como substancia padréo e o reagente DPPH.
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Figura 17- Curva de calibracdo utilizando o Trolox como substancia padrao e o reagente ABTS.
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Figura 18- Curva de calibragéo utilizando o Sulfato Ferroso heptahidratado como substancia
padrdo e o reagente FRAP.
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O célculo de equivalente-substancia padréo foi realizado conforme a equacéo 5:

y=ax+b (5)
Sendo:
y: absorvancia
a: coeficiente angular

b: coeficiente linear

Para todas as curvas-padrao foi observado um valor para o coeficiente de correlagéo (R)
superior a 0,999, mostrando que os resultados foram obtidos dentro de uma faixa linear. Os
dados de absorvancia foram obtidos e substituidos na equagdo (valor de y), sendo a resposta
obtida mensurada como equivalente da substancia padréo e relacionada com a massa de vegetal

em base seca.
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4.3 Atividade antioxidante e redutora dos extratos

A partir do planejamento experimental foram avaliados, todos em triplicada, sete
extratos preparados com as plantas gengibre, acafrdo e ora-pro-nobis. As respostas obtidas da

avaliacdo destes extratos nos diferentes ensaios podem ser verificadas nas Tabelas 4, 5 e 6.

4.3.1 Extratos de gengibre

A Tabela 4 apresenta o efeito da composi¢éo dos solventes dos extratos de gengibre (G)
nas respostas obtidas pelos ensaios DPPH, ABTS e FRAP, a proporcao de solventes utilizada
em cada amostra, a atividade antioxidante (umol EQT g de amostra em base seca), para 0s
testes de DPPH, ABTS e a capacidade redutora (umol EQFeSO4 g de amostra em base seca),
para o teste FRAP.

Tabela 4 - Proporgdo dos solventes e atividade antioxidante pelos ensaios DPPH, ABTS e
FRAP (Equivalente Trolox — pmol EQT g e Equivalente sulfato ferroso - umol EQFeSO4 g
1y referentes aos extratos de gengibre.

Extrato Proporcéo DPPH ABTS FRAP
solventes (umol EQT g?) (umol EQFeSO, g )
01G e (1) 76,23 +1,20! 112,90 + 3,04 138,44 +3,71
02G i (1) 60,90 + 2,26 99,70 + 5,57 121,93 +5,03
03G a(l) 57,23 +2,20 114,44 +5,97 135,09 + 5,82
04G e:i (1/2:1/2) 42,23+ 2,04 61,12 + 3,63 78,69 = 6,98
05G e:a (1/2:1/2) 50,17 + 6,35 92,22 +4,82 105,52 + 1,77
06G i:a (1/2:1/2) 59,57 2,77 125,27 +2,82 115,35 + 6,20
07G  eiia(1/3:1/3:1/3) 60,90 + 2,47 154,55 + 8,82 225,19 + 7,48
e = etanol; i = isopropanol; a = acetato de etila; ! Desvio-padréo.

As meédias das respostas obtidas dos extratos de gengibre contendo os solventes puros,
suas misturas binarias e ternarias foram comparadas e é possivel observar, para o ensaio DPPH,
em geral, um aumento dos resultados na seguinte ordem: mistura binaria (50,65 * 7,21 pmol
de EQT g1), mistura ternaria (60,89 + 2,47 umol de EQT g?) e solventes puros (64,78 + 3,37
umol de EQT g1). A melhor resposta foi observada para o solvente etanol puro (extrato 01G)
seguida da mistura ternaria (extrato 07G), enquanto que, a mistura e:i (extrato 04G) apresentou

o resultado mais baixo.
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Considerando as polaridades normalizadas do acetato de etila, isopropanol e etanol,
cujos valores sdo 0,228, 0,546 e 0,654, respectivamente (REICHARDT, 2003, p.420), é
possivel verificar que a atividade antioxidante aumentou a medida que ocorreu 0 aumento da
polaridade para extracdo com os solventes puros.

Fernandes et al. (2016), ao avaliarem a atividade antioxidante de gengibre brasileiro,
utilizando como sistema extrator a mistura de acetona, agua e acido acético na proporcao de
70:28:2 (v/v), com a extracdo sendo realizada por 1 h, obtiveram o valor de 29,6 umol de EQT
g! de gengibre em base seca. Em outro estudo realizado com gengibre brasileiro, Mariutti et al.
(2008) realizaram a extragdo com etanol por 15 h, sendo obtido a atividade antioxidante de 31,2
umol de EQT g de gengibre em base seca. Outro estudo também realizado com gengibre
brasileiro, mas que utilizou a extragdo com fluido supercritico, obteve 574,8 umol de EQT g*
de gengibre em base seca.

Quanto aos dados obtidos pelo ensaio ABTS, avaliando as médias das respostas, 0s
resultados apresentaram um aumento na seguinte ordem: mistura binaria (94,14 £ 6,66 umol de
EQT gl), solventes puros (109,01 + 8,71 umol de EQT g) e mistura ternaria (154,55 + 8,82
umol de EQT gl). Para este ensaio a melhor resposta foi verificada na mistura e:i:a (extrato
07G) seguida da mistura binaria i:a (extrato 06G), enquanto que, a mistura e:i (extrato 04G)
apresentou a resposta mais baixa.

Nesse sentido, Sharif e Bennett (2016) avaliaram o efeito do solvente sobre a extragédo
de polifendis e constataram que o teor de compostos fendlicos totais foi maior para a extracao
por maceracao utilizando etanol, seguido pela extracdes com acetona e metanol. Também foi
avaliado por estes autores o efeito do solvente sobre a concentragdo de 6-gingerol sendo
verificado que a concentracao foi 23,9 % maior para a extragdo com etanol em relacdo a acetona
e 40,7% maior comparado a extragdo com metanol.

Mariutti et al. (2008), ao realizar a extracdo com etanol por 15 h obteve a atividade
antioxidante de 91,9 umol de EQT g de gengibre em base seca. Przygodzka et al. (2014) ao
determinar a atividade antioxidante de gengibre proveniente da Eslovaquia e Tchecoslovaquia,
encontrou os valores de 39,4 e 52,8 umol de EQT g de gengibre em base seca, respectivamente
para as extracfes com etanol/agua (1:1, v/v) e etanol.

Em relacdo ao método FRAP, ao avaliar as médias das repostas obtidas, pode ser
verificado o aumento na capacidade redutora na seguinte ordem: misturas binarias (99,85 +
9,50 umol EQFeSO4 g1), solventes puros (131,82 + 8,54 umol EQFeSO4 g) e mistura ternéria
(225,19 + 7,48 umol EQFeSO4 g). A melhor resposta também foi observada para a mistura
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etanol-isopropanol-acetato de etila (extrato 07G), enquanto que a reposta mais baixa foi
verificada na mistura etanol-isopropanol (extrato 04G).

Ghasemzadeh et al. (2010) ao determinar a atividade antioxidante pelo método FRAP,
para extratos metandlicos de gengibre produzidos na Maléasia (variedades Halia Betong e Halia
Bara), encontraram 680,7 e 767,2 umol de Fe g%, respectivamente, de gengibre em base seca.

Os melhores resultados para a mistura ternaria dos extratos de gengibre sdo dados
interessantes e indicam extracdo de diferentes compostos antioxidantes, devido a utilizacdo de
solventes com valores de polaridade diferentes. Além disso, o etanol e o isopropanol atuam
como doadores e receptores de prétons, enquanto que o acetato de etila age exclusivamente
como aceptor de prétons. Estas diferencas podem favorecer a extracdo de uma maior variedade
de compostos com atividade antioxidante. Em um estudo feito por DiCiaula et al. (2014) o
emprego de diferentes solventes (4gua, etanol e acetona) no rendimento, conteudo de polifendis
e atividade antioxidante de extratos brutos de cascas de Schinus terebinthifolius Raddi
(Anacardiaceae) resultou como melhor resposta a mistura ternéria com proporg¢des iguais dos
trés solventes, apresentando um resultado maior quando comparada as misturas binarias.

A superficie de resposta foi determinada para os ensaios de DPPH, ABTS e FRAP em
fungéo da composicao dos solventes utilizados na extragdo do gengibre. Em todos os casos, 0s
modelos linear, quadrético e especial cubico foram testados. A falta de ajuste (Lack of fit) para
estes modelos foi avaliada por meio da Anélise de Variancia (ANOVA).

Os valores do coeficiente de correlacdo (R) verificados foram: 0,286, 0,326 e 0,148,
para o modelo linear; 0,861, 0,664 e 0,319 para 0 modelo quadréatico; e para 0 modelo especial
cubico os valores de R obtidos foram de 0,967, 0,987, 0,994 para os ensaios DPPH, ABTS e
FRAP, respectivamente. Conforme observado, o ultimo modelo descrito foi mais adequado
para predizer o comportamento da mistura. O modelo especial cubico foi altamente
significativo (p < 0,001) com todos os termos sendo significativos (p < 0,05) e pode ser

verificado nas equacdes 6, 7 e 8.

