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RESUMO

A preocupacao com a saude e a qualidade de vida estimulou pesquisas na area de
alimentos funcionais, sendo necessario que o produto apresente compostos bioativos, como
antioxidantes, anti-inflamatério, entre outras substancias que sao responsaveis por sua
funcionalidade. Entre os alimentos funcionais mais comuns estao as bebidas energéticas. Nesse
contexto, o presente estudo teve como objetivo a elaboracdo de bebida energética a partir de
gengibre amargo (Zingiber zerumbet Smith) e guarana (Paullinia cupana Kunth) com o intuito
de obter um produto funcional. Foi realizado a extragdo de 6leo essencial dos rizomas e raizes
de Z. zerumbet em 4 e 8§ horas, por meio da hidrodestilagdo, com amostras frescas e secas em
estufa, de acordo com a sazonalidade climatica de Manaus, além das analises fitoquimicas para
avaliacdo dos compostos quimicos presentes nas amostras, fisico-quimicas do Z. zerumbet e P.
cupana para quantificacdo dos teores de umidade, cinzas, lipidios, proteinas, fibras,
carboidratos, valor energético, potencial hidrogenidnico, densidade, acidez e cor, assim como
as analises farmacoldgicas do oleo essencial de Z. zerumbet, apds a submissdao do projeto ao
CEUA/INPA, para a aplicagdo do teste screening hipocratico, toxicidade aguda (doses via
intraperitoneal 250 mg.kg™'; 500 mg.kg™!; e 1000 mg.kg™!; e via oral 1500 mg.kg™' e 2500 mg.kg"
1) e anti-inflamatério (500 mg.kg' via oral), e a elaboracdo das formulagdes das bebidas
energéticas. Os resultados encontrados indicaram o maior percentual de rendimento para
amostras secas em estufa com 4 horas, coletadas em agosto (3,48%), com diferenca entre os
meses sazonais de maio (3,16%), fevereiro (2,32%) e novembro (2,20%). As amostras frescas
com menor tempo de extracdo ndo apresentaram diferenca em relacdo a sazonalidade. O 6leo
essencial apresentou sete constituintes quimicos nas amostras frescas e secas, com a Zerumbona
sendo o composto majoritario, exceto para uma fragdo seca. A composicao fisico-quimica dos
rizomas e raizes in natura de Z. zerumbet apresentou destaque para o valor energético com
100,21 kcal.g!, teor de umidade (84,09 g.g!), fibra bruta (17,18 g.g'), carboidratos
(9,84 g.g ), e pH (11,03). A cor do gengibre apresentou tendéncia ao croma amarelo e a
luminosidade intermediaria. A composi¢ao do pé do guarana também apresentou alto valor
energético (326,25 kcal.g’!), porém a matéria seca foi de 89,58 g.g”! por ser um produto
desidratado. A cor da amostra Gle G2 do p6 do guarana apresentaram tendéncia ao amarelo,
sendo que G2 indicou um produto mais claro. A avaliagdo toxicologica do 6leo essencial de Z.
zerumbet demonstrou baixo efeito toxico para as doses 250 mg.kg™!; 500 mg.kg™!; e 1000 mg.kg"
! (via intraperitoneal), assim como para as doses de 1500 mg.kg' e 2500 mg.kg™! (via oral). O
6leo essencial também indicou atividade anti-inflamatéria na dose 500 mg.kg™! com até 2 horas,
assim como ocorreu com o uso da indometacina, como controle positivo. As bebidas energéticas
formuladas com extratos alcodlicos e hidroalcodlicos de gengibre amargo e de guarana
apresentaram caracteristicas organolépticas uUnicas e peculiares, que garantem interesse
comercial. Por fim, o 6leo essencial de Z. zerumbet das amostras secas em estufa, com o mesmo
tempo de coleta, indicaram variabilidade sazonal para o més de agosto (periodo seco). A
secagem em estufa apresentou os melhores percentuais de rendimento, e o aumento de tempo
de coleta dos 6leos essenciais se mostrou ineficiente. O perfil cromatografico zerumbet detectou
sete componentes quimicos, com destaque para a Zerumbona. A andlise fisico-quimica do
gengibre amargo e guarana apresentaram resultados similares aos dados verificados na
literatura, exceto para o gengibre por abordar outra metodologia. O dleo essencial de Z.
zerumbet apresentou baixo efeito toéxico para doses aplicadas, e demonstrou atividade anti-
inflamatoria. Os xaropes simples e as bebidas foram elaborados de acordo com a legislagdo.

Palavras-chave: Extratos vegetais, alimentos funcionais, Zingiber zerumbet, bebida

energética.



UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA I N P A
MESTRADO EM BIOTECNOLOGIA INSTITUTO NACIONAL DE

PESQUISAS DA AMAZONIA

ABSTRACT

The concern for health and quality of life has stimulated research in the area of
functional foods, requiring the product to present bioactive compounds, such as antioxidants,
anti-inflammatory, among other substances that are responsible for its functionality. Among the
most common functional foods are energy drinks. In this context, the present study aimed to
develop an energy drink from bitter ginger (Zingiber zerumbet Smith) and guarana (Paullinia
cupana Kunth) to obtain a functional product. The extraction of essential oil from the rhizomes
and roots of Z. zerumbet was carried out in 4 and 8 hours, through hydrodistillation, with fresh
and oven-dried samples, according to the climatic seasonality of Manaus, in addition to
phytochemical analyzes to evaluate the chemical compounds present in the samples, physical
chemistry of Z. zerumbet and P. cupana for quantification of moisture, ash, lipids, proteins,
fibers, carbohydrates, energy value, hydrogen potential, density, acidity and color, as well as
analyzes pharmacological properties of the essential oil of Z. zerumbet, after project submission
to CEUA/INPA, for the application of the Hippocratic screening test, acute toxicity
(intraperitoneal doses 250 mgkg!; 500 mg.kg™!; and 1000 mgkg'; and orally 1500 mg.kg™!
and 2500 mg.kg™!) and anti-inflammatory (500 mg.kg! orally), and the development of energy
drink formulations. The results found indicated the highest percentage of yield for samples dried
in an oven for 4 hours, collected in August (3.48%), with a difference between the seasonal
months of May (3.16%), February (2.32%), and November (2.20%). Fresh samples with shorter
extraction times did not show a difference in relation to seasonality. The essential oil showed
seven chemical constituents in fresh and dry samples, with Zerumbona being the major
compound, except for a dry fraction. The physical-chemical composition of rhizomes and roots
in natura of Z. zerumbet highlighted the energy value with 100.21 kcal.g!, moisture content
(84.09 g.g!), crude fiber (17.18 g.g™), carbohydrates (9.84 g.g!), and pH (11.03). The ginger
color showed a tendency toward yellow chroma and intermediate luminosity. The composition
of the guarana powder also showed a high energy value (326.25 kcal.g™!), but the dry matter
was 89.58 g.g”! because it is a dehydrated product. The color of the G1 and G2 samples of the
guarana powder tended towards yellow, with G2 indicating a lighter product. The toxicological
evaluation of the essential oil of Z. zerumbet showed a low toxic effect for doses 0of 250 mg.kg™!;
500 mg.kg™'; and 1000 mg.kg! (intraperitoneal route), as well as for the doses of 1500 mg.kg™!
and 2500 mgkg! (oral route). The essential oil also showed anti-inflammatory activity at a
dose of 500 mg.kg™! for up to 2 hours, as occurred with the use of indomethacin as a positive
control. Energy drinks formulated with alcoholic and hydroalcoholic extracts of bitter ginger
and guarana have unique and peculiar organoleptic characteristics, which guarantee commercial
interest. Finally, the essential oil of Z. zerumbet from the oven-dried samples, with the same
collection time, indicated seasonal variability for the month of August (dry period). Kiln drying
showed the best yield percentages, and increasing the collection time of essential oils proved to
be inefficient. The zerumbet chromatographic profile detected seven chemical components,
with emphasis on Zerumbona. The physical-chemical analysis of bitter ginger and guarana
showed results similar to those found in the literature, except for ginger, which was approached
using another methodology Z. zerumbet essential oil showed a low toxic effect for applied
doses, and demonstrated anti-inflammatory activity. Simple syrups and drinks were prepared
in accordance with the legislation.

Keywords: Plant extracts, functional foods, Zingiber zerumbet, energy drink.
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1.  INTRODUCAO

As doengas cronicas ndo transmissiveis (DCNT) abrangem quatro grupos sdo eles
circulatorias, diabetes, cancer e respiratorias cronicas, com indicagdes de que os seus fatores de
riscos sao o tabagismo, consumo de bebidas alcodlicas, inatividade fisica, alimentacao nao
saudavel e obesidade (Malta et al., 2017). Logo, essas doengas atingem todas as camadas
socioeconOmicas, principalmente os grupos mais vulneraveis (Melo et al., 2019).

As DCNT sao um dos principais fatores que causam mortes no mundo, ¢ podem ser
consideradas como um dos maiores problemas de saude publica por conta do aumento de custos
econdmicos e sociais, pois a estimativa de mortes em nivel global em 2016 apresentou 41
milhdes de dbitos, correspondendo a 71% de todas as mortes. Essa estimativa ¢ semelhante ao
percentual de mortes ocorrentes no Brasil, naquele mesmo periodo, onde o pais apresentou 76%
das causas de mortes (Malta et al., 2021a).

Essas doengas estdo relacionadas aos habitos alimentares, por conta do reflexo da
globalizacdo da cultura alimentar. A difusdo nos meios de comunicacdo e a ampla disseminacao
de informacdes pela publicidade de alimentos nao saudaveis colaboram com o aumento dessa
estatistica (Martins; Silva, 2018).

Nesse contexto de cendrio epidemiologico, a preocupagdo com a satide e a qualidade de
vida estimulou pesquisas na area de alimentos. O tema se tornou relevante para a compreensao
de que os alimentos funcionais fornecem energia e nutrientes essenciais na alimentagdo
(Campideli, 2017).

Os alimentos funcionais estdo relacionados aos valores culturais, sociais, afetivos e
sensoriais, tendo como objetivo atender as determinadas exigéncias do corpo humano, além de
contribuir com a reducao de risco de doencas (Dias ef al., 2020). Dessa forma, estes alimentos
devem apresentar compostos bioativos, como antioxidantes, anti-inflamatorios, entre outras
substancias que sdo responsaveis por sua funcionalidade (Henrique et al., 2018). Entre os
alimentos funcionais mais comuns estdo os iogurtes, kombucha e, at¢é mesmo, as bebidas
energéticas.

As bebidas energéticas sao constituidas de diferentes tipos de substancias como cafeina,
taurina, carboidratos, vitaminas (Santos et al., 2017). Sua funcionalidade esté ligada ao efeito
de redugd@o no tempo de instalagdo da fadiga muscular no sistema nervoso central, aumento do
potencial de treinamento, aumento da performance fisica, dentre outros aspectos a elas

atribuidas (Buxton; Hagan, 2012).
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Para ter efetividade, a bebida energética deve apresentar a cafeina que possui
propriedades estimulantes do sistema nervoso central, coragdo e os musculos esqueléticos; o
inositol que participa do metabolismo das gorduras e do cérebro; e a taurina que esta envolvida
na neuromodulagdo, neuroprote¢do e osmoregulacdo (Maioli, 2014; Silva, 2016). Assim, o
consumo de bebidas energéticas foi e continua crescendo no mercado mundial, englobando
varias faixas etarias, o que resulta na conquista de mais espaco na prateleira (Ramada, Nacif,
2019).

As bebidas energéticas tém sido elaboradas hd muito tempo com o intuito de fornecer
um produto com atividade nutracéutica (Vieira, 2019). Contudo, o consumo excessivo dessas
bebidas pode ocasionar efeitos colaterais como aumento de pressdo arterial e da frequéncia
cardiaca, devido aos altos niveis de concentracao de ingredientes. Logo, ¢ necessario obedecer
as legislacoes brasileiras vigentes (Santos et al., 2017; Ribeiro, 2018a).

Segundo a RDC n° 273, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), a
bebida energética podera ser adicionada de outros ingredientes (BRASIL, 2005). Uma bebida
energética adicionada de guarana (Paullinia cupana Kunth), extrato dos rizomas e raizes de
gengibre amargo (Zingiber zerumbet Smith) podera ter outras funcionalidades agregadas a sua
qualidade intrinseca.

O gengibre amargo é uma planta originaria do sudoeste e norte da Asia, mas possui uma
ampla distribuicao geografica por ser bem adaptada aos climas tropicais. Os seus rizomas sao
utilizados em diversas terapias de uso tradicional, aromatizantes e condimentos culindrios, além
de ser utilizado no tratamento de nduseas, perda de apetite, diarreia, tosse, enxaqueca (Pinheiro,
2017).

O gengibre amargo apresenta propriedades farmacologicas como hepato protecao,
antitllcera, citotoxico, antitumoriferos, antibacteriano, anti-inflamatorio, antiespasmoédico, além
de recomendacdo para o tratamento do cancer, e pode ser usado para acrescentar essas
propriedades em diversos alimentos, como o energético (Pinheiro, 2009; Souza, 2022).

O guarana ¢ uma planta originaria da regido Amazonica sendo amplamente utilizada na
industria alimenticia como na elaboracao de xaropes, extratos, fonte de cafeina, bebidas caseiras
e tonicos, por apresentar melhor custo beneficio por ser obtido de fontes naturais (Souza et al.,
2010; Marques et al., 2019).

O guarand apresenta os principais constituintes quimicos: metilxantinas (cafeina,
teofilina e teobromina) e taninos condensados (catequina e a epicatequina) (Figueira, 2021). O

teor de cafeina presente no guarand ¢ superior ao das sementes de café, apresentando quantidade
2
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trés vezes maior, com concentragio média de cafeina de 20,68 mg.g™' (cafeina/grama de po)
(Oliveira et al., 2018).

O guarana pode ser adicionado na bebida energética por apresentar a cafeina que exerce
efeito estimulante sobre o sistema nervoso central, misculos cardiacos, sistema respiratorio e
secrecdo de acido gastrico. A teobromina com agdo diurética e a teofilina com agdo
broncodilatadora (Souza et al., 2010). Além de estar relacionado com a perda de peso e agdes
protetoras contra hipertensao arterial, de acordo com a concentra¢ao adequada (Lima et al.,
2018).

Portanto, uma bebida energética adicionada de matérias-primas com efeitos benéficos
comprovados por meio de pesquisas cientificas poderd configurar um produto saudéavel ao
consumidor e de valor agregado, pois ¢ de suma importancia apresentar o maximo de insumos

naturais, contribuindo com a satide do consumidor e com estudos cientificos.



UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA INPA
MESTRADO EM BIOTECNOLOGIA STITUTo NACoAL DE

PESQUISAS DA AMAZONIA

2.  REFERENCIAL TEORICO
2.1. DOENCAS CRONICAS NAO TRANSMISSIVEIS (DCNT)

As doengas cronicas ndo transmissiveis (DCNT) representam um dos maiores
problemas de saude publica em consequéncia das ameagas na qualidade de vida de milhdes de
pessoas. Causam limitacdes e incapacidades para realizar as atividades didrias, e além de
impactos de alto custo para os sistemas de satde publica (Souza, 2016).

A Organizagdo Mundial da Satde (OMS) avaliou que pessoas portadoras de DCNT
afetam o setor econdmico, agravando a situagao de pobreza e de vulnerabilidade, ocasionando
a exposi¢do ao risco e sobrecarga dos sistemas de saude. A estimativa dos custos
socioecondmicos em relacdo a essas doengas, nos anos de 2011 a 2025, nos paises de baixa e
média renda, foi de aproximadamente de US$ 7 trilhdes (Malta et al., 2017).

Dessa forma, esse cenario contribuiu para a criagao da Declaracao de Alto Nivel, na
Organizacdo das Nagdes Unidas em 2011, que define agdes concretas de enfretamento e de
reducdo das taxas de mortalidade por DCNT. Posteriormente, foi aprovado o Plano de Acao
Global de DCNT, pela Assembleia Mundial da Satide em 2013, que garantia um compromisso
com a reducao de indice de morte por DCNT em 25% e reducao dos fatores de risco, entre os
anos 2015 a 2025 (Malta et al., 2019).

No caso do Brasil, o Ministério da Saude criou em 2011 o seu Plano de Acgdes
Estratégicas para o Enfrentamento das Doengas Cronicas Nao Transmissiveis (DCNT) entre os
anos 2011 e 2022, com o intuito de preparar o pais para enfrentar essas doengas nos proximos
dez anos, além de reduzir as taxas de mortalidade prematura de 30 a 69 anos, em 2% ao ano e
implantar politicas publicas efetivas para a prevencao e o controle das DCNT (Silocchi; Junges,
2017).

