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RESUMO

A Curcuma longa L. também conhecida como açafrão da terra, é uma espécie de planta

originária do continente asiático, sendo muito apreciada como especiaria na culinária pe-

las suas características organolépticas bem marcantes, como aroma e coloração intensa.

Devido a essas características, seu uso tem sido expandido para a indústria de alimentos,

sendo empregado como substituto de alguns corantes artiĄciais, embora pesquisas recentes

têm demonstrado seu potencial na área da medicina. Até então, pouco se conhece sobre

a composição química da cúrcuma comercializada no Brasil e sobre as substâncias bioa-

tivas associadas a capacidade antioxidante. Este trabalho tem como objetivo caracterizar

a Curcuma longa L. distribuída comercialmente nas regiões sudeste e nordeste do Brasil,

in natura e em pó, levando em consideração sua composição físico-química, o perĄl dos

ácidos graxos, perĄl dos Ćavonoides e propriedades antioxidantes. Quanto a composição

centesimal, os extratos da cúrcuma apresentaram aproximadamente de umidade (3-10%),

cinzas (1,7-7%), proteína (7-10%), Ąbras totais (1-10%), carboidrato (61-73%) e lipídeos

(2-5%). Dentre os ácidos graxos estudados, o ácido linoleico (18:2n-6trans) seguido do

ácido oléico (18:1n-9cis), foram os majoritários para a maioria das amostras analisadas.

Para a análise de Ćavonoides totais e avaliação da capacidade antioxidante, primeiramente

foi otimizado o processo de extração, que Ącou estabelecido com água e metanol (25:75).

A caracterização dos Ćavonoides foi feita com a utilização do HPLC-DAD, utilizando co-

luna de fase-reversa C18 e fase móvel composta por água acidiĄcada (0,05% ác. acético)

e metanol, utilizando a quercetina, kaempferol, rutina, apigenina, luteolina e narigenina

a 10(µg/mL) e a mirigenina a 0,32(µg/mL) como padrões. A capacidade antioxidante

foi avaliada por técnicas tradicionais como DPPH, FRAP, TEAC e ORAC, além das es-

pécies reativas de oxigênio (ác. hipocloroso, peróxido de hidrogênio e ânion superóxido).

As análises de capacidade antioxidante DPPH, FRAP, TEAC e ORAC, (equivalentes ao

padrão trolox) demonstrou melhores resultados para a amostra 1 na maioria das técnicas

realizadas. Dentre as amostras em pó comercial, a amostra 2 destacou-se positivamente

apresentando os melhores resultados. Para a análise das espécies reativas, a amostra 1 de-

monstrou a melhor ação de inibição IC50 para o ensaio de captação do ácido hipocloroso e

a amostra 5 para o ensaio de captação do radical peróxido de hidrogênio nas concentrações

analisadas, não sendo possível a obtenção de resultados positivos para ensaio do ânion

superóxido devido a pigmentação da cúrcuma ter causado interferência nos resultados.

Palavras-chaves: cúrcuma; ácidos graxos; capacidade antioxidante; Ćavonoides.



ABSTRACT

Curcuma longa L., also known as earth turmeric, is a native plant species from the Asian

continent and it is very appreciated as a spice in cooking because of its remarkable

organoleptic characteristics such as intense aroma and coloring. Due to these charac-

teristics, it has been used in the food industry, being employed as a substitute for some

artiĄcial dyes, in addition to its potential in medicine. Until now, little is known about

the chemical composition of turmeric marketed in Brazil and the bioactive substances

associated with antioxidant capacity. That said, this work aims to characterize the Cur-

cuma longa L. commercially distributed in the southeastern and northeastern of Brazilian

regions, in natura and powder, taking into account its physicochemical composition, fatty

acid proĄle, Ćavonoid proĄle and antioxidant properties. As for the centesimal composi-

tion, the extracts of turmeric presented approximately moisture (3-10%), ash (1.7-7%),

protein (7-10%), total Ąbers (1-10%), carbohydrate (61-73%) and lipids (2-5%). Among

the fatty acids studied, linolelaic acid (18: 2n-6trans) followed by oleic acid (18: 1n-9c) were

the majorities for most of the samples analyzed. For the analysis of total Ćavonoids and

evaluation of the antioxidant capacity, the extraction process was Ąrst optimized, which

was established with water and methanol (25:75). The characterization of the Ćavonoids

was perfomed by means of HPLC-DAD, using a reverse phase C18 column and mobile

phase composed of acidiĄed water (0.05% acetic acid) and methanol, by using quercetin,

kaempferol, rutin, apigenin, luteolin and narigenin at 10 (µg/ml) and 0.32 µg/ml miri-

genin as patterns. The antioxidant capacity was evaluated by traditional techniques such

as DPPH, FRAP, TEAC and ORAC, as well as the reactive oxygen species (hypochlorous

acid, hydrogen peroxide and superoxide anion). The antioxidant capacity analyzes, such

as, DPPH, FRAP, TEAC and ORAC (equivalent to the trolox standard) showed better

results for sample 1 in most of the performed techniques. However, among the commer-

cial powder samples, sample 2 was positively highlighted, presenting the best results. For

the analysis of the reactive species, sample 1 had the best inhibition action IC50 for the

hypochlorous acid uptake assay and sample 5 for the hydrogen peroxide radical uptake

assay at the analyzed concentrations and it was not possible to obtain considerable results

for superoxide anion assay due to pigmentation of turmeric causing interference in our

results.

Key-words: turmeric; fatty acids; antioxidant capacity; Ćavonoids.
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1 INTRODUÇÃO

O Brasil, por conter uma grande extensão territorial, apresenta uma ampla diver-

sidade cultural e natural, garantindo com isso o emprego de uma variedade de temperos

e condimentos bastante expressivos.

Dentre as diversas variedades de especiarias utilizadas em nosso país, a Curcuma

longa L. tem apresentado destaque no aumento de seu consumo, devido as suas caracte-

rísticas organolépticas bem peculiares, aroma próprio, sabor picante levemente amargo,

com uma coloração amarela-acinzentada quando in natura, amarelo-alaranjado em suas

rupturas e amarelo escuro quando em pó (ANVISA, 1978), conferindo as preparações

culinárias, principalmente aroma e coloração intensa e marcante.

O termo especiaria é deĄnido como material seco da planta que normalmente é

acrescentado ao alimento para melhorar o Ćavor. Podem ser acrescentadas nos alimentos

de várias formas, como inteiras, frescas, secas, como extratos isolados e/ou óleo essencial

(MADSEN; BERTELSEN, 1995). Os componentes provedores de sabores existentes nas

especiarias consistem de compostos como álcoois, ésteres, aldeídos, terpenos, fenóis, ácidos

orgânicos e muitos outros elementos, que não têm sido totalmente identiĄcados (SAGDIC,

2003).

Em virtude dessas características, seu uso tem sido apreciado também nas indús-

trias de alimentos, sendo empregada como substituto natural a alguns corantes artiĄciais,

como o amarelo tartrazina, cuja pigmentação é semelhante a coloração natural da cúr-

cuma. Essa característica pode ser usada para conferir cor as massas de macarrão, molhos,

queijos, sorvetes, salgadinhos tipo “chipsŤ, margarinas e carnes (FILHO et al., 2000).

Segundo Barankevicz (2015), a cúrcuma pode ser utilizada como antioxidante na-

tural, pela ação de alguns componentes bioativos presentes. A atividade antioxidante está

relacionada, principalmente, com a presença de compostos fenólicos. Compostos como

os Ćavonóides e terpenóides (timol, carvacrol, eugenol e curcumina) também apresentam

atividade antioxidante (SAGDIC, 2003).

A curcumina por possuir uma forte atividade antioxidante, tem sido intensiva-

mente estudada como agente anticancerígeno, sendo veriĄcado o seu papel na indução da

apoptose e como quimio-protetor na inibição da formação de metástases em cancros da

mama (BACHMEIER et al., 2008).

A Curcuma longa L, também conhecida como açafrão, é uma espécie de planta

originária do continente asiático. Ela é considerada uma planta de pequeno porte, sendo

o rizoma a parte com maior aproveitamento (DALBY, 2000; VILELA; ARTUR, 2008;

SUETH-SANTIAGO et al., 2015). O rizoma pode ser facilmente encontrado in natura
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ou desidratado em forma de pó e seu uso tem tido diversas aplicações além da culinária,

sendo aplicada para Ąns terapeuticos em artrites, doença de Alzheimer, asma, alergias, e

Ąns culturais para coloração da pele (SILVA; PINTAO, 2008; SUETH-SANTIAGO et al.,

2015).

Atualmente pouco se conhece sobre a composição química da cúrcuma comer-

cializada no Brasil, com isso, faz-se necessário um estudo mais abrangente sobre essa

especiaria, para que haja uma maior difusão da sua utilização, mostrando além das suas

características químicas, as substâncias bioativas associadas a capacidade antioxidante

que ela possui, uma vez que os trabalhos que alavancaram e chamaram a atenção para a

cúrcuma até então, estão relacionados ao seu composto majoritário que é a curcumina.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Caracterizar a Curcuma longa L. distribuída comercialmente nas regiões sudeste e

nordeste do Brasil, in natura e em pó, quanto a sua composição físico-química, perĄl dos

ácidos graxos, perĄl dos Ćavonoides e propriedades antioxidantes.