Atividade antioxidante (DPPH) = 76,23*e + 60,90*i + 57,23*a — 105,32*e*i — 6,22*e*a
+ 2,04 *i*a + 403,49*e*i*a. (6)

Atividade antioxidante (ABTS) = + 112,90 *e + 99,70 *i + 114,44 *a — 180,71 *e*i —
85,81 *e*a + 72,78 *i*a + 1810,68 *e*i*a. (7
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Atividade antioxidante (FRAP) = + 138,44 *e + 121,93 *i + 135,10 *a — 205,97 *e*i —
124,99 *e*a — 52,66 *i*a + 3671,74 *e*i*a. (8)

Sendo: *e etanol, *i isopropanol, *a acetato de etila, *e*i etanol + isopropanol, *e*a
etanol + acetato de etila, *i*a isopropanol + acetato de etila e *e*i*a etanol + isopropanol +

acetato de etila, com todas as variaveis expressas em termos de fragdo volumétrica.

O grafico de superficie de resposta para a atividade antioxidante determinado pelo
método DPPH é apresentado na Figura 19 em funcéo dos solventes etanol, isopropanol e acetato
de etila. A melhor resposta para o ensaio DPPH é observada na regido do solvente etanol puro.

Figura 19 - Superficie de resposta do modelo especial cubico dos valores preditos de pumol EQT
g obtidos pelo ensaio DPPH, em funcéo dos solventes etanol, isopropanol e acetato de etila
utilizados na extracio do gengibre. (R?= 0,9344)
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A partir dos valores para o parametro empirico de polaridade do acetato de etila (0,288),
isopropanol (0,546) e etanol (0,654) (REICHARDT, 2003) é possivel verificar que a polaridade
do solvente extrator influenciou no resultado da atividade antioxidante pelo método DPPH.

Para a mistura binaria e:a a atividade antioxidante aumenta a medida que a proporcao de acetato
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de etila diminui na mistura, sendo superior a 70,3 umol de Trolox g para a proporcéo de
0,75:0,25 (v/v) e alcancando 76,2 pmol de Trolox g para o etanol puro.

Para a mistura binaria i:a 0 aumento da proporcdo de isopropanol exerce pouca
influéncia sobre a atividade antioxidante. Para a mistura ternaria e:i;a o ponto central
(0,33:0,33:0,33; Vv/v/v) apresentou atividade antioxidante de 66,7 pmol de Trolox g?, com
pouca variacdo para a regido delimitada pelas fragdes de 0,10 a 0,30 de etanol, 0,25 a 0,50 de
isopropanol e 0,30 a 0,55 de acetato de etila.

Em relacdo ao ensaio ABTS, o grafico de superficie de resposta (Figura 20) em funcéo
dos solventes etanol, isopropanol e acetato de etila, apresentou como melhor resposta a regido
com proporc¢éo equivalente dos trés solventes.

Figura 20- Superficie de resposta do modelo especial cubico dos valores preditos de pumol EQT
g obtidos pelo ensaio ABTS, em funcéo dos solventes etanol, isopropanol e acetato de etila
utilizados para a extragdo do gengibre. (R?= 0,9745)
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Para a mistura ternaria a maior atividade antioxidante foi observada para a composi¢ado
da mistura extratora variando de 0,29 a 0,53 para o acetato de etila, 0,21 a 0,47 para o
isopropanol e 0,15 a 0,36 para o etanol, sendo obtido um maior valor para a composi¢édo
0,25:0,38:0,37 (v/v/v) resultando num valor de 157,23 pumol de Trolox g.
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Com o aumento da proporcao de acetato de etila na mistura extratora ocorre um aumento
da atividade antioxidante determinada pelo método ABTS que passa de 117,0 pumol de Trolox
g! quando a proporgéo 0,25 (v/v) para 124,4 umol de Trolox g* em 0,75 (v/v), passando por
um méaximo na proporcao 0,60 (V/v).

Devido as caracteristicas do ensaio ABTS, de avaliar compostos lipofilicos e
hidrofilicos, e sendo a regido de melhor reposta com polaridade intermediéria (0,455, valor
calculado a partir dos valores de polaridade da composicdo 0,25:0,38:0,37, v/v/v, conforme
equacdo 1) é possivel inferir que tanto a polaridade como a natureza dos solventes influenciaram
a atividade antioxidante.

A superficie de resposta para o ensaio FRAP é mostrada na Figura 21 em funcdo da
proporcao dos solventes etanol, isopropanol e acetato de etila. A melhor resposta foi observada

na regido de proporc¢éo equivalente dos solventes.

Figura 21 - Superficie de resposta do modelo especial cubico dos valores preditos de pmol
EQFeSOs g obtidos pelo ensaio FRAP, em funcéo dos solventes etanol, isopropanol e acetato
de etila utilizados na extracdo do gengibre. (R?= 0,9886)
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Para a mistura ternaria a maior atividade antioxidante foi observada para a composi¢ado
da mistura extratora variando de 0,28 a 0,42 para o acetato de etila, 0,28 a 0,40 para o
isopropanol e 0,25 a 0,38 para o etanol, sendo o ponto m&ximo a composicdo contendo
0,30:0,33:0,37 (v/v/v) resultando num valor de 225,25 pmol de Trolox g.
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Os dados obtidos para os extratos de gengibre mostraram concordancia entre os métodos
ABTS e FRAP, nos quais a melhor resposta foi observada na regido de composicao equivalente
dos solventes etanol, isopropanol e acetato de etila. Segundo Magalhées et al. (2008) o radical
ABTS"" é soltivel em agua e em solventes organicos possibilitando a determinacéao da atividade
antioxidante de compostos hidrofilicos e lipofilicos. Conforme observado, a composi¢do
ternaria apresentou melhor resultado para este ensaio e, portanto, é possivel concluir que utilizar
solventes de diferentes polaridades pode proporcionar a extracdo de compostos de carater
hidrofilico e lipofilico, os quais podem estar relacionados a atividade antioxidante do gengibre.
O ensaio de FRAP tem demonstrado ter uma boa correlagdo com compostos fenolicos
(THAIPONG et al., 2006), indicando que 0s compostos presentes no gengibre como, por
exemplo, o 6-gingerol e 6-shogaol, que possuem grupamentos fenolicos, podem estar atuando
como compostos redutores.

Para a mistura binaria e:i nas proporcdes 0,25 a 0,75 de etanol com a polaridade variando
0,573 a 0,627 foi observada a menor atividade antioxidante para os ensaios de DPPH, ABTS e
FRAP, indicando que esta faixa de polaridade nao deve ser utilizada na extracdo de compostos
antioxidantes do gengibre.

Com o propdsito de determinar a composicdo de solvente extrator que resulta na
maximizagao da atividade antioxidante para os ensaios DPPH, ABTS e FRAP, foram utilizadas
funcdes lineares de desejabilidade (s =1 e t = 1), sendo empregados os valores: 39,9 (0), 45,7
(0,5) e 77,6 (1) umol Trolox g para o ensaio DPPH; 57,8 (0), 120,6 (0,5) e 163,4 (1) umol
Trolox g para o ensaio ABTS; 71,8 (0), 210,2 (0,5) e 232,7 (1) pmol Trolox g* para o ensaio
FRAP. Os valores entre parénteses indicam os valores de desejabilidade utilizados para cada
media.

A composicdo obtida apds a analise de desejabilidade foi 30 % de etanol, 33 % de
isopropanol e 37% de acetato de etila, sendo obtido o valor de 0,83 para a desejabilidade. Para
esta composicdo as respostas preditas foram 61,39, 156,91 pumol Trolox g e 225,55 umol
FeSO4 g para os ensaios de DPPH, ABTS e FRAP, respectivamente.

Um teste confirmatdrio foi conduzido em triplicata com a extracdo sendo realizada com
a composicéo do solvente extrator de 30 % de etanol, 33 % de isopropanol e 37% de acetato de
etila (mesmas condigdes experimentais da otimizacgdo). As respostas encontradas foram 57,16,
150,78 pmol Trolox g* e 218,24 umol FeSO4 g* para os testes DPPH, ABTS e FRAP,
respectivamente. Esses resultados mostram concordancia com os resultados previamente
obtidos.
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4.3.2 Extratos de agafréo

A Tabela 5 apresenta o efeito da composicao dos solventes dos extratos de acafrdo (A)
nas respostas obtidas pelos ensaios DPPH, ABTS e FRAP, a proporgao de solventes utilizada
em cada amostra, a atividade antioxidante (umol EQT g?) calculado em base seca, para os
testes de DPPH, ABTS e a capacidade redutora (umol EQFeSO4 g) calculado em base seca,
para o teste FRAP.