Segundo Souza e colaboradores (2016), o Plano de A¢des Estratégicas no Brasil, criada
em 2011, comprova que as politicas publicas estavam sendo satisfatorias, apresentando
fortalecimento nos programas e diminui¢ao dos fatores de riscos, exceto a obesidade por estar
em ascensdo. Entretanto, a pandemia da COVID-19 (Sars-CoV-2) dificultou a execu¢do dos
planos, inclusive as metas de reducdo das DCNT e de fatores de risco até 2035 do
Desenvolvimento Sustentavel (ODS) (Malta ef al., 2021a).

Com a pandemia de COVID-19, foi evidenciado que as DCNT e os seus fatores de risco
foram responséveis pelo agravamento da condi¢ao clinica, do tempo de internag@o e dos indices
elevados de mortalidade. Além disso, a COVID-19 causou mudangas nos estilos de vida nos

adultos apresentando elevacdo de consumo de alcool, tabaco, alimentos ultraprocessados e
4
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sedentarismo. Em consequéncia, esses motivos exigem medidas de preven¢do e controle das
DCNT em conjunto com os problemas advindos da COVID-19 (Malta et al., 2021b), como o

consumo de alimentos funcionais.

2.2. ALIMENTOS FUNCIONAIS

O alimento funcional pode ser definido como aquele que atingi positivamente uma ou
mais fungdes fisioldgicas do organismo, além de exercer as suas fungdes basicas nutricionais.
Com isso, esses alimentos conferem melhorias na qualidade de vida, favorecem a satde e
auxiliam na redugdo de riscos de enfermidades (Silva et al., 2016).

Segundo Salgado (2017), a denominacdo de alimentos funcionais varia conforme os
discursos cientificos e a legislagdo vigente em cada pais. Assim, a Sociedade Brasileira de
Alimentos Funcionais (SBAF) considera como:

“[...] alimentos ou ingredientes que, além das fungdes
nutricionais basicas, quando consumidos como parte da dieta
usual, produzem efeitos metabdlicos e/ou fisiologicos e/ou
benéficos a saude, devendo ser seguros para consumo sem
supervisao médica, sendo que sua eficicia e seguranga devem
ser asseguradas por estudos cientificos”.

A Functional Food Science in Europe (FUFOSE) / International Life Sciences Institute
(ILSI) denomina alimentos funcionais como aqueles que mantém ou melhoram a sautde,
podendo reduzir os riscos de alguma doenga e/ou afetar beneficamente uma ou mais fungdes
do organismo (Salgado, 2017).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) criou as resolugdes n° 18 e 19,
de 30 de abril de 1999 (BRASIL, 1999) determinando que os alimentos funcionais ndo sao
conceituados, mas definidos em duas categorias:

a) Alegacdao de Propriedade Funcional: ¢ aquela relativa ao papel metabdlico ou
fisiolégico que o nutriente ou ndo nutriente tem no crescimento, desenvolvimento e outras
funcdes normais do organismo humano;

b) Alegacdo de Propriedade de Saude: ¢ aquela que afirma, sugere ou implica a
existéncia de relacdo entre o alimento ou ingrediente com doenga ou com condi¢ao relacionada
a saude.

Ha aproximadamente 2500 anos a.C., o filosofo grego Hipocrates mencionava a
atividade benéfica dos alimentos como visto na frase “faga do seu alimento seu remédio”. O

uso de alguns alimentos para tratar doencgas era praticado por gregos, egipcios € 0s romanos,
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sem ainda ser denominados funcionais. Em 1000 anos a.C., os chineses também comecaram a
praticar o uso de alimentos em prol da prevencdo e cura de doencas (Caias; Braibante, 2019).

Em 1955, Keys desenvolveu uma hipdtese sobre o alto consumo de gorduras que
poderia levar um individuo a sofrer doencas cardiacas. Mais tarde, entre 1960 e 1970, surgiu a
Revolugdo Verde, o que potencializou o uso de insumos quimicos nas atividades agricolas. Em
1980, a expressdo “alimentos funcionais”, Foods for Specified Health Use (FOSHU), foi
introduzida no Japao com o objetivo de desenvolver alimentos que ofertassem beneficios a
saude para diminuir os gastos em saude publica e atingir a prevencdo de doengas cronicas
(Canas; Braibante, 2019).

O mercado alimentar funcional apresenta alto potencial de crescimento e diversificacao,
sendo caracterizado pela crescente complexidade e aumento da cadeia de alimentos com grande
participacdo da industria e ciéncia (Neves, 2020).

De acordo com a Cia da Saude (2021), o Brasil ocupa a sétima posi¢cao no mercado de
alimentos e bebidas saudaveis no mundo. Além disso, a Euromonitor Internacional indicou um
crescimento de 33% nesse mercado, entre 2015 e 2020, e a expectativa € que cresca mais 27%
até 2025. Os alimentos funcionais podem apresentar essa propriedade a partir de matérias

primas ricas em compostos ativos, como o gengibre amargo.

2.3.  GENGIBRE AMARGO

O Zingiber zerumbet Smith ¢ conhecido como gengibre amargo, pinha, shampoo de
gengibre, entre outros nomes de acordo com a cultura local de outros paises. E uma planta
perene com raiz tuberosa e bastante ramificada, podendo ser encontrada naturalmente em
ambiente umido, planicie ou encostas sombreadas (Tan et al., 2018).

O gengibre amargo esta presente em varios herbarios do mundo todo (Figura 1), assim
como ¢ amplamente cultivado em regides tropicais e subtropicais (Koga et al., 2016). Em razao
da sua facilidade de adaptacdo, a sua origem tornou-se incerta, mas estudos criaram hipdteses

que a planta ¢ nativa da India e da Peninsula da Malésia (Ghasemzadeh ez al., 2017).
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Figura 1. Mapa global dos herbarios (pontos vermelhos) que armazenam Zingiber zerumbet.
Fonte: Discoverlife (2022).

2.3.1. Aspectos botanicos

O Z. zerumbet pertence a familia Zingiberacea — cerca de 53 géneros e 1200 espécies de
plantas — que esta distribuida em regides tropicais, especialmente no sul e sudeste da Asia, na
Africa tropical e América do Sul (Koga ef al., 2016). O género Zingiber inclui cerca de 141
espécies, e ¢ uma importante fonte de 6leo essencial que ¢ amplamente utilizado nas industrias
de perfumes, cosméticos, alimentos e produtos farmacéuticos (Tian et al., 2020). Sua

classifica¢do taxondmica estéd apresentada na Figura 2.

Reino Plantae

Filo Magnoliopsida

Classe Liliopsida
Ordem Zingiberales

Familia Zingiberaceae
Género Zingiber

Espécie zerumbet

Figura 2. Classificagdo taxonomica do rizoma Zingiber zerumbet.
Fonte: NCBI (2022).

O Z zerumbet ¢ uma planta aromdtica e tuberosa, com caules eretos com
aproximadamente 90 cm de altura. As suas folhas apresentam cerca de 26 cm de comprimento
e 3 cm de largura, com caracteristicas disticas, com glabras a pubescentes na parte abaxial,
sendo as basilares reduzidas a simples bainhas superiores, terminam com limbo séssil e

lanceolado (Figura 3) (Gongalves et al., 2017).
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Figura 3. Folhas e caules de Zingiber zerumbet, procedentes de Manaus-AM.
Fonte: Ana Karoline Alves de Souza.

As inflorescéncias possuem aproximadamente 6 a 12 cm de comprimento, com
coloragdo verde quando jovem e vermelha quando adultas, sdo hermafroditas, zigomorfas,
dispostas em espigas elipsoides. Tanto as folhas como as inflorescéncias brotam de um rizoma
e crescem logo abaixo da superficie do solo, de forma que ambos ficam separados (Figura 4)

(Yob et al., 2011; Gongalves et al., 2017).

Figura 4. Inflorescéncia de Zingiber zerumbet verde (lado esquerdo), transi¢do do verde para vermelha (meio)
e vermelha (lado direito), procedentes de Manaus-AM.

Fonte: Ana Karoline Alves de Souza.
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Os rizomas do gengibre amargo sao perenes, espessos, escamosos, aromaticos e amarelo
palido internamente, com corpo alongado e um pouco achatado (Figura 5). Outra caracteristica

esta relacionada ao seu odor especifico e sabor amargo (Doloking et al., 2022).

Figura 5. Rizomas de Zingiber zerumbet, procedentes de Manaus-AM.
Fonte: Ana Karoline Alves de Souza.

2.3.2. Teores fitoquimicos

O contetdo fitoquimico dos rizomas de Z. zerumbet esta representado por uma ampla
variedade de metabdlitos quimicos, como polifenois, alcaloides e terpenos (Nag et al., 2013;
Koga et al., 2016), o que levou as extensas investigagdes quimicas por conta das suas
propriedades medicinais.

As investigacdes quimicas iniciaram com as tentativas de isolar e identificar os
compostos bioativos do rizoma do gengibre amargo, entre os compostos obtidos estdo:
humuleno, monoterpenos e zerumbona. Depois, foram isolados novos sesquiterpendides
através de fragcdes obtidas dos Oleos essenciais de Z. zerumbet, como por exemplo, epdxido
humuleno-I e alcoois de sesquiterpeno (humulenol-I e humulenol-IIT). Em seguida, através dos
Oleos essenciais, foi isolado o 6xido de zerumbona (Yob et al., 2011).

Diante dessa mistura de compostos volateis detectados nos Oleos essenciais de Z.
zerumbet, como polifendis e terpenos, a zerumbona ¢ o composto predominante nos 6leos
essenciais, mesmo com a localizagdo variada da plantagdo de gengibre amargo (Preshahdin et

al., 2023).
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A zerumbona (2,6,10-cy-cloundecatrien- 1-one, 2,6,9,9-tetramethyl) ¢ um composto
sesquiterpeno ciclico (Figura 6), componente majoritario dos 6leos essenciais extraidos dos
rizomas de Z. zerumbet. Em relagdo a porcentagem de pureza obtida em laboratorio os
resultados variam entre 12,6 e 99% devido aos fatores climdticos, tipos de solo e periodo de

colheita (Pinheiro, 2017).

CH;

H,C

HsC

CH,

Figura 6. Estrutura quimica da Zerumbona.
Fonte: Silva e colaboradores (2018).

A zerumbona apresenta atividade anti-inflamatoria, antimicrobiana, citotoxica para
células cancerigenas, antioxidante, antinociceptiva, anti-inflamatério ndo esteroidal — AINE
(Pinheiro, 2009). Outros compostos bioativos sdo encontrados em espécies vegetais, como

guarana.

24. GUARANA

O guarana (Paullinia cupana Kunth) é uma planta da familia Sapindaceae, originaria da
regido Amazonica que possui clima tropical, quente € tmido. O guarané ¢ amplamente utilizado
como bebidas caseiras e industriais, sendo tonico ou estimulante (Souza et al., 2010).

As sementes de P. cupana (Figura 7) sdo mais utilizadas nas industrias alimenticia e
farmacéutica pelos teores de cafeina e taninos. As sementes sdo secas, levemente torradas e
trituradas para a obtencdo do p6 de guarand, ingrediente utilizado nesses setores. Além disso,
as sementes torradas sao amplamente utilizadas no Brasil, devido suas propriedades medicinais,
mas também ¢ consumida em paises europeus, € em tribos amazonicas como bebida a base de

ervas (Hamerski et al., 2013; Prado et al., 2017).

10



UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA INPA
MESTRADO EM BIOTECNOLOGIA STITUTO NACOWAL oe

PESQUISAS DA AMAZONIA

Figura 7. Guarand (Paullinia cupana Kunth).
Fonte: Oliveira e colaboradores (2018).

2.4.1. Caracteristicas botanicas

O guarana ¢ um arbusto de varzea, tropical, lenhoso e trepador. Os ramos sao pilosos na
extremidade, mas glabros na base, medindo entre 4 € 8 mm de didmetro. As folhas medem cerda
de 40 cm de comprimento, em arranjo distico, compostas pinadas, com 5 foliolos. As
inflorescéncias podem ter mais de 30 cm, e sdo tirses, axilares, racemiformes, solitarias,
puberulentas, com 5 a 8 flores, bracteas e bractéolas (Marques et al., 2019).

As flores sdo unissexuais, zigomorfas e pequenas, com comprimento aproximado entre
1,5 e 2 cm do caule. Os frutos sdo capsulas elipsoidais ou esféricas, apresentam cor vermelha
quando maduras ¢ medem de 2 a 3 cm. E as sementes sdo ovoides, marrom-escuras, com uma
sarcotesta carnosa branca, chamado de arilo que serve para dispersao da semente (Hamerski et

al., 2013; Ferreira et al., 2022).

2.4.2. Composi¢cao quimica

Os principais constituintes quimicos que se destacam do guarand sdao as metilxantinas:
cafeina  (1,3,7-trimetilxantina), teofilina (1,3—dimetilxantina) e teobromina (3,7-
dimetilxantina) e taninos condensados, sendo as principais proantocianidina — catequina e
epicatequina (flavan—3—ol). Além desses constituintes quimicos, temos as procianidinas B1,
B2, B3, B4, A2 e C1, tratam-se de dimeros compostos pelas unidades de flavan—3—ol (Oliveira

etal., 2018).
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Nas sementes do guarana encontra-se alta concentracao de cafeina, alcaloides purinicos
e taninos, saponinas e vestigios de outros compostos. Além de apresentar compostos fendlicos

com teores expressivos que comprovam a atividade antioxidante (Ferreira et al., 2022).

2.4.3. Propriedades terapéuticas do guarana

O guarand esté associado a reducdo dos fatores de risco para doencas cardiovasculares
e tem efeitos positivos no metabolismo lipidico (Portela et al., 2013). Esses fatores estdo
interligados com acdo do guarana na perda de peso, protecdo contra a hipertensao arterial,
capacidade em reduzir a ingestdo de alimentos e aos genes modulares relacionados a
adipogénese, além de apresentar acdo anti-hiperglicémica (Lima et al., 2018; Steffani et al.,
2022).

Outras propriedades farmacoldgicas que o guarand pode apresentar € o efeito
estimulante no sistema nervoso central, sistema respiratorio, secrecdo de acido gastrico,
diurético e relaxante muscular. Assim como, atividade antioxidante, atividade antifingicas para
Aspergillus niger, Trichoderma viride e Penicillium cyclopium, e atividade antimicrobiana para
Escherichia coli, Pseudomonas fluorescens, Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa,

Proteus mirabilis, Proteus vulgaris e Streptococcus mutans (Souza et al., 2010; Hamerski e et

al., 2013).

2.4.4. Formas de comercializacao do guarana

O fruto do guarana ¢ colhido na estacdo seca e sdo armazenados de 2 a 5 dias para a
fermentagdo natural. Para a elaboracdo do p6 do guarand, os frutos in natura fermentados
passam por um processo de remogao da casca vermelha e da polpa, com o intuito de secar,
torrar e triturar as sementes. Com a obtencao do pd, pode-se elaborar o bastdo, xarope e as
capsulas. E no caso do bastdo, as sementes precisam ser amassadas e misturadas com agua para

molda-las em cilindro e secé-las ao sol (Figura 8) (Figueira, 2021).
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Figura 8. Produtos comercializado com guarana (Paullinia cupana), como o fruto in natura, sementes
torradas, p6 do guarand, bebida (guarana em pd), xarope, bastdo e capsulas.
Fonte: Figueira (2021).

O guarana por apresentar elevada concentragao de cafeina pode ser empregado como
fonte natural desse composto para producdo de alimentos e bebidas diversas, como os

energéticos.

2.5. BEBIDAS ENERGETICAS

O composto liquido pronto para consumo inclui as bebidas energéticas ou energy drinks,
expressoes permitidas pela legislagdo, contendo os ingredientes especificos como inositol e/ou
glucoronolactona, e/ou taurina, e/ou cafeina, podendo ser adicionados vitaminas e/ou minerais
até 100% da Ingestdo Didria Recomendada (IDR) na por¢do do produto. Além disso, a
legislacdo permite outro (s) ingrediente (s), desde que ndo haja descaracterizacdo do produto
(BRASIL, 2005).

Outro fator que a legislacao aborda estd relacionado com os requisitos adicionais de
rotulagem, que inclui a obrigatoriedade em apresentar adverténcias em destaque, em negrito e
da seguinte forma ("criangas, gestantes, nutrizes, idosos e portadores de enfermidades:
consultar o médico antes de consumir o produto") e ("ndo ¢ recomendado o consumo com
bebida alcodlica"). E deve-se acrescentar também na rotulagem, a lista de ingredientes seguidos
das suas concentragdes (ANVISA, 2005).

Dentre as bebidas, existem os energéticos produzidos exclusivamente para atletas e os
energéticos para o publico geral, suas fun¢des e composi¢des sdo diferentes. Dessa forma, a

Resolugdo RDC n° 18 de 27 de abril de 2010 do Ministério da Saude se aplica aos alimentos
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especialmente formulados para auxiliar os atletas a atender suas necessidades nutricionais
especificas e auxiliar no desempenho do exercicio (BRASIL, 2010).