2.2 Objetivos EspecíĄcos

∙ Determinar a composição físico-química da cúrcuma comercial em pó e in natura;

∙ Avaliar o teor lipídico quanto a composição dos ácidos graxos;

∙ Otimizar e validar um método de extração para os Ćavonoides na cúrcuma;

∙ IdentiĄcar e quantiĄcar os Ćavonoides majoritários presentes na amostra;

∙ Avaliar a capacidade antioxidante através dos diferentes métodos: DPPH, FRAP,

TEAC, ORAC e ROS em função dos diferentes tipos de tratamento (in natura e em

pó) da Curcuma longa L.
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3 REVISÃO DE LITERATURA

3.1 Curcuma longa L: Uso e Economia

A cúrcuma é uma planta monocotiledônea pertencente à família Zingiberaceae

sendo considerada como uma planta condimentar. No Brasil é conhecida popularmente

como açafrão, açafroeira, açafrão-da-terra, açafrão-da-Índia e gengibre dourado (VILELA;

ARTUR, 2008). Devido a sua denominação popular, a cúrcuma é frequentemente confun-

dida com o açafrão-verdadeiro (Crocus sativus L.), no entanto, a parte utilizada da Cur-

cuma longa é o rizoma, já na Crocus sativus utiliza-se a Ćor, porém, ambas são utilizadas

na culinária com o propósito de conferir cor e sabor aos alimentos (DUKE, 2007).

Devido aos custos de produção e o acesso ao produto comercialmente, a cúrcuma

apresenta maior aplicação como corante em alimentos industrializados, ao passo que o

açafrão-verdadeiro é empregado em menor escala no preparo de pratos em restaurantes

reĄnados. O alto custo comercial atribuído ao açafrão-verdadeiro é justiĄcado pela diĄ-

culdade da extração, secagem e moagem do estigma da Ćor, um processo inteiramente

manual (DUKE, 2007).

A cúrcuma é uma planta originária do sudeste da Ásia, mais precisamente das

Ćorestas tropicais da Índia, local onde ocorre a máxima diversidade genética (SASIKU-

MAR, 2005). Trata-se de uma planta do tipo herbácea e perene, apesar de se comportar

como anual em algumas condições especiĄcas (FILHO et al., 2000) e embora a maior

diversidade ocorra no nordeste da Índia, grande parte dos parentes silvestres e plantas

invasoras de C. longa encontram-se na região sudoeste, sendo esta uma das razões em

que é amplamente aceito a Índia como sendo o centro de origem da cúrcuma cultivada

(RAVINDRAN et al., 2007).

A espécie foi introduzida no Brasil durante o período colonial, utilizada por garim-

peiros para marcar regiões de garimpo e por escravos como condimento culinário. Desde

então é cultivada ou encontrada de modo subespontâneo em vários estados. Reproduz-se

por pedaços do rizoma que apresentam gemas (olhos), devendo ser cultivada em solo ar-

giloso, fértil e de fácil drenagem. Cada rizoma mede até 10 cm de comprimento e, quando

cortado, mostra uma superfície de cor vermelhoŰalaranjada, possuindo cheiro forte agra-

dável, sabor aromático e picante (FILHO, 1996).

A coloração amarela-alaranjada característica dos rizomas é atribuída principal-

mente a curcumina, sendo que a qualidade do seu poder de coloração é usualmente avaliada

pelo teor de curcumina presente na cúrcuma, que varia entre 3-4% dependendo da vari-

edade cultivada (SILVA; PINTAO, 2008; ORSOLIN; NEPOMUCENO, 2009; ZHANG et
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al., 2009).

A cúrcuma possui uma grande aplicação na indústria de alimentos, sendo usado

na fabricação de sopas desidratadas, pratos e temperos prontos, mostardas, salsichas,

margarinas, macarrão, snacks e salgadinhos. Esta diversidade de aplicações na indústria

alimentícia fez com que, em países onde a cultura possui posição de commodity, fossem

criadas agências reguladoras da produção e qualidade para padronização da matéria-prima

comercializada (SIGRIST, 2009).

Atualmente não se tem no Brasil uma regulamentação onde se deĄna a quantidade

especíĄca de consumo da cúrcuma para se obter os benefícios atribuídos a essa especiaria.

No entanto, alguns nutrólogos e nutricionistas tem feito algumas recomendações. Segundo

Stuppiello (2017), no uso doméstico, recomenda-se que seja utilizado uma ou duas rodelas

por dia da cúrcuma in natura ou uma colher de chá (aproximadamente 5 gramas) da

cúrcuma em pó diariamente, caso exista algum problema de saúde. Pessoas saudáveis

podem usar o quanto considerarem conveniente, pois a regularidade de seu uso é o mais

importante.

A Ąm de se obter uma maior comercialização da cúrcuma, atualmente ela pode ser

encontrada por meio do rizoma inteiro (in natura), em pó obtido após secagem e moagem

dos rizomas (Figura 1), na forma de óleo, resinas e extrato de curcumina puriĄcado,

podendo esta última apresentar concentrações de até 98% (MARTINS; RUSIG, 1992).

Sua produção ocorre em quase todas as regiões do Brasil, sendo os estados de São Paulo,

Minas Gerais e Goiás os maiores produtores (MARTINS; RUSIG, 1992).

No mercado internacional, a cúrcuma é considerada uma preciosa especiaria por

compor vários temperos orientais, como o pó de caril (curry spice) muito utilizado pelos

indianos, moçambicanos e muitos povos provenientes da África Oriental (SILVA; PINTAO,

2008). Apesar das especiarias serem utilizadas há muitos séculos para o enriquecimento do

sabor e preservação dos alimentos (MOREIRA; FILHO, 2003), seus princípios ativos, bem

como a capacidade antioxidante se tornaram conhecidos recentemente, como a curcumina

na cúrcuma, o cuminaldeído no cominho, o eugenol no cravo, a piperina na pimenta preta,

a capsaicina na pimenta vermelha e o zingerona no gengibre (SHOBANA; NAIDU, 2000;

SUHAJ, 2006).

A cúrcuma tem demonstrado também várias atividades biológicas (antioxidantes,

anti-inĆamatória, antimicrobiana, antiviral e anticarcinogênica), sendo estas atribuídas

a alguns compostos biologicamente ativos, dos quais se destacam: curcumina, dimetoxi

curcumina, bis-dimetoxi curcumina, arturmerona, turmerona, curcumona, turmeronol A

e turmeronal B (ANTUNES; ARAÚJO, 2000; SANTOS et al., 2003). A ação dos com-

postos fenólicos também encontrados na cúrcuma, mostraram resultados promissores no

controle do colesterol, úlceras gástricas e disfunções hepáticas (ISLAM, 2004). Uma ou-

tra aplicação interessante refere-se ao uso da cúrcuma como repelente natural a insetos,
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Figura 1 Ű Curcuma longa L.
.

Fonte: (DRAETA, 2015)

evitando infestações em milho armazenado (BALTAZAR et al., 1994). Na medicina tra-

dicional chinesa, a cúrcuma tem sido usada para ajudar na digestão, possuindo função

hepática, aliviar dores da artrite, regular a menstruação, tratar eczema e feridas, redu-

zir inĆamações e atualmente, tem sido utilizada na prevenção e tratamento de câncer

(MATOS, 2002).

Ao passo em que a cúrcuma se tornou conhecida no mercado internacional (conhe-

cida como turmeric), a mesma tem apresentado grande importância econômica, devido às

peculiares características de seus rizomas (FILHO et al., 2000). Com produtividade de 22

t (toneladas) de rizomas/ha (hectare), a Índia é o principal produtor do mundo, detendo

cerca de 50% da produção mundial (90 mil t) de cúrcuma anualmente (NAGHETINI,

2006). Apesar disso, ocupa o 9o lugar dentre os países que depositaram patentes que em-

pregam este condimento em formulações. A tecnologia se encontra bastante centralizada

nos países do continente asiático (Japão, Coréia e China), seguida dos Estados Unidos,

os quais estão entre os cinco maiores importadores de cúrcuma do mundo (NAGHETINI,

2006).

3.2 Composição centesimal da Curcuma longa L.

Pesquisas sobre a composição centesimal da cúrcuma mostram os polissacarídeos,

em especial o amido, tem sido considerado o componente majoritário nessa especiaria, em

torno de 25 a 50%, seguido de proteína (10 a 25%), lipídeos (6 a 12%), cinzas e Ąbras

(8 a 11%) respectivamente, com umidade variando entre 3 a 10% para a cúrcuma seca e

50 a 70% para a cúrcuma in natura (ALMEIDA, 2006; FILHO et al., 2000; BRAGA et

al., 2005). O conteúdo desses componentes varia em função do cultivo, local de plantio,

práticas agrícolas, uso de fertilizantes, maturidade dos rizomas além do processamento

Ąnal usado para a sua comercialização. Sendo o amido a reserva energética das plantas,

ele passa a ser consumido na atividade metabólica durante a maturação, portanto, o
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teor de amido possivelmente se relaciona ao grau de maturação, (BRAGA et al., 2003;

LEONEL; CEREDA, 2002).