Tabela 5 - Proporgdo dos solventes e atividade antioxidante pelos ensaios DPPH, ABTS e
FRAP (Equivalente Trolox — pmol EQT g e Equivalente sulfato ferroso - umol EQFeSO4 g
1y referentes aos extratos de acafrao.

Extrato Proporgéo DPPH ABTS FRAP
solventes (umol EQT g} (umol EQFeS0,4g?)

01A e(1) 147,28 +5,17¢ 463,46 + 12,98 233,71 + 8,94
02A i (1) 113,87 +£3,91 629,51 + 14,64 125,83 +0,85
03A a(l) 156,80 + 6,21 737,25 + 12,49 83,84 +7,94

04A e (1/2:1/2) 133,36 £ 9,23 668,37 + 11,64 216,95 + 8,02
05A e:a (1/2:1/2) 230,42 + 9,84 623,86 + 8,84 102,25 + 11,59
06A i:a (1/2:1/2) 204,37 £ 9,13 492,24 + 8,83 133,77 + 10,96
07A  eiiia(1/3:1/3:1/3) 196,99 + 5,29 483,73 + 9,42 101,19 + 12,62

e = etanol; i = isopropanol; a = acetato de etila. ! Desvio-padréo

As médias das respostas obtidas dos extratos de acafrdo contendo os solventes puros,
suas misturas binarias e ternaria para o ensaio DPPH foram comparadas e, em geral, pode ser
observado que a atividade antioxidante aumentou na seguinte ordem: solventes puros (139,31
+ 8,68 umol EQT g?), misturas binarias (189,38 + 16,29 umol EQT g) e mistura ternaria
(196,99 + 529 umol EQT g™). A melhor resposta foi verificada na composicdo de mistura
binaria e:a (extrato 05A) seguida da mistura i:a (extrato 06A), enquanto que o resultado mais
baixo foi encontrado na composi¢do com isopropanol puro (extrato 02A). Akinola et al. (2014)
ao avaliarem a atividade antioxidante pelo método DPPH de rizomas de agafrdo extraidos com
metanol e obtiveram o resultado de 1079 umol EQT g de acafrdo em base seca.

Em relacdo aos resultados encontrados para o ensaio ABTS, quando comparadas as
médias das respostas, foi observado aumento na atividade antioxidante na seguinte ordem:
mistura ternaria (483,73 + 9,42 pmol EQT g!), misturas binarias (594,82 + 17,07 umol EQT g
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1y e solventes puros (610,07 + 23,21 pmol EQT g™). A melhor resposta foi observada para o
solvente puro acetato de etila (extrato 03A) seguida da mistura binaria e:i (extrato 04A),
enguanto que o resultado mais baixo foi observado para o solvente puro etanol (extrato 01A).
Tiveron et al. (2012) avaliaram a atividade antioxidante do extrato de rizomas de acafrdo
produzido no Brasil e obtido com etanol-agua (8:2, v/v) e encontraram valores de 57,6 e 118, 6
umol EQT g? de acafrdo em base seca para os métodos de DPPH e ABTS. Para 0 método
FRAP foi encontrado o valor de 169,1 pmol de FeSO4 g%, em base seca.

Quanto ao ensaio de FRAP, ao comparar as médias das respostas, foi notado o aumento
na seguinte ordem: mistura ternaria (101,19 *+ 12,62 pmol EQFeSOs g?), solventes puros
(147,79 + 11,98 umol EQFeSO4 gt) e misturas binarias (150,99 + 17,85 pmol EQFeSO4 gb).
A composicdo contendo etanol puro (extrato 01A) apresentou a melhor resposta seguida da
mistura binaria e:i (extrato 04A), enquanto que a resposta mais baixa foi observada para o
solvente acetato de etila puro (extrato 03A). Tanvir et al. (2017) ao avaliarem a atividade
antioxidante pelo método FRAP de duas variedades de agafrdo cultivadas em duas regides de
Bangladesh e extraidas com etanol e encontraram valores de 19,7 a 42,0 pmol de Fe g de
acafrdo em base seca. Em outro estudo que avaliou o efeito do solvente extrator sobre a
atividade antioxidante de acafrdo produzido no Paquistdo, foi encontrado que a extragdo com
etanol resultou nos maiores valores que foram: 170,8 umol de EQT g™ e 187,9 umol de Fe?* ¢
! de extrato, respectivamente, para os métodos ABTS e FRAP (ASGHAR; SHAHID, 2016).

Os ensaios DPPH, ABTS e FRAP foram avaliados em funcdo da composicdo dos
solventes de extracdo do acafrdo, para os quais foi determinada a superficie de resposta. Em
todos os casos, os modelos linear, quadréatico e especial cubico foram testados. A falta de ajuste
(Lack of fit) para estes modelos foi avaliada por meio da Analise de Variancia (ANOVA) para
0 modelo obtido.

Os valores do coeficiente de correlacdo (R) verificados foram: 0,552, 0,450, 0,827 para
o modelo linear; 0,986, 0,942 e 0,952 para 0 modelo quadrético; e para 0 modelo especial cubico
os valores de R foram 0,988, 0,995 e 0,989 para os ensaios DPPH, ABTS e FRAP,
respectivamente. Conforme observado, o Gltimo modelo descrito foi mais adequado para
predizer o comportamento da mistura. O modelo especial cubico foi altamente significativo (p
<0,001), com todos os termos sendo significativos (p < 0,05) e pode ser verificado nas equacdes
9,10e11.

Atividade antioxidante (DPPH) = +147,28 *e + 113,87*i + 154,81*a + 11,17*e*i
+ 313,49*e*a + 276,12*i*a — 245,17*e*i*a. 9)
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Atividade antioxidante (ABTS) = + 463,46 *e + 629,51 *i + 737,25 *a + 487,55
*e*j + 94,03 *e*a — 764,58 *i*a — 2862,39 *e*i*a. (10)

Atividade antioxidante (FRAP) = + 233,71 *e + 125,83 *i + 83,84 *a + 148,74
*e*i — 226,09 *e*a + 115,74 *i*a — 1373,54 *e*i*a. (11)

Sendo: *e etanol, *i isopropanol, *a acetato de etila, *e*i etanol + isopropanol, *e*a
etanol + acetato de etila, *i*a isopropanol + acetato de etila e *e*i*a etanol + isopropanol +

acetato de etila. Com todas as varidveis expressas em termos de fragdo volumétrica.

A superficie de resposta para o ensaio DPPH é apresentada na Figura 22 em funcédo dos
solventes etanol, isopropanol e acetato de etila. Para a mistura binaria e:a é possivel verificar
que a atividade antioxidante aumenta a medida que a proporcéo dos solventes se aproxima de
0,50:0,50 (v/v), sendo superior a 229,00 umol de Trolox g* para a proporgdo 0,45:0,55 (V/v),
alcancando o maior valor (229,42 umol de Trolox g*) na proporcéo 0,50:0,50 (v/v). A mistura
binéria a:i apresentou atividade antioxidante maior na regido de 0,50 a 0,60 para o acetato de
etilae 0,40 a 0,50 para o isopropanol, tendo o valor maximo para a composi¢éo 0,57:0,43 (v/v),
cujo o valor foi 204,88 umol de Trolox g™*. Para fragdes de isopropanol superiores a 0,55, ocorre

a diminuicdo acentuada da atividade antioxidante.
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Figura 22 - Superficie de resposta do modelo especial cubico dos valores preditos de umol EQT
g obtidos pelo ensaio DPPH, em fungéo dos solventes etanol, isopropanol e acetato de etila
utilizados na extracao do acafrdo. (R? = 0,9773)
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Para a mistura ternaria os maiores valores de atividade antioxidante foram observados
para a composicao variando de 0,36 a 0,57 para o acetato de etila, 0,00 a 0,06 para o isopropanol
e 0,35 a 0,61 para o etanol, com o maior sendo obtido para 0,52 de acetato de etila, 0,45 de
etanol e 0,03 de isopropanol.

A superficie de resposta para o ensaio ABTS em funcdo dos solventes etanol,
isopropanol e acetato de etila é apresentada na Figura 23. A melhor resposta foi verificada para

a extracdo com acetato de etila puro seguida misturas binarias e:a, a:i e e:i.
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Figura 23 - Superficie de resposta do modelo especial cubico dos valores preditos de pmol EQT
g obtidos pelo ensaio ABTS, em fungéo dos solventes etanol, isopropanol e acetato de etila
utilizados na extracao do agafrdo. (R?>= 0,991)
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Para a mistura binéria a:e a atividade antioxidante se torna maior com o aumento da
fracdo de acetato de etila variando de 623,86 (0,5) a 737,25 (1) umol de Trolox g*. E possivel
observar que a mistura binaria a:i apresenta maior resposta quando a fracdo acetato de etila é
superior a 0,85 (623,60 umol de Trolox g).