As bebidas para atletas ndo abrangem substancias com acao ou finalidade terapéutica
ou medicamentosa, incluindo produtos fitoterapicos, € nem substancias estimulantes,
hormdnios ou outras consideradas como “doping”. Os ingredientes sdo carboidratos, vitaminas
e minerais, proteina, sodio, lipidios, fibras alimentares, creatina e cafeina, variando conforme

as classificagdes dos produtos (BRASIL, 2010).

2.5.1. Historia da bebida energética

A bebida Lipovitan-D, fabricada em 1962 pela empresa farmacéutica Taisho
Pharmaceuticals no Japao, foi a primeira bebida que apresentava taurina, niacina € uma mistura
de vitaminas B1, B2 e B6, com o proposito de fornecer energia e concentragdao. Em 1984, o
empresario austriaco chamado Dietrich Mateschitz tomou uma bebida com grandes doses de
cafeina e taurina que se chamava Krating Daeng, na qual lhe ajudou com distlrbio Jet Leg,
devido a diferenca de fuso de horario na sua viagem longa a Tailandia (Amaral, 2012).

O Dietrich Mateschitz se interessou pela bebida e comegou a fabrica-la na Austria. A
sua bebida, conhecida como Red Bull®, se popularizou por toda a Europa em 1987. A bebida
energética chegou no Brasil somente em 1998, mas entre 2006 e 2010 apresentou um aumento
de 325% no consumo de bebidas energéticas (Silva, 2016; Ribeiro, 2018a).

Segundo a Associagdo Brasileira das Industrias de Refrigerantes e Bebidas Nao
Alcodlicas — ABIR (2018) existem no Brasil cerca de 50 fabricantes de bebidas energéticas. O
consumo em 2016 apresentou 500 ml por habitante por ano, ultrapassando o indice de 2010,

com 300 ml.

2.5.2. Cafeina

A cafeina ¢ um alcaloide purinico da classe das metilxantinas (1, 3, 7-trimetilxantina),
possui a férmula CsHioN4O2 e massa molecular 194,19 g.mol! (Figura 9), sendo encontrada
em cerca de 63 tipos de plantas que esta associada a teofilina e a teobromina. Essa substancia ¢

capaz de estimular o sistema nervoso, inibindo o cansago e o sono (Pinto ef al., 2022).
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Figura 9. Estrutura da molécula de cafeina.
Fonte: Ribeiro (2018a).

A cafeina ¢ capaz de inibir também a fosfodiesterase e levar ao aumento da frequéncia
cardiaca, pressdo arterial, glicose e broncodilatacdo. Assim como, melhora a capacidade
psicomotora, de memoria e aprendizado. Porém, deve-se ter cuidado com a quantidade de
ingestao por dia, uma vez que o consumo elevado podera causar efeitos colaterais preocupantes
(Yonamine; Teng, 2019).

Essa substancia ¢ amplamente utilizada pelas industrias de alimentos e farmacéuticas
como estimulante, tratamento para dores de cabega, enxaquecas, analgésicos, diuréticos,

controladores de peso e entre outros (Carvalho et al., 2006).

2.5.3. Taurina

A taurina, acido 2-aminoetanossulfonico, ¢ um aminoacido intracelular encontrado em
varios tecidos de animais (Figura 10) e presente em grande quantidade na retina e nos tecidos
muscular esquelético e cardiaco. Mas a sua maior concentragao ocorre em frutos do mar, peixes,

carne escura de aves e leite materno (Pereira et al., 2012).
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Figura 10. Estrutura da molécula de taurina.
Fonte: Ribeiro (2018a).

Esse aminoacido ¢ derivado do metabolismo da metionina e cisteina, em reagdes de
descarboxilagdo e oxidagdo através do acido cisteina sulfinico. Quando a taurina ¢ ingerida,

ocorre o seu acumulo no plasma e no citoplasma, diante da atividade do seu transportador (Tau-
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T) (Mendonga, 2020). A atividade da Tau-T esté interligada com ions, glicose e insulina, sendo
necessario dois ions de s6dio e um ion de cloro para o transporte pela membrana (Caletti; Bock,
2009).

A taurina participa de processos fisiologicos, como a conjugagdo de acidos biliares,
osmoregulacdo, inibicdo de fosforilagdo de proteinas, antioxidacdo de substancias,
estabilizacdo da membrana celular, modulagdo celular de fluxo de calcio e modulagdo de

excitabilidade neuronal (Caletti; Bock, 2009).

2.5.4. Acucares

A glucoronolactona, amplamente utilizada em bebidas energéticas, ¢ um tipo de
carboidrato biossintetizado a partir da glicose, sendo absorvido e metabolizado rapidamente no
organismo. Esse agucar pode ser encontrado em vinho tinto, cereais, mag¢as e peras. O seu uso
esta direcionado como precursor para a producdo de acido ascorbico, e no auxilio dos processos
de eliminagdo de toxinas enddgenas e exdgenas, na diminui¢do da fadiga e no melhoramento
da performance (Santos, 2017; Berto et al., 2022).

O actcar ¢ definido como produto obtido da cana-de-actcar (Saccharum officinarum
L.) através dos processos que se constituem em cristais, com exce¢do do agucar liquido. A
classificagdo do agucar ¢ estabelecida em fungdo dos seus requisitos de identidade e qualidade
(BRASIL, 2018), podendo ser mascavo, demerara, entre outros.

O agucar mascavo ¢ um produto obtido da cana-de-actcar (S. officinarum L.) que nao
passa por processos de refinamento ou beneficiamento. Em consequéncia, o agiicar mascavo
apresenta colora¢do escura, menor quantidade de sacarose em comparagdo com o agucar
refinado (agucar branco), ¢ ndo compromete a absor¢do de nutrientes pelo organismo
(Mendonga et al., 2000).

Por outro lado, na auséncia de processos de refinamento, a qualidade do agucar e os
aspectos sensoriais podem ser comprometidos, em razdo do teor de sacarose ou polarizagdo,
teor de umidade, contaminagdo por agentes microbioldgicos e contaminagdo por ferro
(Lotumolo, 2022).

O acucar demerara, assim como o mascavo sdo obtidos da cana-de-agucar. Apresenta
cristais de melaco e mel residual da extracdo e recebe um refinamento leve, sem aditivos
quimicos. A coloracdo € escura e possui textura firme, dificultando a sua dissolugdo (Souza et

al., 2018; Machado, 2012).
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O demerara apresenta altos indices de valores nutricionais, por conta das vitaminas e
minerais que ndo sao perdidos, sendo semelhante a0 mascavo. Outra caracteristica interessante
¢ a baixa caloria em comparacdo com o0s agucares que passam por refinamento total (Barboza,
2021).

O xilitol ¢ considerado um edulcorante vantajoso para substituir a sacarose, em vista
que apresenta 0 mesmo volume e poder de adogante, tem apenas 2,4 kcal.g!, niio possui sabor
desagradédvel apds sua ingestdo e o seu uso ¢ permitido para diabéticos e obesos (Frangoso,
2015).

O xilitol possui a formula molecular CsHi20s (1,2,3,4,5-pentaidroxipentano) e ¢
relacionado com a xilose, representando um poliél (ag¢ucar alcool) que sofre uma reducdo do
grupo carbonilico (cetona ou aldeido) convertendo-o de acucar a alcool. Diante dessa
conversdo, o xilitol possui caracteristicas de interesse para a industria, como a elevada
estabilidade quimica e microbiologica (Mussatto; Roberto, 2022).

A producdo do xilitol utiliza leveduras fermentadoras de xilose para ocorrer a conversao
do actcar em alcool através da enzima xilose redutase. As leveduras Candida guilliermondii,
Debaryomyces hansenii e Candida parapsilosis, sao utilizadas como produtoras de xilitol e a

sua atua¢ao ¢ considerada eficiente (Asano, 2014).

2.5.5. Efeitos colaterais da bebida energética

Os efeitos colaterais das bebidas energéticas estao relacionados com os ingredientes
incorporados como cafeina, taurina, agucares, e até mesmo, a associacao de bebidas energéticas
com bebidas alcodlicas.

Segundo Dutra e colaboradores (2022), o consumo de cafeina deve ser até 400 mg.dia™!
ou até 200 mg em dose unica. Os autores relataram que a ingestdo de 946 mL de bebida
energética contendo 320 mg de cafeina ocasionou um aumento estatisticamente significativo
do intervalo QTc e da pressao arterial sistolica quando comparado a ingestao isolada de cafeina
na mesma quantidade. Isso pode ocorrer pela inclusdo de outros ingredientes de interesse que
potencializam o efeito da bebida energética.

O consumo de bebidas energéticas por jovens tem crescido demasiadamente para ficar
acordado, por gostar do sabor da bebida e por estar presente em bares e danceterias. O estudo
de Ramada e Nacif (2019) relata que 38% (n=76) das pessoas entrevistadas usam a bebida
energética para se manter acordada, 32% (n=64) por gostar do sabor da bebida e 20,5% (n=41)

com a finalidade estimulante por estar presente em bares e danceterias.
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Outro dado importante do estudo de Ramada e Nacif (2019) estd relacionado com a
mistura de bebidas energéticas com whisky, vodca e cerveja. A maior parte dos individuos que
consumiram essa mistura (38,5%; n=77) ndo sentiram nenhum sintoma, mas 15% (n=30)
disseram sentir-se alegres, 19% relataram sentir euforia ap6s o consumo destes produtos e 10%
referiram insoOnia.

No entanto, Lino e Silva (2019) relatam sobre um estudo australiano com individuos
entre 12 ¢ 18 anos de idade que apresentaram efeitos adversos em seu corpo apds 0 consumo
de bebidas energéticas, como palpitagdes (35%), insonia (21%) e irritabilidade (20%).

Dessa forma, verificou-se que os efeitos colaterais podem ser observados logo apés a
ingestdo ou ndo geram nenhum sintoma aparente. Esses efeitos estdo associados com os
ingredientes incorporados nas bebidas energéticas, como o consumo excessivo de cafeina e
acucar que podem causar vOmito, dor abdominal, alucinagdes, convulsdes, arritmias
incontinéncia urinaria, dependéncia, perda de apetite e morte stibita (Lino; Silva, 2019; Soares
etal., 2021).

Além disso, a associacdo de bebidas energéticas com bebidas de teor alcodlico pode ser
extremamente perigosa por conta dos efeitos neuro-farmacoldgicos da cafeina que
potencializam com o alcool e causa a intoxicagdo. Isso ocorre devido a desidratacdo pela
diurese, prejudicando o metabolismo da substincia no corpo, € como também pela diminui¢ao
da consciéncia de incapacidade fisica e mental (Soares et al., 2021).

Outra associacao importante ¢ o uso de bebidas energéticas apos as atividades fisicas,
pois somente bebidas para atletas devem ser consumidas ap6s a pratica de exercicios intensos
com o intuito de repor carboidratos, minerais e eletrdlitos perdidos durante as atividades
(Ribeiro, 2018a). Portanto, bebidas para atletas sdo enquadradas como outras bebidas, e devem

seguir a sua determinada legislagao.

2.5.6. Processo de elaboracao da bebida energética
O processo de elaboracdo de bebidas energéticas ¢ similar a elaboracdo de refrigerantes
(Figura 11). Assim, apresenta duas fases, o xarope simples e xarope composto (mistura dos

ingredientes). Depois, passa por resfriamento, carbonatacao e envase (Vieira, 2019).
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Preparacao Preparacao xarope
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Figura 11. Fluxograma da elaborag@o de bebida energética ou de refrigerantes.
Fonte: Lima e Filho (2011).

O xarope simples consiste na dissolugdo de a¢ticar em dgua potavel em tanques de inox.
Nesse momento, utiliza-se carvao ativado para retirar sabor estranho e promover clarificagao.
A concentragdo de so6lidos soluveis deve apresentar aproximadamente de 50 °Brix (Celestino,
2010).

O xarope composto apresenta a adicdo dos demais ingredientes (taurina, cafeina,
glucoronoloctona, inositol, pantenol, niacina, vitaminas do complexo B, corantes,
conservantes) em tanque inox com agitacdo para garantir a total homogeneizacao dos aditivos.
Posteriormente, o xarope ¢ diluido com agua potavel, e em seguida, a bebida deve ser

carbonatada e envasada (Lima e Filho, 2011).
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3. OBJETIVOS
3.1.  GERAL
Elaborar bebida energética a partir de gengibre amargo (Zingiber zerumbet Smith) e

guarana (Paullinia cupana) com o intuito de obter um produto funcional.

3.2.  ESPECIFICOS

+ Realizar a coleta do rizoma e raizes de Zingiber zerumbet para determinar o rendimento
do 6leo essencial;

#+ Realizar analises fitoquimicas do 6leo essencial de Z. zerumbet,

+ Caracterizar os pardmetros fisico-quimicos do rizoma de Z. zerumbet € do p6 do guarana
(Paullinia cupana);

+ Avaliar o teor de cafeina presente nos extratos do guarana (P. cupana);

4+ Desenvolver testes farmacoldgicos in vivo do Oleo essencial de Z. zerumbet;
+ Elaborar a bebida energética;
+

Caracterizar os parametros fisico-quimicos da bebida energética.
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4.  MATERIAL E METODOS
4.1. COLETA DA PLANTA

Os materiais vegetais utilizados foram os rizomas e raizes de Zingiber zerumbet,
coletados na Unidade Demonstrativa de Cultivo e Bioprospeccao de Espécies Amazonicas para
Cadeia Produtiva de Biofarmacos, Biocosméticos e Alimentos— INPA/FINEP, localizado no
ramal do Pau-Rosa, km 21 da BR-174, de acordo com as coordenadas geograficas, latitude
2°47°51.17S e longitude: 60°09°09.5” W.

As coletas dos materiais vegetais foram realizadas em quatro meses, com duas coletas
durante o periodo chuvoso (fevereiro e maio) e duas no periodo seco (agosto e novembro)
(Antonio, 2017), conforme os aspectos climaticos de Manaus, para as andlises de sazonalidade
de rendimento de 6leo essencial e da sua composi¢ao quimica (Ferreira et al., 2020).

ApOs a coleta dos rizomas e raizes de cada més, os materiais vegetais foram higienizados
com agua corrente e separados em amostras frescas e secas em estufa, seguidos de trituragao

em liquidificador semi-industrial (Figura 12).

Figura 12. Material fresco (lado esquerdo) e seco em estufa (lado direito) de gengibre amargo.
Fonte: Ana Karoline Alves de Souza.

42. PREPARACAO DA EXSICATA

A exsicata foi preparada com material seco prensado com jornais e suportes de madeira
(Rotta, 2008). Posteriormente, foi enviada e depositada sob o n°® 289899, no herbario do
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazodnia (INPA) para a identificagdo, na qual foi obtida

por meio da comparagdo com outra amostra depositada no herbario sob o n°® 224975, sendo esta
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coletada em 2007 e identificada pelo especialista Prof. Dr. Paul Maas (Departament of Plant
Ecology and Evolucionary Biology) — Herbarium University of Utrecht (Figura 13).

Figura 13. Exsicata de Zingiber zerumbet (esquerda) e amostra para comparagao (direita).
Fonte: Ana Karoline Alves de Souza.

43. AQUISICAO DO GUARANA

O produto utilizado foi o p6 do guarana, sendo este adquirido nos mercados locais da
cidade de Manaus, ambos com a procedéncia da cidade de Maués, e foram armazenados em
frascos de plastico (Figura 14). Para obtencao do p6 do guarana utilizou-se o processo de torrar

e triturar as sementes.

GUARANA EM PO _PURO

o 1. 0, :\GUHQ
T|||||| Il \Nl\l\i 2R
'[I\IIﬁll
0‘ i'l 0030
0 RL HE

Figura 14. P6 de guarana (Paullinia cupana).
Fonte: Ana Karoline Alves de Souza.
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4.4. AQUISICAO DOS DEMAIS MATERIAIS PARA O ENERGETICO
A taurina, os aglcares (agucar mascavo e demerara) e o edulcorante (xilitol) foram
obtidos em mercado local da cidade de Manaus. Apds a obtengdo dos insumos foram

armazenados de acordo com as recomendagoes de cada produto.

4.5. OBTENCAO DOS EXTRATOS
4.5.1. Extracao dos dleos essenciais de gengibre amargo

Para a extracdo do 6leo essencial foi aplicado o método de hidrodestilagao utilizando o
aparelho Clevenger modificado, de marca Mylabor, acoplado a um baldo de fundo redondo de
12 L e uma manta aquecedora calibrada na temperatura de 80 °C, com o sistema envolvido em
folha de aluminio para proteger da luminosidade (Figura 15) (Machado, 2015). A extracao foi
realizada no Laboratorio Tematico de Quimica e Farmacologia de Produtos Naturais

(LTQFPN/INPA), utilizando amostras do material fresco e seco em estufa.

Figura 15. Método de hidrodestilagao.
Fonte: Ana Karoline Alves de Souza.