3.3 Ácidos Graxos

Embora os lipídeos representem uma pequena fração na composição da cúrcuma,

a caracterização dessa fração se torna importante, já que a mesma pode inĆuenciar de

forma decisiva nas características organolépticas da cúrcuma.

Os lipídeos podem sofrer transformações químicas durante o armazenamento, no

processamento ou ainda no uso como meio de transferência de calor. As transformações

mais importantes são a rancidez hidrolítica, rancidez oxidativa e reversão. A rancidez,

seja hidrolítica ou oxidativa, é a deterioração dos lipídios e constitui-se em um dos pro-

blemas técnicos mais importantes na indústria de alimentos (OSAWA et al., 2006). A

deterioração oxidativa dos lipídeos além de desenvolver aromas rançosos nos alimentos

pode causar o branqueamento de alguns alimentos, devido à reação dos pigmentos com

os intermediários reativos, chamados radicais livres, que são formados durante a oxidação

lipídica. Os radicais livres também podem levar a uma redução da qualidade nutricional,

por reagir com vitaminas (FIB, 2014).

Até então, pouco se conhece a respeito da composição dos ácidos graxos presente

no extrato na cúrcuma. Segundo Richmond e Pombo-Villar (1997), foi encontrado no

extrato do óleo essencial de rizomas da C. longa, além das cetonas sesquiterpênicas, uma

série de ácidos graxos saturados e insaturados. Já o gengibre, pertencente a mesma família

da cúrcuma, foi encontrado alguns ácidos graxos como ácido palmítico, ácido oléico, ácido

linoléico entre outros, além de oléo-resina e óleos voláteis (NEWALL, 2002).

3.4 Compostos Fenólicos

Os compostos fenólicos são substâncias amplamente distribuídas na natureza,

sendo que mais de 8000 compostos fenólicos já foram detectados em plantas.

Alguns compostos fenólicos da cúrcuma já foram identiĄcados e isolados, apre-

sentando resultados promissores no controle do colesterol, úlceras gástricas e disfunções

hepáticas, como a classe dos curcuminoides (ISLAM, 2004). Os múltiplos mecanismos da

capacidade antioxidante dos compostos fenólicos são expressos pela habilidade de seques-

trar radicais livres, quelar metais e pelo sinergismo com outros antioxidantes (BARCIA

et al., 2014), demonstrando que os compostos fenólicos além da capacidade antioxidante,

possui efeito na prevenção de diversas enfermidades cardiovasculares, cancerígenas e neu-

rológicas (HARBORNE; WILLIAMS, 2000; SÁNCHEZ-MORENO, 2002).

Existem várias metodologias aplicadas para extração dos compostos fenólicos em
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produtos vegetais que podem ser realizadas utilizando inúmeros solventes extratores, como

o etanol, metanol, acetona e água deionizada, isolados ou combinados em diferentes con-

centrações associados a alguns processos como: maceração, trituração ou moagem com

clariĄcação por centrifugação, extração com auxilio de agitador magnético e Ąltragem

com papel Ąltro, lavagem por reĆuxo e concentração do extrato utilizando evaporador

rotatório a vácuo (ANDERSON et al., 2013; RUFINO et al., 2006; SANTOS et al., 2016).

Para a quantiĄcação dos fenólicos totais geralmente utiliza-se o método de Folin-

Ciocalteu (SINGLETON; ROSSI, 1965) baseado na reação de oxi-redução entre os com-

postos fenólicos e os íons metálicos.

A identiĄcação dos compostos fenólicos geralmente é realizada por cromatograĄa

líquida de alta eĄciência, utilizando detectores de arranjo de diodos e/ou a espectrometria

de massas (AO et al., 2008; VÁZQUEZ et al., 2008).

Dentre as classes que compõe os compostos fenólicos, os Ćavonoides fazem parte

do grupo mais estudado. São os compostos mais diversiĄcados no reino vegetal possuindo

15 átomos de carbono no seu esqueleto básico, apresentando uma estrutura de C6-C3-

C6, onde os dois anéis C6 são necessariamente aromáticos (anéis A e B), conectados por

uma ponte de três carbonos, que geralmente contém um átomo de oxigênio (anel C),

conforme demonstrado na Figura 2, (RICE-EVANS, 2004; MANACH et al., 2004). Já

foram identiĄcados na cúrcuma os Ćavonoides miricetina, Ąsetina, morina, quercetina e o

kampferol (LAKO et al., 2007).

Figura 2 Ű Estrutura química geral de um Ćavonoide

Fonte: (TIVERON, 2010)

Sua ampla diversidade estrutural faz com que os Ćavonoides estejam presentes em

todas as partes das plantas, desde as raízes, até as folhas e frutos, sendo encontrados

nos vacúolos das células na forma livre (aglicona) ou ligados com açúcares (glicosídeos).

São classiĄcados como antocianidinas (apigenina, cianidina), Ćavonas (crisina, apigenina,

rutina, luteolina), Ćavonóis (canferol, quercetina, miricetina, tamarixetina), Ćavanonas

(naringina, naringenina, taxifolin), catequinas (epicatequina), dihidroĆavonois (Ćavano-

nois), chalconas e isoĆavonas (genistina, genisteína, daidzina, daidzeína). Tal diversidade
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ocorre devido às transformações que estes compostos podem sofrer, como hidroxilação,

metilação de grupos hidroxila ou do núcleo dos Ćavonoides, dimerização (produzindo bi-

Ćavonoides), glicosilação de grupos hidroxila (produzindo oglicosídeos) ou do núcleo dos

Ćavonoides (produzindo C-glicosídeos) (MARKHAM et al., 1982).

Sendo considerados como ácidos fracos, os Ćavonoides possuem características po-

lares ou moderadamente polares, sendo solúveis em etanol, metanol, butanol e combina-

ções de solventes com água (MARKHAM et al., 1982), absorvendo radiação eletromag-

nética na faixa do ultravioleta (UV) e do visível, e dessa maneira apresentam papel de

defesa nas plantas frente a radiação UV da luz solar. Os Ćavonoides podem agir como

quelantes de metais, ou ainda como antioxidantes primários, agindo como sequestrantes

do ânion superóxido e apresentam normalmente duas bandas de absorção no UV, sendo

compreendida entre 220-295 nm e entre 300-390 nm (ROBARDS et al., 1999).

São reconhecidos também pela inibição da oxidação do ácido linoleico, oxidação

de LDL, peroxidação de fosfolipídeos da membrana, peroxidação lipídica microssomal

e mitocondrial, peroxidação de eritrócitos e fotoxidação e peroxidação de cloroplastos

(ANILA; VIJAYALAKSHMI, 2003; RUBERTO; BARATTA, 2000).

3.4.1 Curcumina

A curcumina é um composto fenólico da classe dos curcuminoides, considerado

como o principal responsável pela coloração amarela no rizoma do açafrão. Esse com-

posto é altamente lipofílico (Figura 3), o que lhe confere a capacidade de atravessar a

barreira hematoencefálica (ROSSI et al., 2008), possuindo múltiplas características rele-

vantes comprovadas in vitro e in vivo que podem justiĄcar o interesse nesta espécie, como

neuroprotetora, anti-inĆamatória, antiproliferativa, incluindo as atividades antioxidante

(AGGARWAL; HARIKUMAR, 2009; BEGUM et al., 2008).

Atualmente a curcumina pode ser obtida comercialmente, na verdade como uma

mistura de três componentes, curcumina (CUR, 77%), desmetoxicurcumina (DMC, 17%),

e bisdesmetoxicurcumina (BDMC, 3%) (GOEL et al., 2008). Na Índia, pode-se encon-

trar esta mistura de curcuminoides na forma de cápsulas, pomadas, unguentos, cremes e

curativos para aplicação tópica, misturada ou não com outros componentes. Contudo, a

principal utilização destas substâncias ao redor do mundo é na culinária (CARNEIRO,

2009).

3.5 Capacidade Antioxidante

De acordo com a deĄnição proposta por Halliwell e Gutteridge (2007), antioxidante

consiste em “qualquer molécula que atrasa, previne ou remove um dano oxidativo de uma

molécula alvoŤ. O termo molécula alvo engloba quase todas as moléculas encontradas em
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Figura 3 Ű Estrutura química da Curcumina.

Fonte: (PAZ, 2013)

alimentos e em tecidos vivos (exceto água) e inclui por exemplo, proteínas, lipídios, car-

boidratos e DNA. Essas biomoléculas podem ser protegidas através dos antioxidantes que

podem atuar de diferentes formas: impedindo a formação dos radicais livres, inibindo a

oxidação do substrato, interceptando os radicais livres gerados pelo metabolismo através

da ação enzimática ou pelos agentes de sacrifício, que são moléculas preferencialmente oxi-

dadas pelas espécies reativas para preservar biomoléculas de maior importância biológica

(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

Devido ao custo e a simplicidade dos métodos, os ensaios espectrofotométricos tem

sido os mais utilizados para determinar a capacidade antioxidante total de um produto.

Eles são avaliados frente a um radical ou íon metálico especíĄco ou ainda na habilidade

de transferir elétrons e/ou doar átomos de hidrogênio, e os ensaios geralmente recebem o

nome do reagente cuja absorção será atenuada pelo antioxidante como os ensaios DPPH,

FRAP e TEAC (BOROSKI et al., 2015).