A analise da resposta para a mistura e:i indica que a fracdo de etanol entre 0,25 e 0,5
resultou nos maiores valores de atividade antioxidante obtidos para esta mistura binaria (679,41
e 668,37 umol de Trolox g*), com o maior valor sendo atingido para a composicéo 0,25:0,75
(V/v).

A superficie de resposta em fungéo dos solventes etanol, isopropanol e acetato de etila,
para o ensaio FRAP é apresentada nas Figura 24. As melhores respostas foram observadas para
as misturas binarias e:i na regido de 0,75 a 0,95, para a fracdo de etanol, sendo obtido o valor
maximo para a composi¢ao 0,86:0,14 (v/v), que foi 236,52 pmol de Trolox g™*. Para a extracio
contendo o solvente etanol puro foi obtido um valor proximo da melhor condicédo prevista para

a mistura binaria e:i, cujo valor foi 233,71 umol de Trolox g.
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Figura 24 - Superficie de resposta do modelo especial cubico dos valores preditos de pmol
EQFeSOs g obtidos pelo ensaio FRAP, em funcéo dos solventes etanol, isopropanol e acetato
de etila utilizados na extracéo do acafrdo. (R?= 0,9806)
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Visando determinar a composigdo de solvente extrator que resulta na maximizacéo da
atividade antioxidante para os ensaios DPPH, ABTS e FRAP, foram utilizadas funces lineares
de desejabilidade (s = 1 e t = 1), com os seguintes valores: 109,4 (0), 115,1 (0,5) e 240,8 (1)
umol Trolox g para o ensaio DPPH; 450,8 (0), 740,9 (1) e 751,1 (1) umol Trolox g para o
ensaio ABTS; 75,8 (0), 149,2 (0,5) e 242,6 (1) umol Trolox g para o ensaio FRAP. Os valores
entre parénteses indicam os valores de desejabilidade utilizados para cada média.

A composicdo obtida apds a analise da desejabilidade foi de 52 % de etanol e 48 % de
isopropanol, sendo obtido o valor de 0,72 para a desejabilidade. Para esta composicéo as
respostas preditas foram 133,91, 665,47 pumol Trolox g e 218,71 pmol FeSO4 g para os
ensaios de DPPH, ABTS e FRAP, respectivamente.

Um teste confirmatdrio foi conduzido em triplicata com a extracdo sendo realizada com
a composicdo do solvente extrator de 52 % de etanol e 48 % de isopropanol, nas mesmas
condicgdes experimentais da otimizacdo. As respostas encontradas foram 115,41, 519,60 umol
Trolox gt e 226,69 pmol FeSO4 g para os ensaios DPPH, ABTS e FRAP, respectivamente.

O uso da mistura binéria e:i é bastante adequado para a determinacdo da atividade
antioxidante pelo ensaio FRAP, sendo também satisfatorio para o ensaio ABTS, contudo, ndo

¢ 0 mais indicado para o ensaio DPPH. Por outro lado, o uso de misturas de a:e e a:i sdo
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adequadas tanto para os ensaios de DPPH e ABTS. De acordo com Furniss et al. (1989) os
solventes etanol e isopropanol possuem melhor solubilidade em &agua, portanto, carater polar
mais forte, quando comparados ao solvente acetato de etila. Sendo assim, os resultados para 0s
ensaios de FRAP e ABTS indicam a prevaléncia de extracdo de compostos de carater
hidrofilico.

Em um estudo realizado por Garcia et al. (2010), fracdes de folhas de Mikania laevigata
Sch. Bip. extraidas com etanol, acetato de etila, diclorometano, acetona e cloroférmio, bem
como suas misturas, foram avaliadas, por meio de um planejamento experimental simplex-
centroide, quanto ao efeito dos solventes na extracdo de compostos naturais. O autor observou
uma extracdo maior de compostos naturais nas misturas binarias quando comparado aos
solventes puros, indicando um possivel sinergismo entre as propriedades quimicas de cada

solvente.

4.3.3 Extratos de ora-pro-nobis

A Tabela 6 apresenta o efeito da composi¢do dos solventes dos extratos de ora-pro-nobis
(O) nas respostas obtidas pelos ensaios DPPH, ABTS e FRAP, a proporgdo de solventes
utilizada em cada amostra, a atividade antioxidante (umol EQT g™) calculado em base seca,
para os testes de DPPH, ABTS e a capacidade redutora (umol EQFeSO4 g) calculado em base
seca, para o teste FRAP.

Tabela 6 - Proporgdo dos solventes e atividade antioxidante pelos ensaios DPPH, ABTS e
FRAP (Equivalente Trolox — pmol EQT g e Equivalente sulfato ferroso - umol EQFeSO4 g
1y referentes aos extratos de ora-pro-nobis.

Extrato Proporcéo DPPH ABTS FRAP
solventes (umol EQT g?) (umol EQFeSO, g)
010 e (1) 9,35+ 0,08! 18,41 + 0,05 13,47 £ 0,69
020 i (1) 8,47 + 0,08 17,46 + 0,60 14,44 +1,01
030 a (1) 9,66 + 0,24 17,86 + 0,60 2,29+0,14
040 e:i (1/2:1/2) 8,42+ 0,53 8,28 £ 0,46 10,43+ 1,28
050 e:a (1/2:1/2) 11,37+ 0,54 11,31+£0,22 17,20 £ 1,02
060 ira (1/2:1/2) 9,37 £ 0,17 10,32 £ 0,77 11,31+ 0,06
070 e:i:a (1/3:1/3:1/3) 10,43 £ 0,12 9,09 +£0,89 19,03 + 0,24

e = etanol; i = isopropanol; a = acetato de etila. * Desvio-padrio
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As médias das respostas obtidas pelo ensaio DPPH para os extratos de ora-pro-nobis
contendo os solventes puros, suas misturas binarias e mistura ternaria foram comparados, sendo
observado um aumento na atividade antioxidante na seguinte ordem: composi¢do contendo 0s
solventes puros (9,16 + 0,26 umol EQT g?), misturas binarias (9,72 + 0,77 umol EQT g*1) e
mistura ternaria (10,43 + 0,12 umol EQT g™). As melhores respostas foram verificadas na
composicdo e:a (extrato 050) seguida da composicdo e:i:a (extrato 070). Enquanto que o
resultado mais baixo foi verificado na composicéo e:i (extrato 040).

Em relacdo ao ensaio ABTS, comparando a média das respostas obtidas, pode ser
observado um aumento na atividade antioxidante na seguinte ordem: mistura ternéria (9,09 £
0,89 pumol EQT g%), mistura binaria (9,97 * 0,92 umol EQT g*?) e mistura contendo os
solventes puros (17,91 + 0,85 umol EQT g*). A melhor resposta foi verificada na composicéo
contendo o solvente puro etanol (extrato 010), enquanto que, a resposta mais baixa foi
observada na mistura e:i (extrato 040).

Quanto ao ensaio FRAP, ao avaliar as médias das respostas obtidas, em geral, pode ser
observado um aumento na capacidade redutora na seguinte ordem: composicao contendo 0s
solventes puros (10,06 + 1,23 umol EQFeSO4 g?), misturas binarias (12,98 + 1,63 pmol
EQFeSO4 g ) e mistura ternaria (19,03 = 0,24 pmol EQFeSO4 g1). O melhor resultado foi
observado para a composicao e:i:a (extrato 070), enquanto que a resposta mais baixa pode ser
verificada na composi¢éo contendo o solvente puro acetato de etila (extrato 030).

A superficie de resposta foi determinada para os ensaios de DPPH, ABTS e FRAP em
funcdo da composicdo dos solventes utilizados na extracdo da ora-pro-nobis. Em todos os casos,
os modelos linear, quadréatico e especial ctubico foram testados. A falta de ajuste (Lack of fit)
para estes modelos foi avaliada por meio da Anélise de Variancia (ANOVA) para o modelo
obtido.

Os valores do coeficiente de correlacédo (R) verificados foram: 0,650, 0,114 e 0,535 para
o modelo linear; 0,954, 0,985 e 0,947 para 0 modelo quadrético; e para 0 modelo especial cubico
os valores de R foram 0,966, 0,993 e 0,992, para os ensaios DPPH, ABTS e FRAP,
respectivamente. Conforme observado, o Gltimo modelo descrito foi mais adequado para
predizer o comportamento da mistura. O modelo especial cubico foi altamente significativo (p
< 0,001) com todos os termos sendo significativos (p < 0,05) e pode ser verificado nas equacdes
12,13 e 14.