Os rizomas e raizes de gengibre amargo fresco foram triturados, pesados (300 g) e
adicionados ao baldo com agua destilada q.s.p, de acordo com a quantidade do material a ser
utilizado. Para as amostras secas em estufa, os rizomas de gengibre amargo foram cortados em
rodelas, levados a estufa com circulagdo de ar, a temperatura de 70 °C por 72 horas (Tian et al.,
2020), triturados, pesados (300 g) e colocados no baldo com 4gua destilada q.s.p.

As extragdes foram realizadas em triplicatas, sendo denominadas de FRO1 para amostras

do material fresco e SEO1 para amostras do material seco em estufa. O tempo de extragao foi
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de 8 horas, com coletas de 4 em 4 horas do 6leo essencial, contados a partir da ebuli¢do da
amostra (Pinheiro, 2017). Apos esse procedimento, o 6leo essencial extraido foi colocado em
tubos de ensaio (Figura 16), centrifugado, seco com sulfato de sédio anidro (NaxSOs) para a

eliminagao total da umidade, e calculado seu rendimento (Silva et al., 2020).

un(me{nn
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P

Figura 16. Oleo essencial de Z. zerumbet.
Fonte: Ana Karoline Alves de Souza.

O calculo de rendimento do 6leo essencial de gengibre amargo em ml.g! de (GURGEL,

2009).

Rendimento (%) =V x 100
P

Onde: V = volume do 6leo; P= peso do material botanico.

4.5.2. Extrato hidroalcoolico de gengibre amargo

O extrato hidroalcoodlico foi obtido por meio da maceragao de 400 g de rizomas de
gengibre amargo secos em estufa, adicionados em um frasco Mariotte de 2 L, com 800 mL de
alcool de cereais (96%) e 800 mL de dgua destilada, por 72 h (Machado, 2015), em ambiente
sem iluminagdo. Posteriormente, foi filtrado e colocado em banho-maria a 70°C para
homogeneizar e aquecer o extrato, resultando na eliminacao do excesso de solvente (Castro et

al., 2017) (Figura 17).
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Figura 17. Processo de obtencdo do extrato de gengibre amargo.
Fonte: Ana Karoline Alves de Souza.

4.5.3. Extrato alcodlico de guarana

O extrato alcoodlico foi obtido com 500 g do p6 do guarana e 500 mL de alcool de cereais
(96%), sendo estes macerados em frasco Mariotte (2 L), por 5 dias (120 horas) (Steffani et al.,
2022 adaptado). Apds, este foi filtrado, centrifugado a 3.000 rpm por 20 min e o sobrenadante
foi isolado (Figura 18). O extrato foi mantido em geladeira e a elimina¢do do solvente foi

realizado sob aquecimento durante o preparo do xarope.

Figura 18. Processo de obtencdo do extrato alcodlico de guarana.
Fonte: Ana Karoline Alves de Souza.

4.5.4. Extrato hidroalcoolico de guarana
O extrato hidroalcoo6lico foi produzido com 14 g do pé do guarand, de acordo com a
legislacdo n°® 6.871/2009 e o limite do consumo didrio de guarand (Oliveira et al., 2018)

utilizando a solu¢ao de 700 mL alcool de cereais (96%) e 300 mL de 4gua mineral (7:3). Apos
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24 horas de extragdo sob o agitador magnético, foi centrifugado a 3.000 rpm por 20 min para
isolar o sobrenadante (Silva, 2018; Bittencourt ef al., 2013) (Figura 19). Assim como o extrato

anterior, a eliminacao do solvente foi realizada durante o preparo do xarope.

Figura 19. Processo de obtencao do extrato hidroalcodlico de guarana.
Fonte: Ana Karoline Alves de Souza.

4.6. CARACTERIZACAO FITOQUIMICA
4.6.1. Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas - CG-EM

A andlise de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) do
oleo essencial foi realizada no Laboratorio de Abertura de Amostras ¢ Ensaios Quimicos da
Universidade Federal do Amazonas (LAEQ/UFAM). O equipamento utilizado foi o modelo
trace GC Ultra Thermo Scientific, com coluna capilar de 5% difenil — 95% dimetilsiloxano (30

m x 0,25 mm x 25 um de espessura de filme), e o gés de arraste utilizado foi o hélio com fluxo

de 1,2 mL.min"! (Figura 20).
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Figura 20. Equipamento de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas.
Fonte: Ana Karoline Alves de Souza.

Para a injecdo da amostra utilizou-se 1 pL. de uma solucdo de 10 mg de 6leo em 1 mL
de acetato de etila, em temperatura de 250 °C do injetor e da interface. Em relagdo ao programa
de temperatura foi de 40 a 280 °C, utilizando uma rampa de 4 °C.min!. O espectrometro de
massas foi obtido por meio do impacto eletronico a 70 eV, com a temperatura da fonte de ions
220 °C (Ferreira et al., 2020).

A identificacdo dos componentes volateis foi obtida de acordo com o indice de retencao
linear (IR) calculado em relacao aos tempos de retencao de uma série homologa de n-alcanos
integrada, bem como por meio do padrdo de fragmentagdo observados nos espectros de massas,
sendo comparados com as amostras autenticas presentes nas bibliotecas do sistema de dados,

da literatura (Adams, 2017) e por comparagdo ao Padrao Sigma de Zerumbona a 98%.

47. ANALISE FISICO-QUIMICAS
4+ Os rizomas e raizes in natura de gengibre amargo foram cortados, triturados com o
liquidificador semi-industrial, pesados e dividido em triplicatas para cada analise;

4+ O po do guarana foi pesado e dividido em triplicatas, assim como o gengibre amargo.

4.7.1. Teor de umidade

Para a determinacdo do teor de umidade do gengibre amargo in natura e do p6 do
guarana, foi pesado aproximadamente 3 g para cada repeti¢ao, sendo utilizado uma estufa, a
temperatura de 105 °C até o peso constante (IAL 2008).

O resultado foi calculado pela equacao 2:
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Umidade (%) =100 x N
P

Onde: N=a perda de peso em g e P=peso in natura das amostras em gramas.

4.7.2. Matéria seca

A analise de matéria seca foi realizada por meio dos dados obtidos do teor de umidade,
utilizando o mesmo peso/amostra de gengibre amargo e guarana. Os rizomas processados € o
p6 do guarana passaram por uma dessecacdo, a uma temperatura de 105 °C até se obter um peso
constante. Apos a obten¢do do peso pelo processo de dessecagdo, calculado em percentagem o
peso da matéria fresca, foi obtido o extrato seco.

O resultado foi calculado pela equacao 3:

Matéria Seca (%)= P’
Px 100

Onde: P” = peso em gramas da amostra apds a dessecacdo e P = peso em gramas da amostra

antes da dessecagao.

4.7.3. Cinzas

Para determinacao do teor de cinzas, os rizomas secos (1 g) e p6 do guarand (3 g),
contidos em cadinhos de porcelana, foram queimados sob uma chama de fogo apoiado em tela
de amianto. Apds a queima, os cadinhos foram levados para a mufla, em uma temperatura
proxima de 550 °C, até a eliminagao completa do carvao.

O resultado foi calculado pela equacao 4:

Cinzas (%) =100 x N
P

Onde: N = peso em g de cinzas e P = peso em g da amostra.

4.7.4. Lipidio
Para a analise de lipidio, foi preparado os cartuchos com papel de filtro para agregar as
amostras de gengibre amargo (2 g) e guarana (2 g). Posteriormente, os cartuchos foram

posicionados no extrator Soxhlet e adicionados de hexano, sob aquecimento em manta. Apos a
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extragcdo de 6 horas, o hexano foi recuperado e o baldo com a amostra de lipidios foi seco em
estufa para obten¢do do resultado analitico.

O resultado foi calculado pela equacao 5:

Lipidio (%) =100x N
P

Onde: N = peso em g de lipidios € P = peso em g da amostra.

4.7.5. Proteina total

O processo de determinagdo de nitrogénio total ¢ dividido em trés etapas: digestdo,
destilacdo e titulagao (método de micro-Kjeldahl). A quantidade usada de gengibre amargo foi
0,2 g total e de guarana foi 0,02 g total.

A primeira etapa, digestdo, a amostra foi pesada em cartucho de papel manteiga e
adicionada em um tubo de ensaio juntamente com &cido sulfurico concentrado e mistura
catalitica, composta de sulfato de potéssio anidro (50 g) e sulfato de cobre (5 g). Em seguida, o
tubo foi aquecido em bloco digestor por 4 horas.

Para a segunda etapa, destilacdo, foi utilizado o destilador de nitrogénio. O tudo de
ensaio, resfriado apos a digestdo, foi acoplado no aparelho e adicionado de hidréxido de sodio
(NaOH) 40% para o aquecimento com vapor. O condensado foi coletado em um Erlenmeyer
previamente adicionado de acido borico (5 mL) e duas gotas de fenolftaleina, para a titulagdo.

A terceira etapa, consiste na titulagdo do borato de amonia com acido cloridrico 0,1 M,
formando o cloreto de amdnia. Por ndo conter valor predeterminado na tabela do método o fator
de conversao de nitrogénio em proteinas, foi utilizado o padrao 6,25.

O resultado foi calculado pela equacao 6:

Proteina (%) = (Vol. titulacdo — Branco) x FD x N x 0,014 x 100
Px FC

Onde: Vol. titulagdo = Volume de HCI; Branco = Volume de HCI do Branco; FD = Fator de
diluicao de HCI; N = Concentragao de HCI; P =peso em g da amostra e FC = Fator de conversao

de proteina.

4.7.6. Fibra bruta
Para o teor de fibra foi utilizado amostra seca e desengordurada nos sachés de gengibre

amargo (0,1 g) e guarand (1 g), depois fechado com selador a quente. Foram adicionados 2 L
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da solucao de H2SO4 e ligado o equipamento. Apds a primeira drenagem, foi adicionado 2 L da
solugdo de NaOH. Efetuada a segunda drenagem, lavada com 4gua quente, dessecou-se os
materiais em estufa a 105 °C. E o material do guarana foi levado para mufla a 550 °C, com o
intuito de obter as cinzas da fibra (IAL, 2008).

O resultado foi calculado pela equacao 7:

FB (%)=(A-T) B _Fx 100
P

Onde: A = Peso do Cadinho; T = Tara do Saquinho; B = Peso do Cadinho Incinerado; F = Fator

de correcao e P = Peso de Amostra.

4.7.7. Carboidrato

O teor de carboidratos das amostras do p6 do guarand e gengibre foram avaliados de
acordo com a soma dos resultados obtidos de umidade, cinzas, lipidios, proteinas e fibras,
subtraidos por 100, e expresso em percentagem (IAL, 2008).

Equacao 8:

Carboidrato (%) = 100 - (umidade -+ cinzas + proteinas + lipidios + fibras)

4.7.8. Valor energético
A determinacgdo do valor energético das amostras do p6 do guarana e gengibre foram
obtidas de acordo com De Angelis (1977), sendo calculado os fatores de conversdao de Atwater.

Equacao 9:

Valor energético (kcal/100g) = (4 x proteina) + (9 x lipidios) + (4 x carboidratos)

4.7.9. Determinaciao do potencial hidrogenionico

A determinagdo do potencial hidrogenionico (pH) das amostras foram realizadas pela
leitura direta no pHmetro. Para as amostras do p6 do guarana foi pesado 3 g, e para as amostras
de gengibre in natura foi pesado 5 g. Ambas as amostras foram divididas em triplicatas e

diluidas em 50 mL de agua destilada para cada amostra (IAL, 2008).

30



UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA INPA
MESTRADO EM BIOTECNOLOGIA STITUTo NACoAL DE

PESQUISAS DA AMAZONIA

4.7.10. Acidez titulavel

A acidez foi avaliada de acordo com o método de acidez titulavel (IAL, 2008). A
amostra do p6 do guarana (3 g) foi diluida em 50 mL de 4gua destilada com 3 gotas da solugao
de fenolftaleina. Ambas as amostras foram realizadas em triplicatas e tituladas com a solugdo
de hidroxido de sodio (0,1 M) até obter a coloragdo rosea.

O resultado foi calculado pela equacao 10:

Acidez em soluciio molar (g de acido citrico/ mL de solugdo) =V x F x 100

Pxc

Onde: V =n° de mL da soluc¢do de hidréxido de s6dio 0,1 ou 0,01 M gasto na titulagdo; F= fator
da solugdo de hidréxido de sédio 0,1 ou 0,01 M; P =n° de g da amostra usado na titulacdo e ¢
= corregdo para solu¢ao de NaOH 1 M, 10 para solu¢do NaOH 0,1 M e 100 para solugao NaOH
0,01 M.

4.7.11. Determinacio de cor
A cor das amostras foi determinada pelo colorimetro Minolta Chroma Meter CR-400,

em triplicata, de acordo com o posicionamento do equipamento sobre amostra. Os resultados
foram interpretados pelo sistema CIELAB, utilizando as coordenadas L*, a*e b* dadas pelo
equipamento, onde:

+ Luminosidade L*: trata-se da escala de zero (preto) a 100 (branco);

+ Coordenada de cromaticidade a*: apresenta a variancia de a* positivo (tendéncia da cor
para tonalidade vermelha) até a* negativo (tendéncia da cor para tonalidade verde);

#+ Coordenada de cromaticidade b*: apresenta a variancia de b* positivo (tendéncia da cor

para tonalidade amarela) até b* negativo (tendéncia da cor para tonalidade azul).

4.8. DETERMINACAO DE CAFEINA DO GUARANA

Para a determinacdo de cafeina do p6 e dos extratos alcodlicos e hidroalcoolicos do
guarand, as amostras foram enviadas para o Laboratério Central Analitica — LCA, do Centro de
Biotecnologia da Amazonia.

Nos procedimentos de andlise da cafeina dos extratos foi empregada a técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia e para a extracdo da cafeina do p6 do guarana foi
utilizado o método de extracdo por ultrassom em solvente organico.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia apresenta a fase movel liquida, com o

mecanismo de disputa entre as moléculas da amostra e as da fase movel pelos sitios ativos da
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fase estacionaria. A fase movel (solvente) ¢ forcada a passar pela fase estacionaria (coluna
cromatografica) através da bomba de alta pressdo, ocasionando a separagdo por intermédio dos
diferentes contatos de cada componente da amostra com a coluna cromatografica (Pinto et al.,
2022).

O método de extrag@o por ultrassom possui o principal mecanismo, a cavitagdo, que cria
microcanais nas amostras para facilitar a penetragdo do solvente. E uma técnica que requer
menor tempo de extragdo, tem simplicidade e baixo custo (Guglielmetti et al., 2017).

Para a quantificacao de cafeina foi realizado a constru¢dao de uma curva padrao de sete
pontos e utilizou a equagdo geral da reta para encontrar os valores de cafeina para cada amostra.
Os resultados analiticos encontrados foram corrigidos em funcdo da porcentagem da

recuperagao da extracgao.

4.9. ENSAIOS FARMACOLOGICOS
Para a utilizagdo dos animais farmacologicos in vivo, o projeto foi submetido ao
Comisséo de Etica no Uso de Animais — CEUA/INPA, sendo aprovado no dia 02 de maio de

2022, com o numero Parecer Técnico n® 47/2022. Os animais utilizados foram:

a) Ratos — Rattus norvegicus, linhagem Wistar, fémeas com peso variando entre 276 e 339
gramas.
b) Camundongos — Mus musculus, linhagem BALB/C de ambos os sexos com peso entre

18 e 32 gramas.

4.9.1. Testes gerais de atividades farmacoldgicas (Screening Hipocratico)

Os efeitos gerais de toxicidade do o6leo essencial de Z. zerumbet obtidos foram
realizados utilizando-se camundongos machos e fémeas, com peso entre 18 e 32g. Seis grupos
contendo cinco animais cada foram injetados por via intraperitoneal (i.p) com doses de 250
mgkg'; 500 mg.kg!; e 1000 mg.kg™!. E dois grupos com cinco animais cada foram submetidos
ao jejum de 20 horas antes dos testes, e depois, foram injetados por via oral (v.0) com doses de
1500 mg.kg! e 2500 mg.kg!.

Ap6s a injegdo do 6leo essencial, os animais foram observados por aproximadamente
180 minutos sobre uma superficie plana, e em seguida foram mantidos em observacao por 24
h, 48 h e at¢ 14 dias. Os parametros observados foram anotados em tabelas adaptadas e descritas

por Silva (1968).
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O teste total apresentou oito grupos com cinco animais, sendo um animal de cada grupo
usado como controle negativo (Tween 20 com soro fisioldgico). O teste via intraperitoneal foi
realizado em dois grupos para cada dose, sendo um macho e outro fémea. E o teste via oral foi

realizado em fémeas com apenas um grupo por dose.