O teste ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) desenvolvido originalmente

por (CAO et al., 1993) é considerado por alguns autores como sendo um método prefe-

rível devido a sua relevância biológica e eĄcácia para o antioxidante in vitro (AWIKA

et al., 2003). Ele mede a capacidade do antioxidante em sequestrar radicais peroxil

como substâncias pró-oxidantes, geradas a partir do azo-iniciador AAPH (2,2Ś-azobis (2-

amidinopropano) dihidroclorado), a 37oC, e como substrato oxidável utiliza a Ćuoresceína,

uma substância não proteica Ćuorescente (Figura 4) (MELO et al., 2006; JAYAPRA-

KASHA et al., 2007; OLDONI, 2007).

Isto o diferencia dos outros testes de capacidade antioxidante que usam oxidantes,

mas não necessariamente pró-oxidantes (PRIOR; CAO, 1999). As substâncias presentes

na amostra protegem a Ćuoresceína da oxidação provocada pelos radicais peroxila, atra-

vés da doação de um átomo de hidrogênio aos radicais livres, evitando o decréscimo de

Ćuorescência (OU et al., 2001).

Já o ensaio do DPPH é determinado pelo sequestro do radical DPPH, através de

uma substância com capacidade antioxidante, reduzindo-o a hidrazina. Quando uma de-

terminada substância que age como doador de átomos de hidrogênio é adicionada a uma
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Figura 4 Ű Estrutura química da Fluoresceína.

Fonte: (CARDOSO et al., 2005)

solução de DPPH, a hidrazina é obtida com mudança simultânea na coloração de violeta

a amarelo pálido. A molécula do DPPH é caracterizada como um radical livre estável

em virtude da deslocalização do elétron desemparelhado por toda a molécula (Figura 5),

(MOLYNEUX, 2004). A intensidade do sinal do radical DPPH é relacionada de forma

inversa com a concentração do antioxidante testado e o tempo de reação (CHEN et al.,

2000). Entretanto, o método de controle mais utilizado é o decaimento da absorbância

no comprimento de onda observado entre 515 a 528 nm, produzido pela adição do antio-

xidante a uma solução alcoólica do radical DPPH. Este método é considerado, do ponto

de vista metodológico, um dos mais fáceis, precisos e reprodutivos na avaliação da capa-

cidade antioxidante de sucos de frutas, extratos vegetais e substâncias puras, tais como

Ćavonoides e terpenoides (SZABO et al., 2007).

Figura 5 Ű Forma radicalar (1) e não radicalar (2) do DPPH.

Fonte: (ALVES et al., 2010)

Já no método do FRAP, como demonstrado na Figura 6, baseia-se na redução em

meio acídico, de um complexo férrico de TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazina) a um complexo

ferroso de TPTZ com uma forte coloração azul escura. Quanto maior for a capacidade

antioxidante da amostra, maior será a produção do complexo ferroso de TPTZ, podendo

ser monitorado através da leitura de absorbância a um comprimento de onda de 593 nm

(HUANG et al., 2005; APAK et al., 2007). Uma das limitações desta técnica consiste
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no fato de apenas avaliar a capacidade da amostra em reduzir íons férricos e não a sua

capacidade em neutralizar radicais livres ou outras espécies antioxidantes. No entanto,

trata-se de um ensaio simples, reprodutível e pouco dispendioso, quando comparado com

outros métodos de avaliação da capacidade antioxidante (HUANG et al., 2005).

Figura 6 Ű Poder de redução férrica.

Fonte: (HUANG et al., 2005)

O ensaio TEAC foi relatado primeiramente por Miller et al. (1993), posterior-

mente sofreu algumas adequações por Re et al. (1999). A ideia do método é monitorar o

decaimento do cátion-radical ABTS+, produzido pela oxidação do ABTS 2,2Š- azinobis

(3-ethylbenzothiaziline-6-sulfonate), gerado pela adição de uma amostra contendo anti-

oxidantes. Por meio da adição do perssulfato de potássio, ocorre a formação do radical

ABTS, que apresenta cor esverdeada, conforme demonstrado na Figura 7. Na medida em

que o antioxidante é misturado com esse radical, ocorre a redução do ABTS+ a ABTS,

provocando a perda da coloração do meio reacional. Os resultados são expressos em função

do trolox, um padrão antioxidante submetido as mesmas condições de análise.

O ABTS+ necessita ser gerado através de uma reação química, eletroquímica

ou enzimática, sendo solúvel em água e em solventes orgânicos, permitindo-se medir a

atividade de compostos de natureza hidrofílica e lipofílica, demonstrando ser um radical

estável na ausência de antioxidantes (KUSKOSKI et al., 2005; ARNAO, 2000). O radical

cátion ABTS+ também pode ser obtido pela presença do H2O2, apresentando máximos

de absorção a 417, 645, 734 e 815 nm por espectrofotometria (SILVA et al., 1999).

Por se tratar de um método simples, ele é facilmente reprodutível, o que viabiliza

seu uso em rotinas laboratoriais, sendo que as divergências nos resultados de TEAC

podem ser atribuídas a fatores limitantes como a diferença no tempo de incubação ou na

estratégia de obtenção de ABTS+ (STRATIL et al., 2006; SURVESWARAN et al., 2007;

PICCINELLI et al., 2004).
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Figura 7 Ű Redução do ABTS+ por um antioxidante e sua formação pelo perssulfato de
potássio.

Fonte: (HUANG et al., 2005)

3.6 Espécies Reativas do Oxigênio (ROS) e Nitrogênio (RNS)

Considera-se que todo componente celular está sujeito a sofrer danos oxidativos

como os lipídios, proteínas e ácidos nucléicos que são exemplos clássicos de moléculas que

sofrem alterações funcionais quando oxidadas, sendo que os principais causadores destes

danos oxidativos são os radicais livres. Por deĄnição, o termo radical livre refere-se a

átomos ou moléculas altamente reativos, que contêm número ímpar de elétrons na última

camada eletrônica conferindo alta reatividade, tornando-os ávidos por retornar ao estado

de equilíbrio eletrônico (HALLIWELL, 1990).

Quando esta molécula é derivada do metabolismo do oxigênio e nitrogênio, denominam-

se espécies reativas do oxigênio (ROS) e do nitrogênio (RNS), respectivamente. Justa-

mente por esta falta de elétrons pareados na sua órbita externa, estas espécies reativas

(RE) reagem com qualquer molécula próxima capaz de doar elétrons, justiĄcando seu

tempo de meia-vida extremamente curto (PRYOR, 1986). O radical hidroxila (OH) e o

ânion superóxido (O−

2), possuem tempo de vida em média de 1x10−9 e 1x10−6 segundos

respectivamente, enquanto que o do peróxido de hidrogênio (H2O2) é superior a 10−2

segundos. O tempo de meia vida está relacionado também com a capacidade de difusão,

sendo que quanto maior o tempo de meia-vida das ROS e RNS, maior sua capacidade de

difusão intra e extra celular (PRYOR, 1986).

As espécies reativas do oxigênio (ROS) e do nitrogênio (RNS) são produtos do me-

tabolismo celular normal e apresentam papel duplo, uma vez que podem ser benéĄcas ou

nocivas para os sistemas vivos (VALKO et al., 2007). Os efeitos benéĄcos destas espécies

reativas ocorrem em concentrações baixas ou moderadas e são essenciais para a sinalização

e regulação celular, detoxiĄcação e função imunológica, sendo portanto, continuamente

produzidas pelo organismo humano (VALKO et al., 2006; WINTERBOURN, 2008). Já o

efeito nocivo das ROS e RNS ocorre durante o estresse oxidativo e o estresse nitrosativo,

sendo que estes eventos acontecem em sistemas biológicos quando de um lado há uma

alta produção de ROS/RNS, e de outro lado uma deĄciência de antioxidantes endógenos

enzimáticos e não enzimáticos (VALKO et al., 2006; WINTERBOURN, 2008), desenca-
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deando algumas doenças cardiovasculares e degenerativas, diabetes, câncer, quase todas

as patologias hepáticas, bem como participar do processo de envelhecimento (ALMEIDA

et al., 2009).

As principais ROS distribuem-se em dois grupos, os radicalares (hidroxila (OH), su-

peróxido (O−

2), peroxila (ROO) e alcoxila (RO)) e os não-radicalares (oxigênio (O2), peró-

xido de hidrogênio (H2O2) e ânion hipoclorito (ClO−)) (CHATGILIALOGLU; OŠNEILL,

2001; WISEMAN et al., 1995; CADET et al., 1999; HALLIWELL, 1990). Dentre as RNS

incluem-se o óxido nítrico (NO), óxido nitroso (N2O3), ácido nitroso (HNO2), nitritos

(NO−

2), nitratos (NO3
-) e peroxinitritos (ONOO-) (HALLIWELL, 1990; CHATGILIA-

LOGLU; OŠNEILL, 2001; WISEMAN et al., 1995; CADET et al., 1999).

A formação do ânion superóxido ocorre a partir da adição de um elétron a uma

molécula de oxigênio no estado fundamental, Equação 3.1.

𝑂2 + 𝑒− ⊃ 𝑂−

2 (3.1)

O superóxido ao receber mais um elétron e dois íons hidrogênio forma o peróxido

de hidrogênio (H2O2) , através do processo chamado dismutação, Equação 3.2.