Atividade antioxidante (DPPH) = + 9,35 *e + 8,47 *i + 9,66 *a — 1,96 *e*i + 7,48 *e*a
+ 1,20 *i*a + 14,06 *e*i*a. (12)
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Atividade antioxidante (ABTS) = + 18,41 *e + 17,46 *i + 17,86 *a — 38,61 *e*i — 27,31
*e*a — 29,38 *i*a + 47,87 *e*i*a. (13)

Atividade antioxidante (FRAP) = + 13,47 *e + 14,44 *i + 2,29 *a — 14,07 *e*i + 37,30
*e*a + 11,79 *i*a + 137,03 *e*i*a. (14)

Sendo: *e etanol, *i isopropanol, *a acetato de etila, *e*i etanol + isopropanol, *e*a
etanol + acetato de etila, *i*a isopropanol + acetato de etila e *e*i*a etanol + isopropanol +

acetato de etila, com todas as variaveis expressas em termos de fracdo volumétrica.

A superficie de resposta para o ensaio DPPH é apresentada na Figura 25 em funcédo dos
solventes etanol, isopropanol e acetato de etila. A melhor resposta é observada na composi¢ao
e:a proximo a regiao 0,50:0,50 (v/v), sendo o valor méximo obtido na mistura 0,48:0,52 (v/v),
que foi de 11,38 pmol Trolox g

Para a mistura ternaria e:i;a foram observados os melhores valores de atividade
antioxidante na regido de 0,39 a 0,64 de acetato de etila, 0,35 a 0,62 de etanol e 0,00 a 0,06 de
isopropanol, sendo que a composi¢do 0,49:0,02:0,49 (v/v/v) apresentou o valor maximo de
atividade antioxidante (11,34 umol Trolox g™).
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Figura 25 - Superficie de resposta do modelo especial cubico dos valores preditos de umol EQT
g obtidos pelo ensaio DPPH, em fungéo dos solventes etanol, isopropanol e acetato de etila
utilizados na extracio de ora-pro-nobis. (R?= 0,9345)
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A superficie de resposta para o ensaio ABTS em fungdo dos solventes etanol,
isopropanol e acetato de etila é apresentada na Figura 26. A melhor resposta € verificada para
a extracdo com etanol, seguida da extracéo acetato de etila e isopropanol.
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Figura 26 - Superficie de resposta do modelo especial cubico dos valores preditos de pmol EQT
g obtidos pelo ensaio ABTS, em fungéo dos solventes etanol, isopropanol e acetato de etila
utilizados na extragao de ora-pro-nobis. (R?= 0,987)
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Pérez-Jiménez e Saura-Calixto (2006) estudaram o efeito do solvente na atividade
antioxidante de uma solucéo acido galico:catequina (1M:1M), avaliada por diferentes métodos.
Os autores encontraram diferencas significativas nos resultados para 0 método ABTS, o qual
apresentou melhores respostas quando utilizado solventes mais polares. Portanto, é possivel
concluir que este método é adequado para avaliar compostos de carater hidrofilico.

A superficie de resposta para o ensaio FRAP é apresentada na Figura 27, em funcédo da
proporcao dos solventes etanol, isopropanol e acetato de etila. A melhor resposta pode ser
observada para a mistura e:i:a, sendo o valor maximo obtido (19,47 pumol Trolox g?) na
composigdo 0,42:0,24:0,34 (v/viv).

Para a composi¢do binaria e:a os melhores valores de atividade antioxidante foram
observados a medida que a proporcdo do solvente etanol aumenta na mistura, alcangando o
valor maximo na composicdo 0,65:0,35 (v/v), que foi de 18,04 umol Trolox g™. Entretanto,
para fragdes de etanol superiores a 0,80 foi observado a diminuicéo da resposta.
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Figura 27 - Superficie de resposta do modelo especial cubico dos valores preditos de pmol
EQFeSO; globtidos pelo ensaio FRAP, em funcéo dos solventes etanol, isopropanol e acetato
de etila utilizados na extracéo de ora-pro-nobis. (R?= 0,9844)
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A fim de estabelecer a composicao de solvente extrator que forneca os melhores valores
de atividade antioxidante para os ensaios DPPH, ABTS e FRAP, foram utilizadas funcdes
lineares de desejabilidade (s =1 et = 1), sendo empregados os valores: 7,8, 8,9 e 11,9 umol
Trolox g para o ensaio DPPH; 7,9, 17,2 e 18,4 pmol Trolox g* para o ensaio ABTS; 2,1, 6,7
e 19,3 pumol Trolox g! para o ensaio FRAP; sendo os valores de desejabilidade,
respectivamente, 0, 0,5 e 1, para todos 0s ensaios.

A composicao obtida apos a anélise de desejabilidade foi de 100 % de etanol, sendo
obtido o valor de 0,76 para a desejabilidade. Para esta composicao as respostas preditas foram
9,35, 18,41 umol Trolox g™ e 13,47 pmol FeSO4 g para os ensaios de DPPH, ABTS e FRAP,
respectivamente.

De acordo com os dados obtidos pode ser verificado uma relacéo entre a predominancia
de melhores respostas e a utilizacdo do solvente etanol. Dentre os solventes empregados na
extracdo o etanol possui maior solubilidade em &gua (FURNISS et al., 1989), portanto é um

solvente de carater polar.
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Souza et al. (2016) ao avaliar a atividade antioxidante do extrato metandlico da folhas
de ora-pro-nobis pelo método DPPH, verificaram que a porcentagem de inibicao foi 73,7 % em
relacdo ao acido ascorbico, para as concentrages de 10,0 mg mL™ de extrato e 5,0 ug mL™* de
acido ascorbico. Para os extratos de éter de petrdleo e cloroférmio, na concentracédo de 10,0 mg
mL, as porcentagens de inibigdo em relacdo a solucdo de acido ascérbico 5,0 ug mL™ foram
24,6 e 5,3 %, respectivamente.

Considerando que a otimizacdo em relacao aos trés ensaios indicou que a extragdo com
etanol é mais adequada, compreende-se que 0s compostos que respondem pela atividade

antioxidante para esta espécie sdo principalmente de caréater polar.

4.4 Estudo de estabilidade térmica dos extratos naturais em 6leo de soja

4.4.1 Indice de acidez e peroxidos

Os valores de acidez e perdxidos foram obtidos pela média de 9 analises do dleo de soja
(0S), oleo de soja com extrato de gengibre (OG) e 6leo de soja com extrato de acafrdo (OA), a
temperatura ambiente (25 °C) e ap6s tratamento térmico (1h a 250 °C) (Tabela 7). Os extratos
vegetais empregados nestas analises foram aqueles obtidos a partir da composicédo de solventes
determinada pela funcdo de desejabilidade que foi utilizada para maximizar a atividade
antioxidante dos ensaios estudados. Ap0s a obtencdo destes extratos, o solvente foi eliminado
em evaporador rotativo, sendo redissolvidos em etanol devido ao baixo ponto de ebuli¢do deste

solvente, 78,2 °C (PUBCHEM) e sua consequente evaporacdo durante o processo de fritura.
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Tabela 7- indice de acidez e peroxidos das amostras: OS — 6leo de soja e etanol (branco), OG -
6leo de soja com extrato de gengibre e OA — 6leo de soja com extrato de acafrdo. Resultados
expressos em média + desvio-padrao.

Temperatura (°C)

Tratamentos 25 250

indice de acidez (mg de KOH g?)

(O8] 0,070Aa + 0,0017 0,84Ba + 0,02
0G 0,067Ab = 0,0010 0,58Bb + 0,01
OA 0,067Ab £ 0,0015 0,24Bc + 0,01

indice de perdxidos (meq Kg™t)

(ON) 3,30Aa + 0,23 6,86Bb = 0,42
0G 3,27Aa + 0,42 6,06Ba + 0,47
OA 3,00Aa 0,21 5,83Ba + 0,26

Letras mailsculas diferentes ha mesma linha correspondem a diferenca significativa (p < 0,05) pelo teste t de
Student. Letras minudsculas diferentes na mesma coluna correspondem & diferenca significativa (p < 0,05) pelo
teste de Tukey.

De acordo com os resultados foi observado um aumento no valor de acidez devido ao
aquecimento do 6leo de soja a 250 °C. Este aumento ocorreu tanto para o 6leo de soja sem
adicdo dos extratos como para 0 6leo de soja contendo os extratos de gengibre e acafrdo. A
adicdo do extrato de acafrdo resultou no menor valor do indice de acidez (0,24 mg de KOH ¢
1, que foi significativamente menor (p < 0,05), em relagdo ao extrato de gengibre e ao 6leo de
soja sem adigéo de extratos. Os resultados indicam que o aumento da temperatura favoreceu a
formacdo de acidos graxos livres, concordando com o comportamento descrito para os 6leos
vegetais na literatura (FENNEMA et al., 2002).