4.9.2. Toxicidade aguda (doses simples)

A toxicidade aguda dos Oleos essenciais de Z. zerumbet foi realizada durante as
avaliacdes comportamentais e sistémicas com testes de campo aberto e de bastdo, utilizando as
mesmas doses para via intraperitoneal 250 mg.kg™!; 500 mg.kg!; e 1000 mg.kg™!, e para via oral
1500 mg.kg™! e 2500 mg.kg™! (Chan et al., 1982).

Nestes experimentos, as andlises farmacoldgicas forneceram informagdes acerca dos
riscos para a saude resultante de uma exposi¢ao de curta duragdo, com periodo de 24 h, 48 h e
até 14 dias, pelas vias oral e intraperitoneal em camundongos (Salvadori, 2013), com grupos de

cinco animais, sendo um animal do grupo controle (Tween 20 com soro fisioldgico).

4.9.3. Atividade anti-inflamatoria: edema de pata induzido por formalina

Neste modelo, o efeito antiedematogénico do 6leo essencial de Z. zerumbet foi estudado
em 1 grupo de 8 animais (R. norvegicus), sendo dois animais para o controle positivo e dois
para o controle negativo. Nesse grupo foi realizado a medida do volume basal de ambas as patas
e em seguida os animais foram tratados por gavagem (via oral), com auxilio de uma céanula
metalica.

O grupo tratado recebeu o 6leo essencial na dose escolhida (500 mgkg™'), os dois
animais controles positivos receberam 10 ml.kg™! de indometacina e os dois animais controles
negativos receberam 10 ml.kg™! de Tween 20 com soro fisiologico. O edema foi induzido nas
patas traseiras dos animais injetando 0,1 mL.pata™' de uma solugdo de formalina a 2%, e na pata
contralateral foi injetada com mesmo volume de solugao fisioldgica, e apds uma hora os animais
foram tratados por via oral (Tjolsen et al., 1992).

O volume da pata direita (D) e esquerda (E) foram medidos com paquimetro
imediatamente apoOs a injecao, e as leituras foram repetidas até a 4° hora ap6s o estimulo. O
valor do edema foi obtido pela subtragcdo do volume da pata injetada com salina e do volume

injetada com formalina (Lapa, 2005).
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4.10. ELABORACAO DA BEBIDA ENERGETICA
A elaboracdo da bebida energética foi realizada no Laboratorio de Bioquimica e

Nutri¢do do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia — INPA.

4.10.1. Delineamento experimental

A elaboragdo da bebida energética consiste na adicdo de gengibre amargo, guarana,
acgucares (mascavo e demerara) e o xilitol. O teste de formulagao foi realizado com 12 bebidas
energéticas com o intuito de apresentar as varidaveis dos extratos de gengibre amargo
(hidroalcodlico e 6leo essencial), guarana (hidroalcoodlico e alcodlico) e os xaropes contendo

agucares ou edulcorante (Tabela 1).

Tabela 1. Delineamento experimental da bebida energética.

Bebidas energéticas Acgucar Extratos
; Mascavo
Bebida Al Alcodlico de guarana e
Bebida A2 Demerara
hidroalcodlico de gengibre amargo
Bebida A3 Xilitol
Bebida A4 Mascavo
Alcodlico de guarand e 6leo
Bebida AS Demerara
essencial de gengibre amargo
Bebida A6 Xilitol
Bebida H1 Mascavo
Hidroalcoolico de guarana e de
Bebida H2 Demerara
gengibre amargo
Bebida H3 Xilitol
Bebida H4 Mascavo
Hidroalcoolico de guarana e 6leo
Bebida H5 Demerara
essencial de gengibre amargo
Bebida H6 Xilitol

4.10.2. Xarope de guarana

O xarope de guarana foi obtido pela dissolucao do extrato de guarand, agua mineral e
52% de acgucares ou edulcorante, dado em peso, de acordo com o Decreto n° 6.871, de 4 de
junho de 2009 (BRASIL, 2009) em temperatura baixa até obter o ponto de xarope. Foi realizado
seis xaropes de guarand, sendo trés com extrato hidroalcodlico e trés com extrato alcoolico

(Figura 21).
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Figura 21. Xarope com extrato hidroalcodlico de guarana (béqueres a esquerda) e com extrato alcoolico de
guarana (béqueres a direita).
Fonte: Ana Karoline Alves de Souza.

4.10.3. Bebida energética

A bebida energética foi elaborada de acordo com a Resolugdo RDC n° 273 de 22 de
setembro de 2005 (BRASIL, 2005), atendendo os requisitos minimos de caracteristicas e
qualidade para as bebidas denominadas Composto Liquido Pronto para o Consumo.

O aditivo alimenticio inserido foi o extrato de gengibre amargo (6leo essencial e
hidroalcoo6lico). Além disso, com o intuito de substituir o maximo de insumos quimicos por
naturais, foi adicionado o xarope de guarand no lugar da cafeina, e o inositol e a
glucoronolactona foram substituidos por agiicar mascavo, demerara ou edulcorante xilitol.

A elaboragdo de bebidas energéticas ¢ semelhante com a producao de refrigerantes,
apresentando modificagdes em alguns ingredientes, como a adi¢ao de taurina. Abaixo, o
fluxograma das etapas da elaboracdo da bebida energética (Figura 22) para garantir as

caracteristicas, qualidade e certificar que o produto final esteja dentro das especificacdes.
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Figura 22. Fluxograma da elaboragdo da bebida energética.
Fonte: SILVA (2016).

O fluxograma apresenta dois estagios, o preparo do xarope simples (xarope de guarand)
e o de xarope composto (mistura dos outros ingredientes). A bebida foi colocada em vidraria
ambar para minimizar a cristalizagdo e oxidagdo do 6leo essencial. Além disso, o vidro € o
material mais inerte utilizado para embalagens de alimentos, por ser considerado impermeével

a gases, reciclavel e por ndo apresentar perdas de suas caracteristicas originais (Bardo, 2011).

4.11. PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS DA BEBIDA ENERGETICA
4.11.1. Determinacao do potencial hidrogenionico

A determinacdo do potencial hidrogenidnico (pH) das bebidas energéticas foram
realizadas pela leitura direta no pHmetro digital portatil, da marca ATC, modelo ATC009, com
5 mL de amostra de cada bebida (IAL, 2008).

4.11.2. Acidez titulavel

Para a determinag¢do da acidez titulavel foi utilizado 5 mL de cada bebida diluida em 50
mL de agua destilada, e acrescentada de quatro gotas da solugao de fenolftaleina (IAL, 2008).
As amostras foram realizadas em triplicatas e tituladas com a soluc¢ao de hidroxido de sodio
(0,1 M) até obter a coloragao résea.

O resultado foi calculado pela equacdo 11:
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Acidez em solugdo molar (g de acido citrico/ mL de solucdo) =V x F x 100

Pxc

Onde: V =n° de mL da solu¢ao de hidroxido de s6dio 0,1 ou 0,01 M gasto na titulagdo; F= fator
da solucao de hidroxido de sodio 0,1 ou 0,01 M; P =n° de g da amostra usado na titulagdo e c
= correcdo para solucdo de NaOH 1 M, 10 para solu¢cdo NaOH 0,1 M e 100 para solugdo NaOH
0,01 M.

4.11.3. Sélidos soluveis totais

Os solidos soluveis totais foram determinados por meio da leitura direta em refratdmetro
portatil, da marca ATC, modelo HT 116. As amostras das bebidas energéticas, 1 ou 2 gotas,
foram colocadas sobre o prisma para revelar o valor da densidade e s6lidos soluveis totais (IAL,

2008).

4.11.4. Determinacio de cor

A determinagdo de cor das bebidas foi realizada da mesma forma que foi empregada
para as amostras in natura do gengibre amargo e p6 do guarana, seguindo o sistema CIELAB.
As amostras das bebidas foram divididas em triplicatas, € os resultados foram interpretados de

acordo com as coordenadas L*, a*e b* dadas pelo equipamento.

4.12. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram obtidos a partir de analises em triplicatas, sendo estas calculadas a
média e o desvio padrdo de cada indicador. Os resultados foram avaliados estatisticamente por
meio da Andlise de Variancia (ANOVA), aplicando o teste comparativo de médias, Tukey, em
parcelas inteiramente casualizadas com 5% de significancia no Programa Prism 9, versao 9.5.1

(733), janeiro 26, 2023.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1.  RENDIMENTO DO OLEO ESSENCIAL

A cidade de Manaus possui clima equatorial umido, representado por altos indices
pluviométricos, médias mensais de temperaturas e umidade relativa de ar elevadas. Como nao
tem estagdes definidas, ¢ dividido por dois periodos, o seco € o chuvoso. O seco compreende
os meses de junho a novembro, com altas temperaturas e baixa precipita¢do (34 °C a 30 °C), e
o chuvoso, de dezembro a maio, com temperaturas mais amenas e alta precipitagao (28 °C a 30

°C) (Figura 23) (Lima; Aleixo, 2023).
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Figura 23. Sazonalidade climatica de Manaus, Amazonas, de acordo com médias mensais dos elementos

climaticos de 1990 — 2020.
Fonte: Lima e Aleixo (2023).

De acordo com Antonio (2017), a sazonalidade climatica de Manaus ¢ caracterizada por
trés meses de seca suave a moderada (julho, agosto e setembro), seis meses de chuvas
(dezembro a maio) e os meses restantes sao caracterizados por periodos de transi¢ao, sendo que

junho para o periodo seco, e outubro e novembro para o chuvoso (Tabela 2).
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Tabela 2. indice de Porcentagem Normal — IPN e classificagio de severidade climitica anual de Manaus,
Amazonas, no periodo de 1971 a 2010.

Més IPN adimensional Classe de severidade
Janeiro 0,1039 Umido
Fevereiro 0,1143 Umido
Margo 0,1257 Umido
Abril 0,1262 Umido
Maio 0,1063 Umido
Junho 0,0648 Préximo do normal
Julho 0,0459 Seca suave a moderada
Agosto 0,0421 Seca suave a moderada
Setembro 0,0434 Seca suave a moderada
Outubro 0,0615 Préximo do normal
Novembro 0,0731 Préximo do normal
Dezembro 0,0928 Umido
Méd. ano 0,0833

Onde: IPN foi calculado de acordo com as médias mensais e anuais da precipitacdo do periodo de 1971 a 2010.
Fonte: Antonio (2017).

O rendimento de dleo essencial com o material fresco apresentou pouca variagdo entre
os meses secos € chuvosos, sendo que o més de fevereiro e novembro obtiveram os maiores
percentuais, 0,91 e 1,00% respectivamente. J4 o més de maio e agosto o rendimento foi de 0,67
e 0,73%, respectivamente.

Enquanto as amostras secas em estufa apresentaram percentual de rendimento
significativo com certa variabilidade sazonal. Dessa forma, no més de agosto obteve-se o maior
rendimento com 3,48%. Em seguida, maio com 3,16%, fevereiro (2,32%) e novembro (2,20%).

Segundo o teste de Tukey, ndo houve diferenga estatistica para as amostras frescas em
relacdo a sazonalidade climatica de Manaus, apesar da leve variagdo do percentual de
rendimento. Porém, para as amostras secas em estufa, o teste indicou variabilidade sazonal para
o més de agosto (periodo seco), sendo que o més de maio (chuvoso) apresentou similaridade
com a sua média de percentual de rendimento. Assim como apresentou similaridade entre

fevereiro e maio, € novembro com fevereiro (Tabela 3).
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Tabela 3. Percentual de rendimento dos 6leos essenciais de Zingiber zerumbet, coletados apos 4 horas, sobre a
sazonalidade climatica da cidade de Manaus, Amazonas.

Meses Rendimento Rendimento Seco Temperatura Pluviosidade
Fresco (%) em Estufa (%) Média Mensal (°C) Mensal (mm)
2021
Novembro 1,00 2,20% 27,05 112,55
2022
Fevereiro 0,91 2,32 26,05 525,10
Maio 0,67*° 3,160 27,05 250,05
Agosto 0,73 ¢ 348°¢ 29,05 75,05

Obs.: Médias seguidas de mesma letra, na vertical, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5%.

Além disso, quando foi comparado as amostras frescas e secas em estufa, sobre o
percentual de rendimento do 6leo essencial do gengibre amargo, foi possivel observar diferenga
significativa entre os meses de coleta. Desse modo, os rizomas e raizes submetidos a secagem
apresentaram os melhores resultados quanto ao rendimento de 6leo essencial comparado as
amostras frescas.

Outro fator observado foi quanto ao tempo de coleta do 6leo essencial, pois o
rendimento de cada extragdo apds 08 horas nao foi igual ou superior ao retirado apds 04
horas de coleta. Esse resultado evidencia que uma extracao por 8 horas nao apresenta
diferenca entre as amostras frescas e secas (Figura 24), tornando-se ineficiente, dado aos

gastos com a extracdo e ao baixo volume de 6leo essencial coletado.
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Figura 24. Sazonalidade do dleo essencial de Zingiber zerumbet em relagdo ao tempo de coleta.

Nao ha relatos na literatura sobre a sazonalidade para 6leos essenciais do gé€nero
Zingiber, o que resulta em uma pesquisa inédita. Logo, a discussao foi realizada conforme
estudos de sazonalidade dos compostos quimicos presentes na familia Zingiberaceae, e

sazonalidade do rendimento dos dleos essenciais de outras espécies.
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De acordo com Ribeiro (2013), o estudo sazonal com o 6leo essencial dos rizomas de
Hedychium coronarium (Zingiberaceae), obtidos por meio da hidrodestilagdo, apresentaram
concentracgdes elevadas dos componentes majoritarios 1,8-cineol (28,30%) e B-pineno no més
de margo (periodo chuvoso), sendo que o material vegetal foi coletado em Rio Barigui —
Curitiba.

O estudo de Pamplona (2006) com a sazonalidade dos fitoconstituintes curcumenol e
deidrona, presentes no extrato com diclorometano, da espécie Curcuma zedoaria
(Zingiberaceae) mostrou que ambos compostos estdo presentes em maior concentracdo nos
rizomas coletados no outono, com concentragdes de 33,1 mg.g' para curcumenol e
25,4 mg.g! para deidrocurdiona.

Dessa forma, a sazonalidade climatica interfere na identificagdo e quantificacdo dos
compostos quimicos presentes nas espécies da familia Zingiberaceae, além de apresentar
influéncia quanto a localizagdo e a espécie estudada, por exemplo.

Segundo o estudo de Ferreira e colaboradores (2020) que avaliou o efeito da
sazonalidade dos meses de fevereiro e outubro da cidade de Belém-PA sobre os rendimentos
dos 6leos essenciais das folhas de Piper divaricatum (Piperaceae), obtidos por hidrodestilagao
e coletados em 6, 10, 14 , 18 e 22h, apresentaram os melhores rendimentos no periodo seco
(outubro) com (5,96; 5,62; 5,11 e 5,28% respectivamente), com exce¢do do horario de 22 h,
cujo teor de oleo (4, 37%) foi levemente superior no periodo chuvoso (fevereiro).

No estudo de Ribeiro e colaboradores (2018b) com a sazonalidade de Fortaleza-CE
(dezembro a junho) com folhas de Crofon blanchetianus, Croton nepetifolius e Croton
zehntneri (Euphorbiaceae) foi possivel verificar que o maior rendimento durante as estacdes
chuvosa e seca foi com a espécie C. zehntneri (0,94% e 1,3%, respectivamente) apresentando
diferencas estatisticas em relagao as demais espécies. No entanto, as espécies C. blanchetianus
e o C. nepetifolius ndo diferiram entre si.

Em relacao ao rendimento de 6leo essencial de Z. zerumbet, coletados na China, com o
material fresco e seco em estufa a 40 °C por 72 horas, apresentou percentual de rendimento de
0,65% para material fresco, e 0,39% para seco em estufa (Tian, 2020).

Segundo o estudo de Huong e colaboradores (2020), o rendimento do 6leo essencial de
Z. zerumbet, coletados no Vietna, obteve-se 0,65% de 6leo essencial utilizando 500g de
amostras secas em trés horas de extracdo. Com a mesma forma de extra¢do, foi encontrado no
trabalho de Dai e colaboradores (2012), o percentual de rendimento de 0,40%, utilizando

material seco em temperatura ambiente.
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De acordo com a literatura, dados sobre o rendimento do 6leo essencial de Z. zerumbet
evidenciam que possivelmente essa variacdo de percentual de rendimento pode estar

relacionada com fatores climaticos, localizacao e caracteristicas de cultivo.

5.2.  CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSA

A analise de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa do 6leo essencial
do rizoma de Z. zerumbet detectou sete componentes quimicos para as amostras frescas e secas
em estufa, divididas em 4 ¢ 8 horas de extracdo, em relacdo a sazonalidade climatica. A
identificacdo foi realizada de acordo com o indice de retengao linear (IR), biblioteca do sistema
de dados e com a literatura de Adams (2017).

Na Tabela 4, foi observado que o componente majoritario das amostras frescas, em 4 e
8 horas, foi a Zerumbona (2,6,10-cy-cloundecatrien-1-one,2,6,9,9-tetramethyl), um
sesquiterpeno com formula molecular Ci5H220 e peso molecular 218,25 m/z.