2𝑂−

2 + 2𝐻+ ⊃ 𝐻2𝑂2 + 𝑂2 (3.2)

Quando o H2O2 recebe mais um elétron e um íon hidrogênio, é formado o radi-

cal hidroxila (*OH), que é o mais reativo dos intermediários, pois pode reagir e alterar

qualquer estrutura celular que esteja próxima e assim daniĄcar enzimas, membranas ou

ácidos nucléicos (JENKINS, 1988), podendo também ser formado quando o H2O2 reage

com íons de ferro ou cobre (Reação de Fenton), Equação 3.3.

𝐹𝑒2+/𝐶𝑢+ + 𝐻2𝑂2 ⊃ 𝑂𝐻 + 𝑂𝐻− + 𝐹𝑒3+/𝐶𝑢2+ (3.3)

Os íons de metais de transição podem também catalisar a reação entre H2O2 e

superóxido, conduzindo à produção de radical hidroxila (Reação de Haber-Weiss), Equa-

ção 3.4.

𝐻2𝑂2 + 𝑂− ⊃ 𝐹𝑒/𝐶𝑢 ⊃ 𝑂𝐻 + 𝑂𝐻− + 𝑂2 (3.4)

Além disso, o radical superóxido pode reagir diretamente com o óxido nítrico

(NO), gerando peroxinitrito (ONOO-). Este pode levar à formação de um oxidante com

características do radical hidroxila, Equação 3.5 (HALLIWELL, 1990).

𝑂− + 𝑁𝑂 ⊃ 𝑂𝑁𝑂𝑂− ⊃ 𝑂𝑁𝑂𝑂− + 𝐻+ ⊃ 𝑂𝐻 (3.5)

O excesso de radicais livres no organismo pode ser combatido através dos antioxi-

dantes produzidos pelo organismo ou fornecidos pela dieta.



Capítulo 3. Revisão de Literatura 26

3.7 Coleta das amostras

Foram analisadas 5 amostras, sendo 1 amostra in natura (amostra 1) e 4 amostras

processadas e comercializadas em pó. A amostra in natura e as amostras em pó 4 e 5 foram

coletadas em pontos comerciais no estado da Bahia, na cidade de Jequié. As amostras 2

e 3 no estado de São Paulo na cidade de Campinas.

Foram coletados no total 900g de cúrcuma em pó de cada marca comercializada.

As amostras de cada marca foram unidas em um pool, e retirado a fração necessária

para cada análise. Essas amostras foram armazenadas a vácuo em sacos plásticos com

proteção a luz e congelados em ultra-freezer a -80oC até o momento das análises . Já para

amostra in natura foi coletado cerca de 3kg no total, em diferentes meses do ano, sendo

homogeneizadas, trituradas, lioĄlizadas e armazenadas a vácuo em sacos plásticos com

proteção a luz e congelados em ultra-freezer a -80oC até o momento das análises.

3.8 Análises da Curcuma longa L.

3.8.1 Análise da Composição Centesimal

A caracterização química da cúrcuma foi realizada segundo os métodos para: umi-

dade (AOAC, 1995), proteína bruta (AOAC, 1995), cinzas (AOAC, 1995), Ąbras totais

(AOAC, 1995), lipídeos (BLIGH; DYER, 1959), e carboidrato (RESOLUÇÃO, 2003).

Todos os ensaios foram feitos em triplicata.

3.8.1.1 Determinação da Umidade

O princípio fundamenta-se na perda de umidade e substâncias voláteis a tempera-

tura determinada. A umidade das amostras foi determinada por secagem em estufa com

circulação de ar (marca Nova Ética) a 105oC até a obtenção do peso constante da amostra

e por secagem a frio utilizando lioĄlizador (marca Terroni-LS3000) a partir do controle

do vácuo.

3.8.1.2 Determinação da Proteína bruta

O método baseia-se em 3 etapas: digestão (tubo kjeldahl no bloco digestor), des-

tilação (destilador marca Tecnal TE-036/1) e titulação (bureta). A transformação ocorre

a partir do nitrogênio total da amostra (nitrogênio proteico e não proteico orgânico) em

sulfato de amônio por digestão ácida e em nitrogênio amoniacal por destilação em meio

alcalino, sendo o borato de amônia formado, dosado com solução ácida padronizada.
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3.8.1.3 Determinação das Cinzas

Consiste na queima da matéria orgânica sem resíduos de carvão, para determinar

a quantidade de resíduos inorgânicos remanescente dessa queima. Geralmente a cinza

contém magnésio, ferro, fósforo, chumbo, cloreto, sódio e outros compostos minerais. A

metodologia utilizada foi de cinza seca, utilizando muĆa (marca Quimis), na temperatura

de 500-600oC, até atingir a coloração ideal ou peso constante.

3.8.1.4 Determinação das Fibras totais

Consiste em um método gravimétrico utilizando um kit enzimático contendo as

enzimas alfa-amilase, protease e amiloglucosidase para a obtenção de Ąbras solúveis e

insolúveis, utilizando ácidos e bases em concentrações especíĄcas.

3.8.1.5 Determinação dos Lipídeos

Os lipídeos encontrados na cúrcuma foram extraídos conforme a metodologia pro-

posta por Bligh e Dyer (1959), utilizando uma mistura de três solventes: clorofórmio,

metanol e água.

3.8.1.6 Determinação dos Carboidratos totais (Fração “NifextŤ):

Os carboidratos foram calculados por diferença das demais análises realizadas em

porcentagem (100 - umidade, cinzas, lipídeos, proteína e Ąbras) (RESOLUÇÃO, 2003).

3.8.2 Determinação da composição de Ácidos Graxos

Os lipídeos foram extraídos a frio e esteriĄcados conforme a metodologia de Joseph

e Ackman (1992), sendo analisados em um cromatógrafo a gás Thermo Finigan Trace, com

coluna capilar de sílica fundida J e W (60m x 250µm x 0,25 µm) e detector de ionização

de chama (FID).

As condições cromatográĄcas foram: temperatura do injetor a 250oC, temperatura

do detector a 280oC, temperatura inicial da coluna de 50oC durante 1 minuto, aumento de

25oC/minuto até 175oC, 4oC/minuto até 230oC. As áreas dos picos foram determinadas

utilizando o software Chrom Quest 4.1 e a quantiĄcação dos AGs foi realizada utilizando

padrão interno tricosanoato de metila (23:0), (VISENTAINER; FRANCO, 2006).

Para determinação das concentrações de cada éster metílico, foram utilizados os

valores médios do fator de correção experimental (FCE) para o detector por ionização em

chamas (FID) a partir de 10 injeções dos padrões de ácidos graxos FAME mix C4-C24,
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Supelco - Alemanha, (Sigma-Aldrich, USA), (VISENTAINER, 2012). O fator de correção

experimental foi calculado de acordo a Equação 3.6.

𝐹 CE = 𝐴𝑝 * 𝑀𝑥/𝑀𝑝 * 𝐴𝑥 (3.6)

Em que: Ap = área do padrão interno; Mp = massa do padrão interno; Ax = área

do éster metílico de ácido graxo; Mx = massa do éster metílico de ácido graxo.

O teor de ácidos graxos (AG) foi calculado em mg/g de lipídeos totais pela Equa-

ção 3.7 e convertidos em sólidos secos (mg/g) da cúrcuma.

𝐴𝐺 = 𝐴𝑥 * 𝑀𝑝 * 𝐹 CE/𝐴𝑝 * 𝑀𝑥 * 𝐹 CAE (3.7)

Em que: AG = concentração de ácidos graxos (mg/g) de lipídeos totais; Ax = área

do pico para cada composto; Ap = área do pico do padrão interno (C:23); Mp = massa

do padrão interno (C:23) (mg); Mx = massa da gordura (mg); FCE = fator de correção

experimental e FCAE é o fator de conversão éster metílico para ácido graxo.

3.8.3 Preparo do extrato para análise de Ćavonoides e da capacidade an-

tioxidante

Para a obtenção do extrato, foram utilizadas amostras em pó e in natura. Foi

realizado um planejamento experimental para a obtenção do extrato utilizado na análise

dos Ćavonoides e da capacidade antioxidante. Os parâmetros analisados, proporção do

solvente, relação massavolume do extrato e tempo de agitação no ultrassom estão descritos

na Tabela 1. Para as variáveis analisadas foi realizado um delineamento composto central

rotacional (DCCR) com fatorial completo (23 + 6 pontos axiais + 3 pontos centrais),

totalizando 17 ensaios, conforme descrito na Tabela 2. Os ensaios foram realizados a

temperatura ambiente (24 ∘2oC), sendo pesado 1g de amostra em erlemayer de 125mL

e posteriormente adicionados alíquotas da mistura metanol:água (v/v) nas proporções de

acordo com o planejamento experimental, sendo submetidos a agitação por ultrassom por

tempo previamente estabelecido, seguido de Ąltração com papel Ąltro Whatman no 6 e

armazenados em frascos âmbar em freezer a -4oC (Tabela 1).