As reacdes quimicas que mais ocorrem em processos de fritura incluem reacgdes de
hidrdlise, oxidacéo e polimerizacdo (CHOE; MIN, 2007). A agua proveniente do alimento é
fonte primaria para as reacdes de hidrolise durante a fritura. Com o aumento da temperatura
ocorre a volatilizacdo dos compostos formados do processo térmico, 0 que pode retardar as
reacOes de hidrolise. No entanto, em temperaturas mais altas, produtos de degradacdo, como
glicerol, podem acelerar o processo de hidrdlise (ZHANG et al., 2012), apresentando como
consequéncia um aumento no valor de acidez.

Embora o valor de acidez tenha aumentado para todos os tratamentos, as amostras de
oleo contendo o extrato de gengibre (OG) e o extrato de agafrdo (OA), ap0s o processamento

térmico, apresentaram valores de acidez inferiores (31,3 % e 72%, respectivamente) aos
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observados para o controle (OS). Essa informacé&o indica que os extratos naturais devem estar
retardando o processo de formagdo de compostos de carater acido no 6leo.

Em um estudo realizado por Rehman et al. (2003) os extratos de gengibre em
diclorometano foram avaliados em relacdo a atividade antioxidante em 6leo de semente de
girassol refinado (25 °C e 45 °C) durante 6 meses de armazenamento. Transcorrido o tempo de
armazenamento o 6leo contendo 1600 e 2400 ppm de extrato de gengibre apresentou valores
de &cidos graxos livres (0,083 e 0,080 %, respectivamente) menores que o controle (0,380 %).
Além disso, o indice de iodo encontrado para as amostras de 6leo contendo o extrato de gengibre
(1600 e 2400 ppm) foi equivalente ao valor encontrado para as amostras com adi¢do dos
antioxidantes sintéticos BHA e BHT. Os processos de oxidacdo acelerada podem causar perda
da insaturacdo dos acidos graxos presentes no 6leo, o qual pode ser verificado por mudancas
no indice de iodo, que é uma medida do grau de insaturacdo de um lipidio e € definido como o
nimero de gramas de iodo que reage com 100 g de lipidios (FENNEMA et al., 2002).
Adicionalmente o indice de acidez é um indicativo de degradacdo do Gleo por reagdes
hidroliticas e pode ser utilizado para indicar a acidez do 6leo (FENNEMA et al., 2002).

Em outra pesquisa, realizada por Eshghi et al. (2014), os rizomas de acafrdo foram
avaliados quanto a eficiéncia antioxidante de diferentes concentragdes de curcumina (120, 160
e 200 ppm) adicionadas ao 6leo de soja a duas temperaturas (25 °C e 55 °C), durante 90 dias e
acondicionadas na auséncia e presenca de luz. As amostras foram comparadas com 0s
antioxidantes ja empregados em alimentos, o terc-butil-hidroquinona (TBHQ) (120 ppm) e 0
a-tocoferol (200 ppm). O autor observou que o aumento na concentra¢éo de curcumina levou a
uma significante diminuicdo nas taxas de oxidacdo, sendo que as trés concentracOes de
curcumina apresentaram valores de acidez mais baixos do que os observados para o controle.

Em relacdo ao indice de peroxido foi observado um aumento significativo (p < 0,05)
nas médias dos valores das amostras, submetidas ao aquecimento a 250 °C, variando de 3,30 a
6,86 meq Kg* de amostra para OS, 3,27 a 6,06 meq Kg* de amostra para OG e 3,00 a 5,83 meq
Kg? de amostra para OA.

A estabilidade oxidativa de 0leos é refletida na formacgéo de peroxidos e de produtos de
oxidacdo secundaria, os quais estdo relacionados as rea¢des de oxidag¢do que ocorrem no 0leo
durante o processo de fritura. Os peroxidos sdo produtos de oxidacdo primaria que fornecem
informacdes superficiais devido a sua rapida formacéo e decomposicdo (FENNEMA et al.,
2002). Desse modo, para uma andlise abrangente da estabilidade oxidativa de um 6leo é
necessario a complementacao dos resultados com outros métodos de analise, como o indice de

acidez e a determinacgéo do grau de insaturagéo.
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Outra pesquisa (ESHGHI et al., 2014) avaliou o 6leo de soja, apds tratamento térmico
(25 °C e 55 °C), com adicdo de diferentes concentragdes de curcumina (120, 160 e 200 ppm).
Os resultados indicaram que 0 aumento da concentracdo de curcumina acarretou na diminuicéo
do indice de perdxido, cujo valor para o controle foi 17,98 meq Kg™ de amostra e das amostras
contendo diferentes concentragdes de curcumina foi de 14,38, 13,61 e 11,84 meq Kg! de
amostra para as concentragdes 120, 160 e 200 ppm de curcumina, respectivamente.

A eficiéncia de extratos de gengibre frente a oxidacéo lipidica em 6leo vegetal de soja
tem sido verificada por outros autores. Jorge e Andreo (2013) avaliaram o efeito antioxidante
do extrato etandlico de gengibre (2500 mg Kg™?) em 6leo de soja sob termoxidagdo (180 °C).
Os resultados mostraram que ap6s 20 horas de aquecimento o 6leo contendo extrato de gengibre
apresentou um valor menor de indice de peroxido (4,71 meq Kg?) quando comparado ao
controle (5,00 meq Kg™?). Estes resultados vém ao encontro da pesquisa realizada por Rehman
et al. (2003), que avaliou o indice de perdxido de extratos de gengibre em diclorometano em
6leo de semente de girassol aquecido a 185 °C por 50 h. Ao término do experimento foi
verificado que o extrato natural foi capaz de inibir a formacdo de perdxidos cujo valor foi de
0,7 meq Kg?, enquanto que o 6leo de semente de girassol sem adicdo de antioxidantes o valor
de perdxidos encontrado foi 20,5 meq Kg.

O regulamento técnico para 6leos e gorduras vegetais refinados emitido pela ANVISA
dispde que os valores de acidez ndo devem estar acima de 0,6 mg de base g* de 6leo e o indice
de perdxidos deve ser no maximo de 10 meq Kg* (ANVISA, 2005). Considerando que, na
temperatura de 25 °C todas as amostras avaliadas apresentaram resultados conforme
especificado em legislacdo, conclui-se que o 6leo de soja apresenta qualidade para consumo.
Ademais, foi observado que ap6s 0 aquecimento o 6leo de soja contendo os extratos de gengibre
e acafrdo mantiveram o indice de acidez dentro dos limites em legislacao.

A estabilidade térmica em 6leo vegetal tem sido verificada em outros materiais vegetais.
Um estudo feito por Miranda (2015) avaliou a estabilidade fisico-quimica de 6leo alimentar
com a adicdo de extratos etandlicos de carqueja (500 mg Kg™ e 1000 mg Kg™). As amostras
foram submetidas a trés ciclos de aguecimento (9 horas cada) a 180 °C e, também, armazenadas
a temperatura ambiente durante 30 dias. O 6leo foi analisado em relagéo a sua acidez, indice de
perdxidos, indice de p-anisidina, absorvancia no UV, indice de refracéo, cor e densidade. Os
resultados mostraram maior acentuacao dos parametros fisico-quimicos no 6leo sem extrato de
carqueja (33,3 % de teor de acidos graxos livres e 45% do indice de perdxidos), sendo a
suplementagdo com carqueja (1000 mg Kg) mais estavel a oxidacéo (16,6 % de teor de acidos

graxos livres e 28,4 % do indice de perdxidos).
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4.4.2 Grau de insaturacdo

A porcentagem de insaturacdo expressa como porcentagem em massa de acido linoleico
foi obtida para as amostras contendo 6leo de soja (OS), 6leo de soja com extrato de gengibre
(OG) e dleo de soja com extrato de acafrdo (OA). Nesta analise, utilizou-se a n-valeronitrila
como padréo interno. O espectro no infravermelho para 6leo de soja com extrato de gengibre e
n-valeronitrila (Figura 28) apresenta um pico em 3008 cm™, que corresponde ao estiramento
=C-H de duplas ligacbes cis e que foi utilizado para a quantificacdo do grau de insaturacdo. Na
regido de 2961 cm™ ocorre o estiramento assimétrico dos grupos metila (C-H). As bandas em
2929 e 2857 cm™ estdo relacionadas, respectivamente, com os estiramentos assimétrico e
simétrico dos grupos metilénicos (C-H) (GUILLEN; CABO, 1998).