No material fresco com 4 horas, a Zerumbona variou de 54,77 a 92,26%, e com 8 horas
variou de 60,21 a 98,19%, de acordo com o percentual de 4rea do cromatograma. Outros
componentes de maior expressio foram: Epoxido de isoaromadendreno (0,01 a 21,84%),
Epoxido cis-a-bisaboleno (0,22 a 14,54%), Humuleno (0,07 a 9,61%), Oxido de cariofileno
(1,04 a 2,89%), Cariofileno (0,04 a 0,68%) e Cis-a-bisaboleno (0,05 a 0,45%).

Para as amostras frescas com 8 horas, os componentes quimicos identificados
apresentaram os seguintes percentuais de area: Humuleno (0,36 a 28,27%), Oxido de
cariofileno (0,49 a 8,51%), Epoxido cis-a-bisaboleno (0,01 a 3,27%), Epoxido de
isoaromadendreno (0,01 a 3,11%), Cariofileno (0,02 a 2,50%) e Cis-a-bisaboleno (0,02 a
0,50%).

Cabe ressaltar que ha diferenca entre os teores dos constituintes quimicos quando foi
comparado os meses € o tempo de coleta, inclusive o maior percentual de area da Zerumbona

foi encontrado em novembro de 2021 com 8 horas de extragado, variando de 81,79 a 98,19%.
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Tabela 4. Constituintes quimicos encontrados no material fresco de Zingiber zerumbet, em relagdo ao tempo de
coleta 4 ¢ 8 horas.

Material fresco - 4 horas

—— Novembro (2021 Fevereiro (2022 Maio (2022 Agosto (2022
Conyiininics i FROI FR 03( Fi{ 05 | FR07 _FR 0; F)R 11 | FR13 FR(lS )FR 7 PR PR 21 )FR 23
Cariofileno 26.60 - - 0.04 0.52 0.27 0.53 0.64 0.68 0.54 0.19 0.27 0.25
Humuleno 27.66 0.07 0.31 1.65 7.54 4.96 7.46 8.93 9.61 8.18 443 5.90 5.90
Oxido de cariofileno 32.23 131 2.06 2.89 223 178 201 1.89 2.02 1.88 1.04 1.23 1.21
Cis-u-bisaboleno 32.80 0.06 0.07 0.13 0.23 0.19 0.25 0.45 0.38 035 - - 0.05
Epoxido cis-o-bisaboleno 35.39 14.54 1.67 0.22 - - - - - - - - -
Zerumbona 35.62 54.77 91.82 92.26 75.83 84.42 77.12 7371 7337 76.75 88.50 86.80 82.77
Epoxido de isoaromadendreno 38.52 21.84 1.55 0.09 0.01 0.01 - - - 0.01 0.01 0.01 0.01
Material fresco - 8 horas
. Novembro (2021) Fevereiro (2022) Maio (2022) Agosto (2022)
Constituintes LR FR02 FRO04 FROG | FROS FR10 FR12 | FR14 FR16 FR1S | FR20 FR22 FR24
Cariofileno 26.60 0.02 - 0.02 1.54 1.55 1.74 1.72 2.28 2.50 0.49 0.42 1.10
Humuleno 27.66 0.73 0.36 0.99 20.22 20.08 20.79 22:55 27.43 28.27 13.78 10.94 24.96
Oxido de cariofileno 32.23 0.49 8.51 0.56 1.59 2.11 1.95 1.93 2.36 2.67 1.60 0.93 1.36
Cis-g-bisaboleno 32.80 0.02 0.12 0.02 0.11 0.25 0.35 0.50 0.50 041 0.17 0.06 0.08
Epoxido cis-o-bisaboleno 3539 0.11 3727 0.09 - - - - - - 0.01 - 0.01
Zerumbona 35.66 98.19 81.79 97.76 71.11 68.48 67.60 65.85 61.05 60.21 80.79 84.13 68.46
Epoxido de isoaromadendreno 38.52 0.11 3.11 0.08 0.02 0.01 0.02 0.02 0.01 0.01 - 0.01 0.01

Onde: IR ¢ o indice de retencdo linear, ¢ FR, o material fresco. Os valores foram tabelados conforme o
percentual de area.

Na Tabela 5 esta presente os sete constituintes quimicos encontrados no material seco
em estufa, com 4 e 8 horas de extracao sobre os meses da sazonalidade climatica. A Zerumbona
se revelou como componente majoritario em todas as amostras secas, em ambos os tempos de
coleta, exceto para a fragdo SEO1 de novembro (2021) com 4 horas, pois o maior percentual de
area foi para o componente Humuleno com 55,63%, e em seguida aparece a Zerumbona com
21,31%.

Logo, as amostras secas com 4 horas apresentaram os seguintes integrantes quimicos:
Humuleno (2,49 a 55,63%)), Oxido de cariofileno (1,27 a 12,06%), Cariofileno (0,14 a 1,60%),
Cis-o-bisaboleno (0,07 a 0,62%), Epoxido de isoaromadendreno (0,01 a 0,05%) e Epoxido cis-
a-bisaboleno (0,01%).

Nas amostras secas com 8 horas foi observado a mesma ordem dos componentes
quimicos mencionados acima, com pouca diferenga entre os valores. Além disso, os dados
também mostraram diferencga entre os meses € o tempo de coleta, com maior percentual para

Zerumbona de novembro de 2021 com 8 horas de extragao, variando de 92,55 a 94,07%.
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Tabela 5. Constituintes quimicos encontrados no material seco em estufa de Zingiber zerumbet, em relagéo ao
tempo de coleta 4 e 8 horas.

Material seco em estufa - 4 horas

ey Novembro (2021) Fevereiro (2022) Maio (2022) Agosto (2022)
Constitnintes LR
SE01 SEO03 SEO5 [SEFR07 SE09 SE1l1 | SE13 SE15 SE17 | SE19 SE21 SE23
Cariofileno 26.60 1.60 0.17 0.31 0.19 0.14 0.16 0.62 0.99 0.80 0.64 0.43 0.46
Humuleno 27.66 55.63 5.63 9.34 354 2.49 3.00 9.37 13.55 11.65 12.83 9.65 9.61
Oxido de cariofileno 32.23 12.06 2.12 2.48 1.77 1.27 1.58 1.47 2.21 217 2.05 2.33 1.44
Cis-o-bisaboleno 32.80 0.62 0.10 0.21 0.37 0.17 0.27 0.09 0.14 0.12 0.09 0.23 0.07
Epoxido cis-a-bisaboleno 35.39 - - - - - - - - - 0.01 - -
Zerumbona 35.74 21.31 88.45 82.86 85.48  89.01 88.77 | 7842 68.10 71.33 77.18  79.24  81.01
Epoxido de isoaromadendreno 38.52 - - - - 0.05 - - - - 0.02 0.02 0.01
Material seco em estufa - 8 horas
Constitaintes LR Novembro (2021) Fevereiro (2022) Maio (2022) Agosto (2022)
SE02 SE04 SEO06 | SEO8 SE10 SE12 | SE14 SE16 SE18 [ SE20 SE22 SE24
Cariofileno 26.60 0.11 0.16 0.16 1.67 0.53 1.51 1.26 1.16 1.66 0.79 0.29 0.68
Humuleno 27.66 3.01 5.18 4.60 1975 8.55 17.50 14.99 14.15 18.76 15.53 7.34 11.85
Oxido de cariofileno 32.23 175 0.96 0.40 1.29 0.47 117 1.33 1.11 1.59 0.84 0.65 0.71
Cis-a-bisaboleno 32.80 0.09 0.06 0.03 0.26 0.10 0.06 0.08 0.21 0.06 0.06 0.04 0.05
Epoxido cis-a-bisaboleno 3539 - - - - - - - - 0.02 - - -
Zerumbona 35.74 90.90  92.55 94.07 7327 8840 7592 | 7847 80.10 72.70 | 79.84 89.88  8l.62
Epoxido de isoaromadendreno 38.52 - - - 0.03 0.06 0.02 0.01 0.05 0.01 0.02 0.01 -

Onde: IR ¢ o indice de retencao linear, ¢ SE, o material seco em estufa. Os valores foram tabelados conforme o
percentual de area.

Para a identificagdo e confirmagao do composto Zerumbona nas amostras frescas e secas
do 6leo essencial de Z. zerumbet foi utilizado o cromatograma e o espectro de massas do Padrao
Sigma de Zerumbona a 98% (Figura 25 e 26), em comparagdo com os resultados das fracdes

de 4 e 8 horas dos materiais frescos (Figura 27 e 28) e secos em estufa (Figura 29 e 30).

44



UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA INPA
MESTRADO EM BIOTECNOLOGIA STITUTo NACoAL DE

PESQUISAS DA AMAZONIA

RT. 0.00-6785

5 2
100 RT 3568 NL:

4 4 223E8
45 Area % Area TIc Ms 62

20 < 8066359689 98.19

Relative Abundance
o
=]

RT:35.40
s 3
505 RT.6.16 576 1089 1257 1622 1850 zqp3 RT:Z768 RT:224 - | RT:3353 4235 4596 4834 5078 5333 5oyz 5923 6155 6281 Eres
0 Fremprmer e T T T L L AR e L (e o
0 5 10 15 20 25 20 35 40 45 5 5 &0 a5
Time {min)

Figura 25. Cromatograma da Zerumbona Padrdo Sigma 98%.
Fonte: Ana Karoline Alves de Souza
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Figura 26. Espectro de massas revelando o peso molecular 218,15 m/z da Zerumbona.
Fonte: Ana Karoline Alves de Souza
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Figura 27. Cromatograma (CG-MS) da composi¢@o dos oleos essenciais de Z. zerumbet fresco com 4 horas.
Fonte: Ana Karoline Alves de Souza.
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Figura 28. Cromatograma (CG-MS) da composi¢@o dos oleos essenciais de Z. zerumbet fresco com 8 horas.
Fonte: Ana Karoline Alves de Souza.
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Figura 29. Cromatograma (CG-MS) da composicdo dos 6leos essenciais de Z. zerumbet seco em estufa com 4
horas.
Fonte: Ana Karoline Alves de Souza.
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Figura 30. Cromatograma (CG-MS) da composig@o dos 6leos essenciais de Z. zerumbet seco em estufa com 8
horas.
Fonte: Ana Karoline Alves de Souza.

Outros estudos corroboram com os resultados obtidos dos 6leos essenciais de Z.
zerumbet quanto a presenca de Zerumbona como componente majoritario, assim como dos
demais constituintes quimicos revelados. Porém, apresentou variagdes no quantitativo por ser
em diferentes localizagdes geograficas (Dai ef al., 2013; Graga, 2018; Tan et al., 2018; Ming-
Der et al., 2022; Harsha et al., 2023). Além de apresentar influéncia da sazonalidade climatica
sobre compostos quimicos (Ribeiro, 2013; Pamplona, 2006), como foi possivel observar

anteriormente.
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A composicdo quimica do 6leo essencial dos rizomas do Z. zerumbet, coletado no
Amazonas, apresentou os seguintes compostos: Zerumbona (83,5%), a—Humuleno (4,17%),
2,4—diisopropenil-1-metilciclohexano (1,72%), a—Cariofileno (1,64%), epoxido de humuleno
II (1,41%) e biciclo[6,1,0]nonano,9-(1-metiletilideno) (1,07%) (Graga, 2018).

De acordo com o estudo de Dai e colaboradores (2013), os componentes quimicos
obtidos dos rizomas do Z. zerumbet, coletados em Nghe — Vietna, destacou como os principais
componentes o z-citral (26,1%), canfeno (16,13%), sabineno (14,6%) e a zerumbona com o teor
de 1,2%.

Segundo Tian e colaboradores (2020), o perfil cromatografico do dleo essencial do
material fresco de Z. zerumbet, oriundo da China, apresentou Zerumbona (75,0%), a-humuleno
(6,5%), 6xido de humuleno I (3,8%), canfeno (3,3%), 6xido de humuleno II (2,7%), canfora
(1,3%), oxido de cariofileno (1,3%) e 1,8-cineol (1,2 %). E no material seco em estufa
identificou Zerumbona (41,9%), a-humuleno (29,4%), 6xido de humuleno I (6,0%), 6xido de
humuleno II (3,9%), canfeno (3,9%), B-cariofileno (2,5%), canfora (2,4%), 6xido de cariofileno
(2,1%) e 1,8-cineol (1,6%).

5.3. FISICO-QUIMICA DO GENGIBRE AMARGO E GUARANA
5.3.1. Composiciao fisico-quimica do gengibre amargo

A composigao fisico-quimica dos rizomas e raizes in natura de Z. zerumbet esta descrita
na Tabela 6, em destaque para o valor energético com 100,21 kcal.g! de amostra, teor de
umidade (84,09 g.g!), fibra bruta (17,18 g.g!), matéria seca (15,91 g.g’!), carboidratos (9,84
g.g’h), proteinas (7,04 g.g’), lipidios e cinzas (3,63 e 3,62 g.g’!, respectivamente), e pH

apresentou alcalinidade com 11,03.

Tabela 6. Composicao fisico-quimica do gengibre amargo (Zingiber zerumbet) in natura.

Composicio Gengibre amargo
Umidade (g/100g) 84,09+0,18
Matéria Seca (g/100g) 15,91+ 0,18
Cinza (g/100g) 3,62 +0,08
Lipidios (g/100g) 3,63+0,25
Proteinas (g/100g) 7,04+ 0,14
Fibra Bruta (g/100g) 17,18+ 0,17
Carboidratos (g/100g) 9,84+ 0,57
Valor Energético (kcal/100g) 100,21 + 4,34
pH 11,03 +£0,12

Dados representam a média + desvio padrdo das triplicatas.
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Comparando os dados obtidos no presente estudo com os de Souza e
colaboradores (2022), a composi¢do fisico-quimica mostrou diferenca em razdo do
processamento do material, pois os autores utilizaram amostra de gengibre seco em
temperatura ambiente por 72 horas. Dessa forma, a umidade observada neste estudo foi
relativamente baixa com o percentual 11,25 g.g!, assim como fibra apresentou 7,11 g.g’!,
e apenas o teor de carboidratos apresentou um valor mais elevado com 75,79 g.g”! quando

comparado com os nossos dados.

5.3.2. Determinacio de cor do gengibre amargo
A determinacdo de cor do gengibre amargo in natura apresentou tendéncia ao vermelho
(+a*), com valores entre 9,32 a 10,68 e ao amarelo (b*), com 27,23 a 29,45. A luminosidade

(L*) foi intermediaria, variando entre 49,19 a 50,84 conforme a Tabela 7.

Tabela 7. Determinagao de cor do gengibre amargo (Zingiber zerumbet), proveniente do Ramal do Pau Rosa, BR-
174.

Amostras L* a* b*
V4 50,12 + 0,84 10,10 £ 0,70 28,70 +£ 1,28
L*: escala de zero (preto) a 100 (branco);
+a* (vermelha) até —a* (verde);
+b (amarela) até —b* (azul).
Dados representam a média + desvio padrdo das triplicatas.

De acordo com os resultados obtidos, observou-se que embora haja leve tendéncia
ao vermelho, o croma amarelo apresentou valor superior. Além de indicar um material

intermediario quando a luminosidade.

5.3.3. Composicio nutricional do guarana
Na Tabela 8 estdo representados os resultados das andlises de umidade, matéria seca,
cinzas, fibras, lipidios, proteinas, carboidratos, valor energético, pH e acidez tituldvel,

utilizando o p6 comercial do guarana.
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Tabela 8. Composigio fisico-quimica do pd do guarana (Paullinia cupana).

Composicao Guarana

Umidade (g/100g) 10,42 £0,31
Matéria Seca (g/100g) 89,58 £0,31
Cinza (g/100g) 1,40+ 0,01

Lipidios (g/100g) 3,45+0,18
Proteinas (g/100g) 14,98 + 1,40
Fibra Bruta (g/100g) 10,92 + 2,46
Carboidratos (g/100g) 57,08 £1,71
Valor Energético (kcal/100g) 326,25 +9,78
pH 6,02 +0,05

Acidez Titulavel (g de 4cido citrico/mL de solug@o) 1,41 0,03

Dados representam a média + desvio padrdo das triplicatas.

Como podemos observar, destaca-se o alto valor energético (326,25 kcal.g™!), matéria
seca (89,58 g.g’), carboidratos com 57,08 g.g”!, e os menores valores foram para cinza (1,40
g.g") e acidez titulavel (1,41 gmL™! de solugdo). Comparando estes achados com o trabalho
realizado por Antunes (2011), os valores encontrados foram: valor energético do p6 comercial
(336,8 kcal.g™!), carboidratos (62,8 g.g™!) e cinzas (1,7 g.g™!) evidenciando resultados similares
com o pd comercial de Manaus.