Os extratos foram submetidos a leitura de absorbância em um leitor de microplacas

FLUORstar Omega (BMG LABTECH), com comprimento de onda 510 nm, sendo que

o extrato que obteve a melhor resposta em concentração equivalente de catequina na

amostra para a concentração dos Ćavonoides, foi utilizado para a realização das demais

analises, como: Ćavonoides total e os ensaios de capacidade antioxidante (DPPH, FRAP,

TEAC, ORAC e ROS).
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Tabela 1 Ű Variáveis analisadas no DCCR para três fatores

Variáveis Código -1,68 -1 0 +1 +1,68

Proporção de solvente

(MeOH/H2O)
X1 0/100 25/75 50/50 75/25 100/0

Relação massa/volume

(g/mL)
X2 5 10 25 50 100

Tempo de agitação

(min)
X3 5 10 15 20 30

Tabela 2 Ű Delineamento experimental com valores codiĄcados para as três variáveis ana-
lisadas.

Ensaios X1 X2 X3

1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
5 -1 -1 +1
6 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1
8 +1 +1 +1
9 -1,68 0 0

10 +1,68 0 0
11 0 -1,68 0
12 0 +1,68 0
13 0 0 -1,68
14 0 0 +1,68
15 0 0 0
16 0 0 0
17 0 0 0

3.8.3.1 Determinação dos Flavonoides totais

A análise dos Ćavonoides totais foi determinada pelo método proposto por Zhishen

et al. (1999). A reação colorimétrica foi realizada em microplaca transparente, adicionando

120 µL de água destilada, 30 µL da solução da amostra diluída e 9 µL de NaNO2 a 5%.

Após 5 minutos de reação a temperatura ambiente e ao abrigo de luz, foi adicionado 9 µL

de AlCl3 a 10% e mais 60 µL de NaOH 1 mol/L, Ącando em repouso por mais 6 minutos,

prosseguindo o procedimento com a adição de 72 µL de água destilada em cada poço da

microplaca.

As leituras de absorbância foram realizadas em leitor de microplacas FLUORstar



Capítulo 3. Revisão de Literatura 30

Omega (BMG LABTECH), com comprimento de onda a 510 nm e 470 nm. O branco

usado como referência utilizou todos os solventes propostos pelo método, eliminando ape-

nas a solução da amostra e/ou padrão. A quantiĄcação total dos Ćavonoides da amostra

foi realizada por meio de uma curva padrão com no mínimo 5 pontos equidistantes, em tri-

plicata, preparada com catequina e quercetina, apresentando os resultados pela média da

triplicata seguida pelo desvio padrão em µg de Ćavonoides totais equivalente a catequina

e quercetina, por mL de extrato.

3.8.3.2 IdentiĄcação e QuantiĄcação dos Flavonoides

A identiĄcação e quantiĄcação foi realizada comparando o tempo de retenção dos

picos de 8 padrões de Ćavonoides e os picos presentes nas amostras, a partir de um

cromatógrafo líquido de alta eĄciência - HPLC, equipado com um sistema quaternário de

bombas, injetor automático e forno com controle de temperatura, acoplado a um detector

de arranjo de diodos (DAD).

Para a separação dos Ćavonoides nos extratos foi utilizado um cromatógrafo a

líquido de alta eĄciência - HPLC (Agilent Technologies InĄnity 1260) acoplado a uma

coluna de fase-reversa C18 (ACE HPLC Columns), com 15 cm de comprimento, 3 mm de

diâmetro interno e 5 µm de tamanho de partícula. A eluição se deu utilizando um gradiente

iniciando com 80% do solvente A (água acidiĄcada com 0,05% de ácido acético) e 20% do

solvente B (metanol grau HPLC), de forma linear até atingir 100% de solvente B em 18

minutos. Após a Ąnalização da corrida, o gradiente inicial foi retornando no tempo de 5

minutos, com vazão de 1 mL/min e volume de injeção de 5 µL, Ąnalizando cada corrida

com a limpeza da coluna utilizando água miliQ e metanol grau HPLC nas concentrações

de 80-20% respectivamente. A limpeza da coluna ao Ąnal do processo ocorreu utilizando

50% de metanol.

Todos os solventes utilizados como fase móvel foram previamente Ąltrados com Ąl-

tro LCR em PTFE modiĄcado, a 0,45 µm especíĄco para Ąltrações de solventes orgânicos

e aquosos.

As soluções dos padrões que se encontravam nas concentrações de 100 e 1000

µg/mL, foram armazenadas sob refrigeração em ultra-freezer a -80oC. Eles foram diluídos

em metanol grau HPLC, com exceção da miricetina que foi diluída em solvente DMSO

grau HPLC. Posteriormente, essas soluções foram diluídas em água para a concentração

de 10 µg/mL e Ąltrados com Ąltro de seringa LCR em PVDF a 0,45 µm antes de serem

injetados.
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3.8.4 Capacidade Antioxidante

3.8.4.1 Determinação do ensaio DPPH

A análise de capacidade antioxidante pelo método DPPH ocorreu de acordo com as

condições descrita por Barankevicz (2015), com adaptações. A análise foi realizada mistu-

rando 156,25 µL de amostra diluída e 93,75 µL de solução metanólica com 0,5 mmol.L−1

de DPPH, deixando reagir em repouso por 45 minutos em temperatura ambiente. Após

esse período, foi dado prosseguimento da análise com a leitura em um leitor de microplacas

FLUORstar Omega (BMG LABTECH) com comprimento de onda de 517 nm.

Foi construída uma curva analítica de trolox com no mínimo 5 pontos equidistantes,

em triplicata submetida à análise de variância (ANOVA p < 0,05), sendo os resultados

da capacidade antioxidante expressos pela média da triplicata seguida do desvio padrão

em µmol equivalente trolox por g de amostra.

3.8.4.2 Determinação do ensaio FRAP

A avaliação da capacidade antioxidante pelo método FRAP foi realizada de acordo

com as condições descritas por Benzie e Strain (1996). Inicialmente foram preparados os

reagentes das soluções que compõe o FRAP, ou seja, tampão acetato 300 mmol/L, solução

de TPTZ (2,4,6-tri (2-piridil)-s-triazina) com 10 mmol/L em HCl 40 mmol/L e solução

de cloreto férrico hexahidratado 20 mmol/L. A solução FRAP é constituída da mistura

da solução tampão, solução de TPTZ e solução de cloreto férrico na proporção de 10:1:1

(v/v/v), respectivamente.

Para que ocorresse a reação foram misturados 10 µL de amostra diluída, 30 µL de

água destilada e 300 µL de solução FRAP preparada no momento da análise. A mistura

foi mantida a uma temperatura de 37oC por 15 min e posteriormente efetuada a leitura

a 593 nm em um leitor de microplacas FLUORstar Omega (BMG LABTECH). A curva

analítica foi construída utilizando do padrão trolox com no mínimo 5 pontos equidistantes,

em triplicata, seguindo com análise de variância (ANOVA, p < 0,05), e os resultados da

capacidade antioxidante expressos pela média da triplicata seguida do desvio padrão em

µmol equivalente trolox por g de amostra.

3.8.4.3 Determinação do ensaio TEAC

O método ABTS utilizado foi descrito por Re et al. (1999). Foram preparados

5 mL da solução estoque de ABTS 7 mmol/L em 5 mL de sulfato de potássio a 2,45

mmol/L, sendo refrigerada e armazenada no escuro por 16 horas. Após o descanso, 1 mL

dessa mistura foi diluída em álcool etílico até a obtenção de uma absorbância de 0,7 nm

∘ 0,05 usado apenas no dia da análise. A reação ocorreu a partir da mistura de 10 µL de

amostra diluída e 990 µL da solução de ABTS previamente ajustado o pH.
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A leitura foi realizada em um leitor de microplacas FLUORstar Omega (BMG

LABTECH) após 6 minutos da ocorrência da mistura, utilizando o álcool etílico como

branco. A curva padrão foi montada utilizando como padrão o trolox, com no mínimo

5 pontos equidistantes, em triplicata e os resultados da capacidade antioxidante foram

expressos em µmol equivalente trolox por g de amostra.

3.8.4.4 Determinação do ensaio ORAC

O método ORAC foi realizado segundo metodologia proposta por Dávalos et al.

(2004) para extrato hidrofílico. Foi preparada uma solução de tampão fosfato 75 mmol/L

(pH 7,4) usada para solubilizar a Ćuoresceína e o AAPH. A análise ocorreu através da

mistura de 20 µL de amostra diluída com 120 µL de solução Ćuoresceína sódica (0,387

mg/L). A placa permaneceu em repouso por 15 minutos a 37oC dentro da microleitora

para que ocorresse a reação. Posteriormente foi adicionado 60 µL de solução de AAPH

(0,108 g/L). A leitura foi realizada em leitor de microplacas FLUORstar Omega (BMG

LABTECH).

A partir da realização da leitura, foi construída uma curva analítica de trolox com

no mínimo 5 pontos equidistantes, em triplicata, seguido de uma análise de variância

(ANOVA p < 0,05), sendo os resultados da capacidade antioxidante expressos pela média

da triplicata seguida do desvio padrão em µmol equivalente trolox por g de amostra.

3.8.4.5 Determinação das Espécies Reativas do Oxigênio

Para as análises das ROS, as metodologias selecionadas foram: ensaio da captação

do ácido hipocloroso, captação do ânion superóxido e a captação do radical peróxido de

hidrogênio.