A regifo de 2246 cm™ corresponde ao estiramento C=N da n-valeronitrila que foi
utilizada como padrao interno (Moreno et al, 1999), a qual néo interfere nas bandas de absorcéo
das amostras. Em 1742 cm™ ocorre uma banda intensa que esta associada ao estiramento C=0,
de carbonila de éster (de la MATA et al., 2012).

Em 1466 cm™ ocorre a banda relacionada & deformacio angular simétrica de CHz. As
bandas na regifo de 1241 a 1100 cm™ estéo relacionadas com estiramentos da ligagdo C-O. Em
1241 e 1165 cm? ocorre a sobreposicdo com a banda de deformacdo dos grupos metilénicos
(GUILLEN; CABO, 1998). Na regido de 970 cm™ ha a deformagcéo fora do plano (C-H) de
hidrogénios olefinicos das duplas ligagdes trans. Em 729 cm™ ocorre uma deformagio
equivalente, mas que est4 relacionada a ligagdes cis (GUILLEN; CABO, 1998).



7

Figura 28 - Espectros representativos no infravermelho do 6leo de soja com o extrato de
gengibre, a 25 e 250 °C.

100

—25°C
——250°C

90

80

70

60

970

50

Transmitancia (%)

40

1241

30
1109

729
20
1466

1165

1742

2929

o

| | | |
3500 3000 2500 2000 1500 1000 650
Nimero de onda (cm'1)

Uma curva de calibragdo contendo as misturas dos padrdes n-valeronitrila/acido
linoleico foi construida utilizando o quociente [A(3008)/A(2246)] (sendo A a absorbancia na
regido especificada), pela concentracdo da mistura adicionada (Cal/Cv), a qual Cal é a
concentracdo de acido linoleico e Cv a concentracdo de n-valeronitrila, ambos em % m/m
(Figura 23). A equacéo obtida da regresséo linear foi: A(3008)/A(2246) = (1,7228 x Cal/Cv) —
0,1591, cujo valor de R foi 0,9965.

Figura 29 - Curva de calibracdo utilizando o &cido linoleico como substancia padréo.
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Os resultados observados na Figura 24 mostram o decaimento do grau de insaturacao
(porcentagem de acido linoleico m/m) com o aumento da temperatura, apresentando os
seguintes valores: 33,26 + 1,15 % para a amostra OS; 32,46 + 1,03 % para a amostra OG; e
32,75 + 0,66 para a amostra OA, todos para a temperatura ambiente (25 °C); e 25,48 £+ 1,19 %;
27,14 £ 0,91 %; e 25,43 £ 0,96 % para as amostras OS, OG e OA, respectivamente, todos para
a temperatura de 250 °C.

O grau de insaturacdo do 0leo de soja contendo o extrato de gengibre e aquecido a 250
°C foi significativamente maior (p < 0,05) que os valores observados para o controle e para o
6leo de soja contendo o extrato de acafréo.

O grau de insaturacdo de um Gleo vegetal esta relacionado a sua composicao de &cidos
graxos, 0s quais apresentam interferéncia do processo de aquecimento. O 6leo de soja possuli
em sua composicdo acidos graxos poli-insaturados, tais como o acido linoleico (MARTIN,
2008), que, uma vez submetido ao processo de fritura, pode sofrer reacdes de oxidacao e formar
uma variedade de compostos como aldeidos, alcanos, alcenos, dentre outros (BREWER, 2011).
A degradacdo do 6leo ocasiona o consumo dos acidos graxos poli-insaturados, apresentando
como consequéncia a diminuicdo do grau de insaturacao.

A mistura resultante da melhor resposta quanto a atividade antioxidante do acgafréo
indicou resultados interessantes sobre sua utilizagdo como inibidor de reacfes oxidativas.
Todavia, quando adicionado ao 6leo de soja e submetido ao aquecimento, o extrato natural de
acafrdo apresentou um comportamento diferente, ndo sendo observado diferenca significativa

(p < 0,05) entre as médias avaliadas do OA em comparacado ao controle (OS).
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Figura 30 — Grau de insaturacdo do 6leo de soja (OS), 6leo de soja com extrato de gengibre
(OG) e oleo de soja com extrato de agafrdo (OA), avaliado nas temperaturas ambiente (25 °C)
e 250 °C. Os resultados foram expressos em % m/m de &cido linoleico.
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*a,b e c: colunas identificadas com a mesma letra ndo apresentam diferenca pelo teste de Tukey
(p > 0,05).

4.5 Comparacao do efeito antioxidante entre as plantas estudadas

As respostas obtidas do planejamento experimental, referentes aos extratos de gengibre,
acafrdo e ora-pro-nobis, mostraram que o emprego de solventes com diferentes polaridades no
processo extrativo influencia na obtencdo de compostos com atividade antioxidante. O gengibre
apresentou alta atividade antioxidante na composicdo ternéria e:i:a (0,30:0,33:0,37), a qual
apresenta um valor de polaridade intermediaria (0,461). Para os rizomas de acafrdo foi
observado uma melhor resposta de atividade antioxidante, na composicdo binaria e:i
(0,52:0,48), apresentando um valor de polaridade (0,602) mais préximo dos solventes de carater
polar. A ora-pro-nobis apresentou a melhor resposta de atividade antioxidante na composicéo
contendo o solvente etanol puro (0,654) que possui 0 carater mais polar dentre os solventes
empregados.
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Comparando os valores de atividade antioxidante para o gengibre, acafrdo e ora-pro-
nobis, avaliados pelos ensaios de DPPH, ABTS e FRAP, foi observado uma expressiva
atividade antioxidante dos rizomas de acafrio (115,41, 519,60 pmol Trolox g* e 226,69 umol
FeSO4 g1) quando comparada aos valores obtidos para o gengibre (57,16, 150,78 pmol Trolox
gle 218,24 pmol FeSO4 gt) e para a ora-pro-nobis (9,35, 18,41 umol Trolox g™ e 13,47 umol
FeSO4 g™).

Conforme pode ser observado os extratos de ora-pro-nobis apresentaram baixa atividade
antioxidante quando avaliados pelos ensaios empregados neste estudo e, portanto, ndo foram
considerados para o estudo de estabilidade termoxidativa.

A adicdo dos extratos de acafrdo ao 6leo de soja favoreceu a manutencao da qualidade
deste alimento ap0s o processo de aquecimento. O efeito antioxidante dos rizomas de acafrao
no 6leo de soja foi verificado nos resultados obtidos para os indices de acidez e perdxido, sendo
72 % e 20,5 % respectivamente menores em relacédo a diferenga entre as temperaturas de 25 e
250 °C, quando comparado ao 6leo de soja comercial, indicando sua possivel utilizagdo como
um composto natural antioxidante.

Quanto ao gengibre, a aplicacdo dos extratos ao 6leo de soja promoveu um efeito
protetor que foi observado nas analises de indice de acidez e peréxido cujos valores foram 31,3
% e 21,6 % menores (respectivamente) em relacdo a diferenca entre as temperaturas de 25 e
250 °C, quando comparados ao 6leo comercial. Além disso, a adicdo dos extratos de gengibre
diminuiu a degradacdo de compostos insaturados apresentando um grau de insaturacdo 31,62
% menor que o 6leo de soja comercial, quando avaliada a diferenca entre as temperaturas de 25
e 250 °C. Os resultados mostraram que o emprego dos extratos de gengibre e agafrdo ao 6leo
soja promoveu um efeito protetor frente as reagdes oxidativas que ocorrem no processo de

fritura.

4.6 Composic¢ao mineral

O conteudo mineral de uma planta é uma informagéo relevante pois proporciona dados
gue podem ser refletidos nos efeitos clinicos de sua ingestdo. Segundo Hassan et al. (2016) o
valor medicinal das plantas pode ser atribuido a presenca de compostos que produzem acdes
fisiologicas e a caracterizacdo fisico-quimica pode aumentar o entendimento sobre os
mecanismos de acdo, a eficicia e a seguranga dos materiais vegetais.

Os principais elementos minerais presentes nos rizomas de gengibre, agafréo e folhas

de ora-pro-nobis foram guantitativamente analisados por espectrometria de absorcéo atdmica e
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os resultados podem ser verificados na Tabela 8. Os dados revelaram que a concentragéo de K
foi a mais alta, sendo 519,32 e 1225,95 mg 100 g* para os rizomas de gengibre, acafrdo,
respectivamente, e foi também expressiva (3263,21 mg 100 g*) para as folhas de ora-pro-nobis.
Esses resultados séo interessantes, uma vez que estudos clinicos e epidemioldgicos tém
mostrado que dietas contendo alta concentracdo de potéssio podem diminuir a pressdo
sanguinea (INTERSALT, 1986; KHAW; ROSE, 1982), além de reduzir a mortalidade por
doencas cardiovasculares (KHAW; BARRET-CONNOR, 1987) e prevenir ou tornar mais lenta
a progressao de doencas renais (TOBIAN et al., 1984).