Segundo Oliveira (2021), o valor energético encontra-se em apenas 201,15
kcal.gl e 31,25 g.g’! para carboidratos. Além disso, o autor observou que as fibras totais
apresentam 43,10 g.g”!, enquanto que em nosso trabalho obteve-se apenas 10,92 g.g”'.

Alves e colaboradores (2021), destacam sobre composi¢ao centesimal com cascas
do guarana onde foi verificado diferencas entre os valores quando comparado com as
andlises do po do guarana, pois a umidade foi de 61,94 g.g”!, carboidratos 42,71 g.g!l e
cinzas 1,81 g.g’!.

Além disso, o pH do p6 do guarana comercial obtido neste estudo foi de 6,02 o que
corrobora com o trabalho de Antunes (2011) que obteve valor do pH similar, com 5,67.

Esses resultados evidenciam que o p6 do guarana nao ¢ um produto de acidez elevada.

5.3.4. Determinacio de cor do guarana

A determinag¢do de cor do guarand foi dividida em duas amostras, em vista que a
aquisi¢ao do ultimo p6 do guarana aparentava ser mais claro. Dessa forma, a amostra G1 foi
incorporada nos extratos alcoolicos e G2 nos extratos hidroalcodlicos.

As coordenadas de cromaticidade da amostra G1 apresentaram tendéncia ao amarelo
(+b*), apesar de ter uma leve tendéncia para o vermelho também. A luminosidade (L*) foi

intermediaria, variando entre 46,94 a 50,93 conforme a Tabela 9.
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Tabela 9. Determinagdo de cor do guarana (Paullinia cupana), proveniente de Maués.
Amostras L* a* b*
Gl 49,16 £2,03 15,15+0,23 27,58 + 0,46
L*: escala de zero (preto) a 100 (branco);
+a* (vermelha) até —a* (verde);
+b (amarela) até —b* (azul).
Dados representam a média + desvio padrdo das triplicatas.

A amostra G2 indicou um produto mais claro, com a luminosidade (L*) foi acima do
intermediario, com valores entre 70,59 a 71,00. As demais coordenadas de cromaticidade
também apresentaram tendéncia ao vermelho (+a*) e amarelo (+b*), como pode ser observado
na Tabela 10.

Em comparacdo com a amostra G1, apresentou pouca diferenga entre os valores das
coordenadas de cromaticidade, mas em relacao a luminosidade, o valor foi mais alto indicando

um material mais claro.

Tabela 10. Determinagdo de cor do guarana (Paullinia cupana), proveniente do empodrio de Manaus.
Amostras L* a* b*
G2 70,83 £0,21 10,14 + 0,06 21,17 £0,30
L*: escala de zero (preto) a 100 (branco);
+a* (vermelha) até —a* (verde);
+b (amarela) até —b* (azul).
Dados representam a média + desvio padrdo das triplicatas.

5.4. DETERMINACAO DE CAFEINA DO GUARANA
Na Tabela 11 sdo apresentados os teores de cafeina determinados em pod e extratos de

guarana, cuja extracao foi realizada empregando diferentes métodos.

Tabela 11. Teor de cafeina do p6 e extratos de guarana (Paullinia cupana Kunth).

Item Amostra Concentracio de Cafeina (mg) Desvio Padrao
1 Po do guarana — 1 28,4 mg/ 1 g de amostra 1,1
2 P6 do guarand — 2 18,9 mg/ 1 g de amostra 0,8
3 Extrato Hidroalcoolico 3,1 mg/ mL de extrato 0,6
4 Extrato Alcoolico 10,9 mg / mL de extrato 0,5

Seguindo o valor encontrado para o extrato hidroalcodlico de guarana, foi observado
que atingiu o teor minimo de cafeina (3 mg.g') que um produto com guaran4, a base de po,

deve conter, segundo a Resolugdo n® 12 de 1978.
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De acordo com Antunes (2011), as suas amostras de p6 de guarand comercial
apresentaram teores de 39, 82 mg.g™!, seguido dos teores presentes nas sementes com 35,63
mg.g”!, polpa com 0,03 mg.g"! e casca com 0,02 mg.g™.

O estudo de Tfouni e colaboradores (2007) com diversas marcas de p6 de guarana
indicou os teores médios de 14,18 a 28,79 mg.g™! de pd, seguindo outra metodologia analitica.
As diferengas encontradas em suas amostras, possivelmente, se devem a procedéncia e ao
processo a que a matéria-prima foi submetida.

Da mesma forma, foi observado que o p6 de guarana—1 e p6 de guaranad—2 apresentaram
diferengas, apesar de ambos terem a procedéncia de Maués. Logo, pode ter ocorrido a hipotese
levantada por Tfouni e colaboradores (2007). Entretanto, os valores encontrados se assemelham
com os estudos acima, exceto para o teor do p6 de guarana de Antunes.

O extrato concentrado de guarana do estudo de Bortolini e colaboradores (2010),
apresentou 9,9 g.mL™! de cafeina, sendo o segundo valor encontrado, e é inferior ao café soltuvel
com 34,81 gmL"!. O diferencial nesse estudo foi os outros componentes avaliados, como a
bebida de cola com 1,8 gmL™! de cafeina, bebida energética (0,76 g.mL™") e cha preto (2,99
gmL™).

Logo, o resultado encontrado no presente estudo com extrato de guarana alcodlico foi
similar ao encontrado no extrato concentrado do estudo de Bortolini ¢ colaboradores (2010). E
o extrato hidroalcodlico, apesar de ser o menor teor, revelou possuir mais cafeina que o cha

preto, bebida energética e bebida de cola.

5.5.  ENSAIOS FARMACOLOGICOS
5.5.1. Avaliacdo comportamental, sistémica e toxicidade aguda

A avalia¢do comportamental e sist€émica consistiu em realizar teste de campo aberto e
de bastdo com intuito de observar o comportamento emocional e exploratorio. Os parametros
observados foram descritos na Tabela 12.

Os camundongos machos e fémeas tratados via intraperitoneal com o 6leo essencial dos
rizomas e raizes de Z zerumbet, nas doses de 250 mgkg'; 500 mgkg'; e 1000 mgkg!
apresentaram leve ataxia (comprometimento da coordenagao motora), pouca motilidade,
sonoléncia, piloerecdo, ndusea, anestesia, frequéncia cardiaca normal, cocaram o focinho,

lamberam as patas e o local de aplicacao.
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Entretanto, para a dose de 1000 mg.kg™! foi possivel observar dispneia (falta de ar),
paraparesia (perda parcial das fungdes motoras dos membros inferiores e superiores) e cianose
(coloracao azulada da pele).

Os camundongos tratados via oral apresentaram os mesmos sintomas observados da via
intraperitoneal no quesito coordenacao e sistémico, com exce¢do da baixa frequéncia cardiaca.
E nos controles, os pardmetros similares observados foram piloerecao, depressdo passageira,
lamber as patas e cogar o focinho.

Os resultados da avaliagao toxicoldgica do 6leo essencial de Z. zerumbet nas doses 250
mgkg'; 500 mg.kg!; e 1000 mg.kg! demostraram que o mesmo possui baixo efeito toxico por
ocorrer uma morte na dose de 250 mg.kg™!, duas mortes em 500 mg.kg™! e trés mortes em 1000
mg.kg!, no periodo de 10 dias. Para via oral, a dose de 1500 mg.kg™!' apresentou uma morte
durante o teste, e na dose de 2500 mg.kg! ndo teve morte.

Os efeitos gerais observados nos animais foram os mesmos encontrados por Pinheiro
(2009), pois em seu trabalho relatou que os animais ndo apresentaram efeitos toxicos para as

doses aplicadas até 5000 mg.kg™!.
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Tabela 12. Avaliagdo comportamental e sistémica do 6leo essencial dos rizomas e raizes de Zingiber zerumbet por 14 dias de observagio.

PARAMETROS E TEMPO DE OBSERVACAO

9° 10° 11°  12°  13° 14°

. uantidade de
Via Grupos Q animais o 5 di 30 di £ di 5° 6° 7° 8 di
1° dia dia dia dia dia_ dia__dia dia  gia  dia  dia  dia dia_dia
Grupo 3 - Lambeu as patas, local e cogou o focinho; Ataxia; Piloeregdo; Freq. (aln?rlr(l):;ec y
250 fn Kk 5M/S5F Sem motilidade; Piloeregdo; Nausea; Sonoléncia; Piloeregdo; Freq. cardiaca elevada cardiaca elevada; 1 Vivos, ativos e s/ sintomas tratamento. Vivos, ativos e s/ sintomas
ke Sensibilidade; Freq. cardiaca elevada macho ¢/ diarreia >
fémea)
2 mortes (animais ¢/ ;{[;Zg: i
§ Lambeu as patas, local e cogou o focinho; Ataxia; tratamento, fémca N (fémeas e
= Grupo 2 - B i B 5 nix ? macho); Palidez na . . . X
3 5M/5F Sem motilidade; Paraparesia; Piloeregdo; Nausea; Vivos, ativos e s/ sintomas machos);
k= 500 mg/kg . . fémea (patas e rabo) e .
5 Sonoléncia; Anestesia; Freq. cardiaca normal . . Piloeregao
2, Hiperemia no macho; ;
g Vivos ¢/ piloeregio demasiado
= P ¢ (machos)
Lambeu as patas, local e cogou o focinho; Ataxiae 1 morte (animal ¢/ tratamento, macho); 1 morte 1 morte (animal ¢/
. B . X . tratamento, fémea);
Paraparesia (2 tratamentos); Sem motilidade; (animal ¢/ tratamento, fémea); Hiperemia na . . .
Grupo 1 - . . ik A P ) . X . Hiperemia na fémea; Vivos ¢/ edema . . o ~
5M/5F Piloeregdo; Nausea; Sonoléncia; Freq. cardiaca fémea; Dispneia ¢ Cianose (1 tratamento, . . - . . Vivos ¢ ativos e (machos); Piloere¢do (machos)
1000 mg/kg . . . . . . . N . Vivos com piloeregdo, intraperitoneal
normal; Cianose, Dispneia ¢ Anestesia (1 animal ¢/ fémea); Vivos c/ piloeregdo e freq. cardiaca .
freq. cardiaca elevada;
tratamento) elevada . .
1 fémea com dispneia
Lambeu as patas e cogou o focinho; Ataxia;
Grupo 4 - 5T Motilidade; Piloere¢do; Anestesia; Freq. cardiaca Vivos. ativos e s/ sinfomas
_ 1500 mg/kg baixa; Nausea; Dispneia; 1 morte (animal ¢/ ?
g tratamento, f€mea), palidez (patas e rabo)
Grupo 5 - Lambeu as patas e cogou o focinho; Ataxia;
25 00pm Ik SF Motilidade; Piloerecdo; Sonoléncia; Freq. cardiaca Vivos, ativos e com pouca piloeregdo
ke normal, Nausea
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5.5.2. Atividade anti-inflamatoria do gengibre amargo: edema de pata induzido por
formalina

A avaliagdo anti-inflamatéria ocorreu por meio da indu¢ao do edema de pata dos R.
novergicus (Wistar) com formalina a 2%. A formalina ocasiona dor moderada e continua gerada
pelo tecido lesionado (Tjolsen et al., 1992). O teste com formalina ¢ considerado um modelo
valido para a avaliagdo anti-inflamatdria, pois ativa os neurdnios nociceptivos para ocorrer a
liberacdo de mediadores do processo inflamatorio, como histamina, bradicinica e
prostaglandinas (Valderramas, 2006).

Apos a liberagdo de mediadores, ocasiona o edema na pata devido a agdo de varios
mediadores pro-inflamatorios derivados do plasma ou das células envolvidas na resposta
inflamatéria. Logo, o edema ¢ o resultado entre varios mediadores que aumentam a
permeabilidade vascular (Castro, 2015).

Nesse sentido, o teste de edema de pata com formalina detecta a atividade anti-
inflamatoria do tipo ndo esteroidal, além de agentes anti-histaminicos e anti-serotoninérgicos
(Valderramas, 2006).

De acordo com o Figura 31, foi observado a inflamag¢do do edema de pata induzido por
formalina para a realizacdo do tratamento' com controle positivo, a indometacina 50 mg.kg™,
e com a dose de 500 mg.kg™! do 6leo essencial de Z. zerumbet.

Conforme os resultados na Tabela 13, podemos observar que nao houve diferencga
estatistica significativa, de acordo com o teste de Tukey, entre os tratamentos com 20 e 40
minutos. Entretanto, com 1 hora de tratamento foi observado diferenga estatistica do 6leo
essencial sobre o controle negativo, que perdurou por até 2 horas. Em relagdo ao 6leo essencial
quando comparado com o controle positivo apresentaram valores semelhantes (p> 0,05). Apds
3 e 4 horas, nenhum dos tratamentos apresentaram diferenga significativa.

O estudo da atividade anti-inflamatoria com carragenina (1%) de Machado (2015),
utilizando extrato bruto de Z. zerumbet, apresentou efeitos para 500 mg.kg™' comparados ao
anti-inflamatorio comercial, indometacina, com atuacao até 2 horas. Assim como, foi possivel

constatar a atividade anti-inflamatoria para 500 mg.kg™! com 6leo essencial de Z. zerumbet.

! Controle negativo — Tween 20 com soro fisiologico (10 ml kg™!);
Controle positivo — indometacina (10 ml kg™');
OERZZ — 6leo essencial do rizoma de Z. zerumbet (500 mg kg™).
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Figura 31. Inflamacdo do edema de pata em Ratos Wistar.

Tabela 13. Inflamagio das patas de Ratos Wistar de acordo com o tempo de tratamento.

Tempo Controle - Controle + OERZZ (500 mg/kg)
20 min a a a
40 min a a a

lh ab a ac*

2h ab a ac*

3h a a a

4h a a a

N7
INPA
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Obs.: Médias seguidas de mesma letra, na vertical, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5%.

5.6. FORMULACAO DA BEBIDA ENERGETICA

As bebidas energéticas formuladas com extratos de 6leo essencial e hidroalcodlico do

gengibre amargo apresentaram caracteristicas organolépticas tnicas e peculiares, que garantem

interesse comercial (Figura 32). Dessa forma, essas formula¢des poderdo viabilizar a

comercializacdo de alimentos com extratos vegetais, como 6leos essenciais, favorecendo a

ampliacao industrial para a geragao de coprodutos.
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Figura 32. Bebidas energéticas com gengibre amargo e guarana.

Fonte: Ana Karoline Alves de Souza.

A mistura foi composta por taurina, agucares € 4gua em concentragdes iguais para as 12
formulacdes. A quantidade de taurina e agucar foram testadas com concentragdes baixas, com
o intuito de garantir um produto funcional, com indica¢cdes de consumo para diabéticos,
hipertensos, e entre outras doengas cronicas.

Os ingredientes adicionais, os aditivos alimenticios, foram os extratos de gengibre
amargo ¢ de guarand, sendo trés bebidas com cada extrato em concentragdes iguais. Ou seja,
para cada bebida foi testado o agucar, o extrato do guarana e o extrato de gengibre. Da mesma
forma que foi mencionado acima, a ideia de utilizar concentra¢des baixas estd relacionada com
a quantidade de cafeina presente nos extratos do guarand, e no caso do gengibre, ¢ em
decorréncia das caracteristicas sensoriais, quesito sabor.

Os xaropes simples, realizados com extratos de guarana, foram elaborados de acordo
com a legislacdo (BRASIL, 2009), e atendeu o valor de °Brix apropriado, aproximadamente de
50 °Brix (Celestino, 2010). E em conjunto com a concentracao dos extratos de gengibre amargo,
conferiram o equilibrio de sabores entre doce e o amargo.

Evidencia-se que, por meio de estudos cientificos, o gengibre amargo e guarana
apresentam atividades farmacolédgicas de interesse. Logo, acreditamos que a interagdo entre as

espécies resultara em uma maior efetividade quando incorporados nesse alimento.
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5.7.  ANALISES FiSICO-QUIMICA DAS BEBIDA ENERGETICAS
5.7.1. Determinacio de pH, °Brix e acidez titulavel das formulagdes das bebidas
energéticas

Os valores de cada parametro para as bebidas com o extrato alcoolico de guarana
encontram-se na Tabela 142, e com extrato hidroalcodlico de guarana na Tabela 15.

O pH das bebidas com extratos alcodlicos de guarana e extratos de gengibre amargo
variou entre 5,30 a 7,40. Sendo que as bebidas Al e A4, com aglicar mascavo, apresentaram
valores de pH 7, indicando um alimento neutro. Em contrapartida, A3 e A6, com xilitol, tiveram
pH baixos (5,53 e 5,30 respectivamente), tornando-as em bebidas levemente acidas, assim como
as demais bebidas elaboradas com demerara que apresentaram pH 6.

Os solidos solaveis das bebidas apresentaram 18 a 19,40 °Brix. Todas as formulagdes
foram incorporadas com a mesma quantidade de agucar ou edulcorante, e ocasionou
similaridade nos valores, com exce¢dao da A5 (19,40 °Brix), elaborada com demerara e 6leo
essencial de gengibre amargo.