O ensaio de captação do ácido hipocloroso foi realizado segundo a metodologia

proposta por Rezk et al. (2004). Preparou-se uma solução de 10 mL de NaOCl a 1%

(m/v) acertando o pH com H2SO4 para atingir um pH=6,2 (mantido em frasco protegido

da luz e sob refrigeração), uma solução de HOCl com Ci= 30 µmol/L para se obter

uma Cf= 5 µmol/L Ąnal no poço, tendo em vista que o fator de diluição do HOCl é 6

(300 µL reagentes/50 µL HOCl), a partir do NaOCl e uma solução tampão fosfato 100

mmol/L ajustando o pH para 7,4 com uma solução de HCl diluída. A análise foi conduzida

misturando 150 µL de tampão fosfato 100 mmol/L, 50 µL do extrato, 50 µL de DHR e

50µL de HOCl (5 µmol/L) e os resultados foram expressos com inibição do IC50 (µg/mL)

através da leitura de Ćuorescência (usando placa preta), com excitação a 480 ∘20 nm

e emissão a 528∘20 nm, utilizando um leitor de microplacas FLUORstar Omega (BMG

LABTECH) com leitura imediata a temperatura de 37oC.

O ensaio de captação do ânion superóxido foi avaliado segundo a metodologia

descrita por Chisté et al. (2011a). Inicialmente foram preparados as soluções do tampão
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fosfato 19 mmol/L, ajustando o pH com uma solução de NaOH até atingir o pH de

7,4, solução de NADH 166 µmol/L aferindo o pH com o tampão fosfato 19 mmol/L até

atingir pH=7,4, solução de NBT 43,3 µmol/L aferindo sempre com o tampão fosfato 19

mmol/L, e a solução de PMS, dissolvendo 1 mg de PMS em 1 mL de tampão fosfato,

em seguida diluindo 50 µL dessa solução de PMS, em tampão fosfato e aferindo para

um volume Ąnal de 10 mL. Para que a reação ocorresse, foi necessário misturar 50 µL

do extrato, 50 µL do NADH, 150 µL de NBT e 50 µL de PMS. O NADH, juntamente

com o PMS, originam o ânion superóxido que promove a oxidação da sonda (NBT). Essa

reação de oxidação altera a coloração do meio, de incolor para azul. Essa alteração da

coloração pode ser um indicador, especialmente no poço do controle, pois é a partir dela

que se veriĄca a ocorrência se esta havendo reação de oxidação ou não. Os resultados

foram expressos com inibição do IC50 (µg/mL) através da leitura de absorbância a 560

nm (usando placa transparente), utilizando um leitor de microplacas FLUORstar Omega

(BMG LABTECH) após 2 minutos de incubação da placa a temperatura de 37oC.

Já o ensaio da captação do radical peróxido de hidrogênio, foi realizado de acordo

com a metodologia descrita por Chisté et al. (2011a). Foi preparado o tampão Tris 50

mmol/L, ajustando o pH para 7,4 com uma solução de HCl. Posteriormente foi preparado

uma solução de lucigenina 800 µL, dissolvendo 20,4 mg de lucigenina em balão volumétrico

de 20 mL de tampão Tris e uma solução de 1% de H2O2 (se for H2O2 com pureza de 30%,

pode utilizar direto sem necessidade de preparar uma solução). Para a montagem da

placa (placa branca), misturou-se 91,5 µL de tampão Tris, 50 µL do extrato, 100 µL de

lucigenina e 8,5 µL de H2O2, sendo os resultados expressos com inibição do IC50 (µg/mL)

através da leitura de luminescência imediata e após 5 minutos, utilizando um leitor de

microplacas FLUORstar Omega (BMG LABTECH) com temperatura de 37oC.

3.8.4.6 Análise Estatística

Os resultados obtidos para as análises de composição centesimal, otimização do

extrato, os métodos de capacidade antioxidante (DPPH, FRAP, TEAC e ORAC), foram

realizados em triplicata e os resultados foram apresentados como média e desvio padrão.

Análises de Variância (ANOVA) foram aplicadas juntamente com o teste Tukey para iden-

tiĄcar possíveis diferenças signiĄcativas entre as médias, usando o software Statistica R÷

7.0, sendo que as diferenças entre as médias ao nível de 5% (p⊘0,05) foram consideradas

signiĄcantes.

Para as metodologias de capacidade antioxidante das espécies reativas, foi utilizado

o software estatístico GrapPad Prism R÷ 6.0, e para a montagem dos gráĄcos foi utilizado

o software OriginPro R÷ 8.0. As análises foram realizadas em quadruplicata e os resultados

foram apresentados como média e desvio padrão. Análises de Variância (ANOVA) foram

aplicadas juntamente com o teste Tukey para identiĄcar possíveis diferenças signiĄcativas
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entre as médias, usando um software estatístico (Statistica R÷ versão 7.0), sendo que as

diferenças entre as médias ao nível de 5% (p⊘0,05) foram consideradas signiĄcantes.
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4 RESULTADOS E DISCUSSÕES

4.1 Análise Composição Centesimal

A caracterização da composição centesimal da cúrcuma está apresentado na Ta-

bela 3.

Segundo Maia et al. (1995), a média da umidade dos rizomas secos sem uso de

radiação, Ącou em torno de 13,1%, já Alves et al. (2011) encontrou valores entre 10,6 a

11,8%. Ambos os valores encontrados na literatura foram compatíveis com os resultados

obtidos para as amostras comerciais estudadas, que variaram de 8,5 a 10,6%, no entanto,

bastante diferente do resultado obtido para amostra in natura, onde demonstrou um teor

de umidade inferior, em torno de 3,1%. Com isso, foi possível observar que o processo de

secagem a frio por lioĄlização, demonstrou uma melhor eĄciência na perda de umidade

através da amostra in natura, quando comparado as demais amostras analisadas.

De acordo com a Tabela 3, os teores de cinzas encontrados na cúrcuma demons-

traram concordância com os resultados encontrados por Filho e Boas (1996) com 6,44% e

Alves et al. (2011) com 6,6%. No entanto, a amostra 4 obteve uma média bastante inferior

as demais amostras, apresentando uma média de 1,7%, estando de acordo com o valor

encontrado por Leonel e Cereda (2002).

Já para os teores de proteína obtidos, houve variação de 7,97 a 10,77% para todas

as amostras analisadas, estando em concordância com o valor encontrado por Filho e

Boas (1996) com 11,68%, mas divergindo dos valores encontrados por Alves et al. (2011),

Leonel e Cereda (2002) com 4,6% e 2,02% respectivamente.

Os valores encontrados para as Ąbras foram amplos, variando de 1,42 a 10,12%.

Essa grande variação ocorreu devido a amostra 4 que apresentou o menor valor dentre as

demais amostras analisadas. Essa amplitude entre os valores resultou na compatibilidade

entre os resultados de uma gama de autores, sendo eles: Filho e Boas (1996) com 5,50%,

Leonel e Cereda (2002) com 1,78%, e por Souza e Glória (1998) com 7,22%.

Dentre as amostras analisadas, as amostras 4 e 1 foram as que obtiveram os melho-

res resultados referente aos carboidratos, apresentando valores de 73,62% e 70,52% respec-

tivamente. Na literatura não foi encontrado nenhum valor compatível com os encontrados

na presente análise, pois todos os valores encontrados na literatura foram referentes ao

teor de amido, utilizando metodologias diferentes.

A cúrcuma apresentou para a fração lipídica valores que variaram de 2,08 a 5,06%,

conforme a Tabela 3. Esses valores Ącaram abaixo do valor encontrado por Filho e Boas

(1996) com 7,2% e por Souza e Glória (1998) com 8,51%, mas compatível com o valor
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encontrado por Alves et al. (2011) com 4,6%.

4.2 Análise da composição dos Ácidos Graxos

A Figura 8 apresenta o perĄl cromatográĄco dos ácidos graxos de uma amostra

da Curcuma longa L. e a Tabela 4 apresenta os ácidos graxos identiĄcados nas amostras

analisadas, assim como sua quantiĄcação.

Os valores médios obtidos para os ácidos graxos das amostras foram agrupados de

acordo com o grau de saturação, sendo classiĄcados como saturados, monoinsaturados e

poli-insaturados. Os ácidos graxos encontrados em maior quantidade para a maioria das

amostras da Curcuma longa L foram: ácido linoleico (18:2n-6 cis) pertencente a classe

lipídica dos poli-insaturados, da família do ômega-6 com 3188,58 mg/g, o ácido lignocérico

(24:0) pertencente a classe lipídica dos saturados com 716,83 mg/g, e o ácido mirístoleico

(14:1) pertencente a classe lipídica dos monoinsaturados com 463,91 mg/g.