Tabela 8 — Principais minerais extraidos dos rizomas de gengibre, acafrdo e folhas de ora-pro-
nobis (mg 100g™* de base seca). Resultados expressos em média + desvio-padrao.

) Gengibre Acafréo Ora-pro-nobis
Composto mineral
(mg 100 g*) (mg 100 g*) (mg 100 g*)
P 20,61 +1,41 236,65 £ 19,47 541,82 + 18,66
K 519,32 + 25,46 1225,95 + 17,68 3263,21 £42,43
Ca 69,65 + 1,27 119,35+ 7,07 3417,14 + 63,64
Mg 46,02 + 6,66 220,39 + 2,40 659,57 £ 11,61
Mn 0,82+0,14 14,66 £ 2,19 2,72 £ 0,21
Zn 0,58+0,12 2,09 +0,40 4,10+0,14
Fe 0,58 £ 0,06 20,12 + 0,49 14,42 + 0,35

Em relacdo aos resultados obtidos para os rizomas de gengibre, foram observados, apds
0 K, bons resultados para o Ca, Mg e P, seguidos de resultados baixos para os elementos Mn e
Zn. De forma semelhante, Tanweer e colaboradores (2014) estudaram a composi¢ao mineral de
rizomas de gengibre fresco e observaram os seguintes resultados: K (410,91), Mg (45,02), P
(32,56), Ca (15,76), Mn (0,70), Cu (0,58), Fe (0,54) e Zn (0,33), todos expressos em mg 100 g
! Os resultados obtidos pelo autor apresentam concordancia com o contelido mineral
encontrado neste trabalho.

Quanto aos rizomas de agafrdo os compostos K, P e Mg apresentaram os melhores
resultados (1225,95, 236,65 e 220,39 mg 100 g, respectivamente), seguidos dos compostos
Ca, Fe, Mn e Zn (119,35, 20,12, 14,66, e 2,09 mg 100 g}, respectivamente). Hassan et al. (2016)
avaliaram a quantidade de minerais na Curcuma Longa empregando um metodo de tratamento
com &cido perclorico e acido cloridrico. As anélises foram realizadas em espectofotdmetro de

absorcéo atdmica utilizando solugdes padronizadas (1000 mg L) de todos os metais avaliados
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(Ca, Ni, Fe, Zn, Cu, Cr, Mg e Mn). Os resultados mostraram a presenca dos compostos Mg
(49,4 mg L) e Ca (35,425 mg L) em maior concentragéo, seguidos dos demais compostos Fe
(1,27 mg L1), Cr (1,188 mg L), Mn (1,078 mg L), Zn (1,008 mg L), Cu (0,209 mg L) e
Ni (0,096 mg L.

De acordo com os resultados obtidos e aqueles encontrados na literatura para o agafréo
é possivel observar a presenca em maior concentracdo de K, P, Mg e Ca. Estes compostos sdo
identificados como benéficos para o funcionamento do corpo, como por exemplo, a funcdo do
Mg como um cofator de diversas reagdes enzimaticas e sua importancia em varias funcdes
fisiologicas intracelulares (JAHNEN-DECHENT; KETTELER, 2012).

As folhas de ora-pro-nobis também foram avaliadas quanto & composi¢do mineral. De
acordo com os resultados essa planta apresenta propriedades interessantes em termos de
componentes nutricionais, tais como Ca, K, Mg e P, os quais apresentam fun¢des importantes
no organismo. O composto Ca (3417,14 mg 100 g*) e Fe (14,42 mg 100 g) apresentaram
valores semelhantes aos encontrados por Takeiti et al. (2009), que foram 3420 e 14,2 mg 100
g, respectivamente. Para os compostos Mg, Mn e Zn os valores encontrados por Takeiti et al.
(2009) foram maiores, sendo 1900, 46,4 e 26,0 mg 100 g?, respectivamente. Ja para os
compostos K e P, este estudo apresentou porcentagens maiores (3263,21 e 541,82 mg 100 g2,
respectivamente) em relacio aos resultados de Takeiti et al. (2009) (1632 e 156 mg 100 g7,
respectivamente). O autor avaliou a composicdo mineral de folhas frescas de P. aculeata

utilizando a espectroscopia de absor¢do atbmica com chama.
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5 CONCLUSAO

A partir da avaliacdo das respostas obtidas da extracdo de rizomas de gengibre e acafrdo
e das folhas de ora-pro-nobis frente aos ensaios DPPH, ABTS e FRAP, é possivel observar que
a polaridade e a natureza do solvente extrator estdo estreitamente ligadas & obtencdo de
compostos com atividade antioxidante.

Os resultados obtidos para os extratos de gengibre mostram uma prevaléncia dos
melhores resultados para a mistura ternaria (e:i:a) sendo o ponto maximo a composicao
contendo 0,30:0,33:0,37 (v/v/v), respectivamente. Ainda, a mistura binéria e:i nas proporcdes
0,25 a 0,75 de etanol apresentou os menores valores de atividade antioxidante indicando que
esta faixa de composicdo ndo deve ser utilizada na extracdo de compostos antioxidantes do
gengibre.

Em relacdo aos extratos de acafrdo, apds avaliacdo da desejabilidade, foi observado que
a composicao 52 % de etanol e 48 % de isopropanol forneceu os melhores resultados preditos
de atividade antioxidante para os ensaios DPPH, ABTS e FRAP.

Quanto aos extratos de ora-pro-nobis foi identificado a prevaléncia dos melhores
resultados para o solvente etanol considerando simultaneamente os ensaios DPPH, ABTS e
FRAP, para o qual é possivel inferir que os compostos responsaveis pela atividade antioxidante
séo predominantemente polares.

Avaliando cada ensaio empregado pode ser notado diferentes respostas para 0s
diferentes ensaios. Para os extratos de gengibre, os ensaios ABTS e FRAP apresentaram
respostas concordantes, sendo a melhor resposta observada na regido de composicdo
equivalente dos solventes etanol, isopropanol e acetato de etila. Quanto aos extratos de agafréo,
os ensaios de FRAP e ABTS apresentaram concordancia em relacdo a avaliacdo da mistura
binaria e:i e 0s ensaios DPPH e ABTS foram adequados para a avaliacdo das misturas a:e e e:i.
Ainda, foi observado para os extratos de ora-pro-nobis os melhores valores de atividade
antioxidante para a composicao e:i:a para os ensaios DPPH e FRAP.

As respostas indicam que cada planta possui caracteristicas especificas para avaliacéo
da atividade antioxidante, sendo importante a otimizagdo do solvente extrator para determinar
a condicdo de extracdo que resulte nas melhores respostas para cada ensaio de atividade
antioxidante.

Dessa forma, é possivel concluir que a conducdo de experimentos empregando um
planejamento experimental pode levar a maximizacdo dos resultados e direcionamento das

analises. Como neste trabalho diferentes plantas foram avaliadas, observou-se que a
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generalizacdo de extragcdo ndo poderia ser aplicada para todas as plantas, mostrando que os
materiais vegetais possuem compostos distintos e necessitam de sistemas extratores diferentes.

A composicdo mineral de todas as plantas avaliadas mostrou altas concentragdes de K,
sendo a mais expressiva nas folhas de ora-pro-nobis (3263,21 mg 100 g* de base seca). O
gengibre apresentou elevada concentragédo de K, Ca e Mg, enquanto que o acafrdo apresentou
0s compostos K, P e Mg em maior concentracdo. Estes resultados indicam que os rizomas de
gengibre e acafrédo e as folhas de ora-pro-nobis apresentam um valor nutricional interessante.

A adicdo dos extratos de gengibre e acafrdo ao 6leo de soja, submetido ao aquecimento
a 250 °C, indicou que o extrato de agafrdo foi eficiente para manter o indice de acidez em niveis
baixos e consequentemente diminuir a hidroélise dos triacilglicerdis. Com relacdo ao indice de
peréxido, os extratos de acafrdo e gengibre apresentaram comportamento equivalente,
diminuindo este indice em relacdo ao 6leo de soja comercial. O extrato de gengibre diminuiu a
degradacdo dos &cidos graxos insaturados, em relacdo ao 6leo de soja comercial e ao 6leo de
soja contendo o extrato de agafréo.

Das espécies de plantas estudadas, aquela que apresentou a maior atividade antioxidante
foi o rizoma de acafrdo, seguido do gengibre e da ora-pro-nobis. Esses resultados foram
verificados ap6s adicdo dos extratos ao 6leo de soja aquecido e indicaram um possivel emprego

desses extratos naturais como antioxidantes em alimentos.
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