Os valores de acidez titutivel variaram entre 0,13 2 0,27 g.mL™! de solu¢do. Assim como
foi observado no pH, a acidez titulavel também apresentou valores mais altos para bebidas com
acucar mascavo (A1 =0,19 e A4 =0,27 g.mL"), seguidas do agticar demerara (A2 =0,17 ¢ A5
= 0,24 g.mL™) e por altimo o edulcorante xilitol (A3 =0,13 e A6 = 0,19 g.mL™).

Outro fator observado tanto no pH como na acidez titulavel foi a similaridade de valores

mais altos para as bebidas incorporadas com o 6leo essencial de gengibre amargo (A4 a A6).

Tabela 14. Composicao nutricional das formula¢des com extrato alcoolico de guarana.

Bebidas pH °Brix Densidade Acidez Titulavel
Al 7.23 £0.06 18.93+0.12 1.074 £ 0.00 0.19+0.01
A2 6.03 £0.06 18.73 £ 0.12 1.073 £ 0.00 0.17+£0.01
A3 5.53+0.06 18.20 + 0.00 1.071 £ 0.00 0.13+£0.01
A4 7.40+0.00 18.00 + 0.00 1.070 + 0.00 0.27 £0.01
A5 6.43 £0.06 19.40 + 0.00 1.075 + 0.00 0.24 +0.00
A6 5.30+0.00 18.40 + 0.00 1.071 + 0.00 0.19+0.01

Dados representam a média + desvio padrdo das triplicatas.

2 Bebida Al a A3 = Extrato alcoolico de guarand e de gengibre (mascavo, demerara e xilitol, respectivamente);

Bebida A4 a A6 = Extrato alcoodlico de guarana e o6leo essencial de gengibre (mascavo, demerara e xilitol,
respectivamente).
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Por outro lado, o pH das bebidas com extratos hidroalcoodlico de guarana e extratos de
gengibre amargo® apresentou bebidas levemente acidas e neutras, variando de 6,23 a 7,10 com
excecao da H4 com pH 8. As bebidas H4 com mascavo e H6 com xilitol apresentaram os
maiores valores de pH com 8,17 e 7,10 respectivamente. No entanto, o menor pH foi verificado
nas bebidas H1 (mascavo com 6,27) e H2 (demerara com 6,23). Ou seja, nessas formulagdes
ndo foi observado similaridade nos valores do pH de acordo com o agtcar utilizado.

Nessas bebidas com extrato hidroalcoodlico de guarana foi observado um leve aumento
do teor dos sélidos soltiveis em comparagdo com as bebidas com extrato alcoodlico. A bebida
com xilitol apresentou °Brix mais elevados (H3 com 22,40 °Brix e H6 com 22,60 °Brix), ¢ a
bebida com aglicar mascavo tiveram os valores mais baixos (HI com 19,40 °Brix e H4 com
19,00 °Brix).

Os valores de acidez titutavel variaram entre 0,11 a 0,17 g.mL"!. Sendo que as bebidas
com extrato hidroalcoodlico de gengibre (H1 a H3) apresentaram valores iguais e ndo tiveram
diferenca quanto ao aglicar utilizado, com a exce¢do do H2 com demerara (0,11 g.mL™).

Em contrapartida, as bebidas H4 a H6 apresentaram valores decrescentes quanto ao
agucar utilizado, sendo que o H4 com mascavo apresentou o maior valor (0,17 gmL™!) e H6
com xilitol indicou o menor valor (0,15 g.mL"). Além disso, essas bebidas incorporadas com
0leo essencial de gengibre amargo apresentaram maiores indices de acido citrico, quando
comparadas com Al a A3 (0,13 2 0,19 g mL') e HI a H3 (0,11 a 0,15 g mL") que possui

valores mais baixos.

Tabela 15. Composicao nutricional das formula¢des com extrato hidroalcodlico de guarana.

Bebidas pH °Brix Densidade Acidez Titulavel
H1 6.27 +0.06 18.40 + 0.00 1.072 £ 0.00 0.15+0.01
H2 6.23 +0.06 19.20 + 0.00 1.075+0.00 0.11+0.01
H3 6.43 £0.06 22.40 +0.00 1.087 £ 0.00 0.15+0.01
H4 8.17+0.06 19.00 = 0.00 1.074 £ 0.00 0.17+0.01
H5 6.33+0.06 20.00 + 0.00 1.078 £ 0.00 0.16 £ 0.00
H6 7.10+0.00 22.60 + 0.00 1.088 +0.00 0.15+0.01

Dados representam a média + desvio padrdo das triplicatas.

3 Bebida Hl1 a H3 = Extrato hidroalcodlico de guarand e de gengibre (mascavo, demerara e xilitol,
respectivamente);
Bebida H4 a H6 = Extrato hidroalcoolico de guarana e dleo essencial de gengibre (mascavo, demerara e xilitol,
respectivamente).
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De acordo com Narvaez (2022), na elaboragdo de bebida energética com cacau
(Theobroma cacao L.) e café (Coffea), o pH de bebidas energéticas deve estar abaixo de 4,50
e com isso, suas formulacdes apresentaram valores de pH 3,85 e 3,53.

O estudo de Pinto (2019), com bebidas energéticas comercializadas, apresentou pH
entre 2,86 e 3,52 indicando alto indice de acidez como as de Narvaez. Assim como, no trabalho
de Santos e colaboradores (2017), também foi possivel observar bebidas energéticas
industrializadas com o pH variando de 1,50 a 2,50.

Viérios estudos investigaram o valor do pH em bebidas energéticas comercializadas por
conta da desmineralizagdo na superficie do dente, que ¢ provocada por pH acidos (abaixo de
5,5), podendo comprometer o esmalte dental (Santos, 2017). Outro fator de investigagao € sobre
o pH relacionado com a temperatura e armazenamento, mas estudos sugerem que nao ha
diferenca estatistica no pH das bebidas formuladas em 60 dias de armazenamento, mesmo que
com 90 dias seja possivel observar uma tendéncia decrescente do pH (Nik; Vazifedoost, 2020).

Os solidos soliiveis encontrados nas bebidas energéticas industrializadas apresentaram
valores entre 2,50 a 12,75 °Brix, sendo que apenas uma amostra indicou 2 °Brix, em razao da
sua proposta por conter menos calorias. As demais bebidas energéticas possuiram similaridade
de teor de solidos soluveis (Santos et al., 2020).

Segundo Nunes (2016), a bebida energética para atletas com polpa de Jameldo
(Syzygium cumini) apresentou valor de solidos soluveis entre 5 a 14 °Brix. O teor mais baixo
continha quantidade de agucar similar as demais formulagdes. E as outras bebidas indicaram
quanto maior a quantidade de polpa e mix de carboidratos, maior seria o °Brix, e com acucares
industriais mostrou que a acidez da bebida foi de 44,2 g.mL"!. Entretanto, o estudo de Santos e
colaboradores (2020) com bebidas industrializadas indicaram valores entre 0,25 e 0,80 g.mL,
sendo valores mais proximos das bebidas energéticas com extrato alcodlico de guarana e agucar
mascavo.

Segundo Pinto (2019) e Santos e colaboradores (2020) o pH e a acidez titulavel sdo
fatores indicativos da erosdo dentdria quando a apresentarem baixo valor de pH e
consequentemente alta acidez tituldvel. Desta forma, ambas as bebidas elaboradas nesse projeto
nao sao fatores extrinsecos para a erosao dentaria.

A legislagdo vigente para o preparo de compostos liquidos prontos para consumo, que
incluem as bebidas energéticas, ainda ndo especifica valores minimos e maximos com relagao

ao nivel de acidez e pH para as bebidas energéticas (Santos et al., 2017).
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5.7.2. Determinacio de cor das formulacées das bebidas energéticas

A determinagdo de cor das bebidas energéticas com extratos alcodlicos do guarana
apresentaram coordenadas de cromaticidade com tendéncia ao vermelho (+a*) e amarelo (+b*).
O valor médio de luminosidade (L*) variou de 25,36 a 48,37. Logo, somente a bebida A4*
apresentou luminosidade mais baixa (mais escura) e cromaticidade a* positivo maior em

comparac¢do com as demais (Tabela 16).

Tabela 16. Determinagdo de cor das formulagdes com extrato alcodlico de guarana.

Amostras Formulacgoes L* a¥ b*
1 41.09+4.18 8.79 £ 0.07 23.74 £ 1.17
2 45.16 +£5.47 5.75+0.10 26.30+0.84
A 3 48.37+£5.77 3.25+0.14 16.07 £0.63
4 25.36+2.00 11.14£0.30 25.35+0.57
5 44.28 +1.86 6.22+0.36 20.92 +1.99
6 46.04 +2.33 4.09 £0.62 15.39+£2.03

L*: escala de zero (preto) a 100 (branco);

+a* (vermelha) até —a* (verde);
+b (amarela) até —b* (azul).

Dados representam a média &+ desvio padrao (DP*) das triplicatas.

Em relacdo as bebidas energéticas com extratos hidroalcodlicos do guarana
apresentaram coordenadas de cromaticidade com luminosidade (L*) 29,96 a 62,27 indicando
bebidas mais claras do que as bebidas com extrato alcodlico. A tendéncia foi ao vermelho (+a*),
variando de 1,90 a 11,10 e amarelo (+b*) para as amostras H1 a H5 (0,16 a 25,81), e azul para
H6 (-2,02) (Tabela 17).

Tabela 17. Determinagdo de cor das formulagdes com extrato hidroalcoodlico de guarana.

Amostras Formulagdes L* a* b*
1 30.76 £ 6.70 11.10+0.61 2581 +1.74
2 62.27 +£5.96 3.23+0.10 10.91 +£0.72
u 3 60.92 +1.74 2.48 £ 0.08 0.16£1.03
4 2996+ 5.11 10.94 + 0.69 25.78 +1.51
5 58.08 +£3.45 1.90+0.13 8.50+0.54
6 57.09 + 5.95 2.79+0.18 -2.02+0.43

L*: escala de zero (preto) a 100 (branco);

+a* (vermelha) até —a* (verde);
+b (amarela) até —b* (azul).

Dados representam a média & desvio padrao (DP*) das triplicatas.

4 Bebida A4 = Aclicar mascavo, extrato alcodlico de guarana e 6leo essencial de gengibre amargo.
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6.  CONCLUSAO

* O 0leo essencial de Z. zerumbet das amostras frescas com menor tempo de extragdo ndo
apresentou diferenga em relacdo a sazonalidade climatica de Manaus. Em contrapartida, as
amostras secas em estufa, com o mesmo tempo de coleta, indicaram variabilidade sazonal para

o més de agosto (periodo seco);

+ Comparando as amostras frescas e secas em estufa sobre o percentual de rendimento do
Oleo essencial Z. zerumbet apresentou diferenga estatistica entre os meses sazonais, €
determinou que a secagem em estufa apresentou os melhores percentuais de rendimento. O
aumento de tempo de coleta dos 6leos essenciais se mostrou ineficiente, uma vez que a maior

parte do Oleo ¢ extraido nas primeiras horas de processo;

* A andlise de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa do 6leo essencial
dos rizomas e raizes de Z. zerumbet detectou sete componentes quimicos, com destaque para a
zerumbona, composto majoritario em todas as amostras, exceto para uma unica fragdo seca em

estufa;

* A andlise fisico-quimica do gengibre amargo apresentou diferenga em comparagéo com
os dados da literatura, em razdo do processamento do material ser realizado com outra

metodologia;

* A fisico-quimica do guarana apresentou resultados similares dos dados verificados na

literatura;

* A concentragdo de cafeina presente no pé de guarana e nos extratos hidroalcoolicos e

alcodlicos estdo de acordo com os teores permitidos pelas legislagdes vigentes;

+ O oleo essencial de Z. zerumbet apresentou baixo efeito toxico para doses aplicadas até
2500 mg.kg! por via oral, como também apresentou o mesmo efeito nas doses aplicadas até
1000 mg.kg™! por via intraperitoneal. Logo, os efeitos gerais observados nos animais foram os

mesmos encontrados na literatura;

+ O oleo essencial de Z. zerumbet apresentou atividade anti-inflamatoria;
62



UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA | N P A
MESTRADO EM BIOTECNOLOGIA T Wk, s

PESQUISAS DA AMAZONIA

+ Os xaropes simples e as bebidas foram elaborados de acordo com a legislagdo. As
formulagdes das bebidas energéticas apresentaram diferenca quanto a composicao quimica das
bebidas energéticas industrializadas, com destaque para pH alcalino. Além disso, conferiram o

equilibrio de sabores entre doce e o amargo.
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8. ANEXOS
ANEXO A

COMPROVACAO SISGEN DO GENGIBRE AMARGO

Ministério do Meio Ambiente :
CONSELHO DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO

SISTEMA NACIONAL DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADO
Comprovante de Cadastro de Acesso
Cadastro n2? A724A4E

A atividade de acesso ao Patriménio Genético, nos termos abaixo resumida, foi cadastrada no SisGen,
em atendimento ao previsto na Lei n® 13.123/2015 e seus regulamentos.

Numero do cadastro: AT24A4E

Usuario: Carlos Cleomir de Souza Pinheiro
CPF/CNPJ: 034.212.012-34

Objeto do Acesso: Patriménio Genético

Finalidade do Acesso:
Pesquisa Cientifica I:| Bioprospecgio I:| Desenvolvimento Tecnoldgico
Espécie

Zingiber zerumbet

Titulo da Atividade: USO DA ZERUMBONA, FORMULAGAO DERMATOLOGICA E/OU
COSMETICA E PROCESSO DE OBTENGAO

Equipe

Carlos Cleomir de Souza Pinheiro INSTITUTO NACIONAL DE PESQUISAS DA AMAZONIA

Resultados Obtidos

Licenciamento de patente

Licenciado: BR 10 2013 025449 5
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ANEXO B
PARECER TECNICO - CEUA

MINISTERIO DA

I N PA CIENCIA, ETIEEEEA%J[?&?

AATITUAG MALIMAL B1
PESCIASAL Dui ARMATOMIR

INSTITUTO NACIONAL DE PESQUISAS DA AMAZONIA
PARECER TECNICO N2 47/2022/SEI-INPA
PARECER CONSUBSTANCIADO E CERTIFICADO SOBRE PROTOCOLOS DE PESQUISAS NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO DE APROVACAQ

Certificamos que a solicitagdo de alteragdo da proposta intitulada "Avaliagio quimica, fisico-quimica e
sensorial dos extratos de genpibre amargo (zingiber zemumbet Smith) e guarana (Paullima cupana Kunth)
para elaboragio de bebida energética como alimento funcional”, que agora passa a ser intimlada "Awvaliacio
quimica, fisico-quimica e farmacolégica dos extratos de gengibre amargo (Zingiber zerumbet Smith)
para a elaboracio de bebida energética™, regisirada com o n° 004/2022, SET 01280.000076/2022-12, sob
a responsabilidade de Ana Karolina Alves de Souza - que envelve a producio, manutencio ou utilizagdo de
animais pertencentes ao filo Cherdata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica
(ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei N® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto
n" 6.899, de 15 de julho de 2009, & com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacio Animal (CONCEA), e foi APROVADA pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS (CEUA) do INSTITUTO NACIONAL DE PESQUISAS DA AMAZONIA - INPA, em reunifo
de 02/05/2022.

Finalidade { ) Ensino (X) Pesquisa Cientifica
Wigéncia da autorizacio: Inicio: 17/02/2022 a Final: 31/01/2023
Espécie/linhagemfraga: Camundongos (Mus musculos) e Ratos [Roftus novergicus) albinos
MNumero de animais: 20, sendo 70 Mus musculus e 10 Raftus novergicus
Peso/Idade: Mus musculus 16 - 20g [ 30 dias - Rattus novergicus 150 - 300g i—“?::
Sexo: M+F
Origem: _ ! Bl Gesint o PR

Jejum de 2h em todas os animais {ratos e camundongos) que

ejum: & g Fiims
1 receberdo administracac via oral.

Carragenina 0,1 mL/pata; Oles Essencial des rizomas de 7.

Inoculagdo: : 3
& zerumbet; Acido acético Glacial {1%); Pentobarbital 50 mg/kg

Data de liberagio do Parecer: 05.05.2022

Raimunda Liege Sours de Abreu - Presidente CELA-INPA - PO OL1L2020

Seil Documento assinado eletronicamente por Raimunda Liege Souza de Abreu, Pesguisador(a) em
. [2] Ciéncia e Tecnologia, em 05/05/2022, as 18:06 (hordrio oficial de Brasilia), com fundamento no § 32

assinatura

eletrdnita do art. 42 do Decreto n? 10.543, de 13 de novemnbro de 2020,

N7
INPA

INSTITUTO NACIONAL DE
PESQUISAS DA AMAZONIA
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