A amostra 4 demonstrou concordância com as demais amostras em relação aos

ácidos graxos pertencentes a classe dos poli-insaturados, mas obteve resultados muito

diferentes das demais amostras para a classe dos saturados e dos monoinsaturados, en-

contrando o ácido palmítico (16:0) (1117,67 mg/g) e o ácido oleico (18:1n-9 cis) (1620,77

mg/g) como sendo os majoritários dessas classes respectivamente.
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Tabela 3 Ű Caracterização físico-química da Curcuma longa L. (%)

in natura SP SP BA BA

Análises Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4 Amostra 5

UMIDADE 3, 06 ∘ 0, 10b 10, 57 ∘ 0, 27d 9, 60 ∘ 0, 22c 8, 48 ∘ 0, 03a 8, 96 ∘ 0, 21a

CINZAS 6, 52 ∘ 0, 38a 7, 13 ∘ 0, 47a 7, 37 ∘ 0, 54a 1, 70 ∘ 0, 01b 4, 58 ∘ 0, 48c

PROTEÍNA 8, 57 ∘ 0, 11ab 10, 78 ∘ 0, 54c 9, 94 ∘ 0, 14bc 9, 52 ∘ 0, 99abc 7, 95 ∘ 0, 55a

FIBRAS 6, 22 ∘ 0, 30a 9, 17 ∘ 1, 71b 10, 12 ∘ 0, 58b 1, 42 ∘ 0, 17c 6, 25 ∘ 0, 48a

CARBOIDRATO 70, 52 ∘ 0, 50ab 61, 53 ∘ 5, 35a 62, 43 ∘ 5, 84a 73, 62 ∘ 1, 26b 70, 14 ∘ 1, 30ab

LIPÍDEO 5, 06 ∘ 0, 21a 4, 40 ∘ 0, 61ab 3, 75 ∘ 0, 43b 5, 22 ∘ 0, 22a 2, 08 ∘ 0, 11c

*Valores expressos como média ∘ estimativa do desvio padrão das triplicatas. ** Médias seguidas pela mesma
letra (linha) para cada amostra não representa diferença signiĄcativa entre si a p<0,05 pelo teste Tukey.
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Tabela 4 Ű PerĄl de ácidos graxos presentes na fração lipídica da Curcuma longa. L

Ácidos Graxos

AMOSTRAS - Teor de ácidos graxos (mg/g)

Saturados

Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4 Amostra 5

(11:0) 1, 22 ∘ 0, 01 14, 66 ∘ 1, 42 13, 40 ∘ 1, 27 2, 08 ∘ 0, 29 ⊗

(12:0) ⊗ ⊗ 12, 29 ∘ 1, 00 2, 11 ∘ 0, 29 0, 84 ∘ 0, 04

(13:0) 4, 08 ∘ 0, 15 ⊗ 23, 37 ∘ 1, 01 4, 16 ∘ 0, 47 0, 78 ∘ 0, 07

(14:0) 1, 12 ∘ 0, 16 3, 44 ∘ 0, 51 5, 61 ∘ 0, 84 27, 40 ∘ 2, 87 1, 20 ∘ 0, 18

(15:0) 4, 94 ∘ 0, 76 16, 71 ∘ 2, 89 6, 91 ∘ 0, 06 1, 65 ∘ 0, 14 2, 73 ∘ 0, 44

(16:0) 48, 79 ∘ 1, 33 355, 15 ∘ 3, 69 173, 46 ∘ 2, 90 1117, 67 ∘ 116, 54 0, 06 ∘ 0, 005

(17:0) 2, 23 ∘ 0, 08 11, 35 ∘ 1, 80 3, 61 ∘ 0, 50 8, 49 ∘ 0, 76 0, 20 ∘ 0, 03

(18:0) 11, 41 ∘ 0, 75 72, 91 ∘ 11, 60 24, 49 ∘ 4, 30 132, 74 ∘ 15, 34 ⊗

(20:0) ⊗ ⊗ ⊗ 0, 61 ∘ 0, 07 35, 95 ∘ 4, 27

(21:0) 6, 19 ∘ 0, 77 11, 80 ∘ 1, 34 3, 18 ∘ 0, 40 1, 91 ∘ 0, 13 0, 51 ∘ 0, 06

(22:0) ⊗ ⊗ ⊗ ⊗ 0, 044 ∘ 0, 001

(24:0) 114, 58 ∘ 14, 74 716, 83 ∘ 50, 61 253, 68 ∘ 12, 74 199, 51 ∘ 14, 47 ⊗

Monoinsaturados

(14:1) 57, 11 ∘ 0, 59 463, 91 ∘ 43, 84 129, 72 ∘ 21, 06 14, 42 ∘ 0, 84 3, 33 ∘ 0, 54

(16:1) ⊗ 6, 31 ∘ 0, 003 2, 03 ∘ 0, 30 18, 90 ∘ 2, 25 19, 35 ∘ 2, 32

(17:1) 0, 65 ∘ 0, 08 4, 51 ∘ 0, 55 1, 36 ∘ 0, 03 4, 34 ∘ 0, 59 0, 33 ∘ 0, 03
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(18:1n-9t) 1, 25 ∘ 0, 19 4, 56 ∘ 0, 37 7, 72 ∘ 1, 41 0, 91 ∘ 0, 12 3, 62 ∘ 0, 37

(18:1n-9c) 6, 56 ∘ 0, 47 281, 97 ∘ 29, 71 98, 72 ∘ 0, 90 1620, 77 ∘ 192, 64 0, 41 ∘ 0, 01

(22:1n-9) ⊗ ⊗ 3, 94 ∘ 0, 35 0, 29 ∘ 0, 01 ⊗

(24:1) ⊗ 12, 82 ∘ 2, 23 ⊗ ⊗ 0, 80 ∘ 0, 08

Poli-insaturados

(18:2n-6t) 5, 50 ∘ 0, 53 690, 62 ∘ 78, 45 202, 89 ∘ 12, 21 19, 32 ∘ 0, 96 16, 67 ∘ 2, 04

(18:2n-6c) 36, 19 ∘ 4, 68 662, 11 ∘ 84, 41 270, 28 ∘ 2, 90 3188, 58 ∘ 375, 76 3, 41 ∘ 0, 38

(18:3n-6) 13, 72 ∘ 1, 30 185, 06 ∘ 26, 13 67, 70 ∘ 11, 83 66, 10 ∘ 7, 72 0, 18 ∘ 0, 02

(18:3n-3) 3, 16 ∘ 0, 07 3, 80 ∘ 0, 51 8, 37 ∘ 0, 41 12, 29 ∘ 0, 61 0, 76 ∘ 0, 09

(20:2) 5, 65 ∘ 0, 61 2, 25 ∘ 0, 28 ⊗ 2, 75 ∘ 0, 16 0, 18 ∘ 0, 02

(20:3n-6) 0, 43 ∘ 0, 04 1, 086 ∘ 0, 10 0, 56 ∘ 0, 03 ⊗ 0, 39 ∘ 0, 03

(20:3n-3) ⊗ 4, 64 ∘ 0, 46 5, 29 ∘ 0, 03 13, 17 ∘ 0, 99 0, 30 ∘ 0, 03

(20:4n-6) ⊗ 8, 34 ∘ 0, 91 1, 50 ∘ 0, 08 2, 80 ∘ 0, 24 0, 12 ∘ 0, 01

(22:2) ⊗ ⊗ ⊗ ⊗ 0, 72 ∘ 0, 04

(20:5n-3) ⊗ 46, 10 ∘ 6, 37 10, 06 ∘ 0, 55 16, 20 ∘ 1, 09 26, 09 ∘ 3, 19

ΣSaturados 21, 62 ∘ 2, 08 150, 35 ∘ 9, 23 52 ∘ 2, 50 136, 21 ∘ 12, 44 4, 7 ∘ 0, 56

ΣMonoinsaturados 13, 11 ∘ 0, 26 129, 01 ∘ 12, 78 40, 58 ∘ 4, 0 276, 6 ∘ 32, 74 4, 64 ∘ 0, 55

ΣPoli ⊗ insaturados 10, 77 ∘ 1, 20 178, 22 ∘ 21, 95 70, 83 ∘ 3, 5 415, 15 ∘ 48, 44 4, 88 ∘ 0, 58

*Valores expressos como média ∘ desvio padrão das triplicatas.

- Não detectados
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As médias encontradas para os somatórios de ácidos graxos saturados, monoinsatu-

rados e poli-insaturados das amostras do presente estudo estão demonstrados na Tabela 4.

A amostra 2 obteve a maior concentração de ácidos graxos saturados (150,35 mg/g), e

a amostra 4 os melhores resultados para o somatório da classe dos monoinsaturados e

poli-insaturados (276,6 mg/g e 415,15 mg/g), respectivamente.

Embora não se encontre facilmente na literatura dados sobre a cúrcuma relacio-

nados a composição dos ácidos graxos, esses dados podem ser comparados ao gengibre,

pois o mesmo faz parte da mesma família dos Zingiberaceae. Segundo Newall (2002), o

gengibre possui aproximadamente 6 a 8% composto por lipídeos, estando entre eles os

ácidos graxos livres: ácido palmítico, o ácido oléico, o ácido linoléico dentre outros. O que

é coerente com os resultados obtidos no presente trabalho, pois esses ácidos graxos além

de estarem presente nas amostras da cúrcuma, estão representados de forma expressiva

quando comparado aos outros ácidos graxos.

Segundo a Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD) e a Sociedade Brasileira de

Alimentação e Nutrição (SBAN), a recomendação de ingestão diária de gorduras é de

25% a 30% do valor calórico total, preferencialmente proveniente de alimentos vegetais

e/ou de seus respectivos óleos (VANNUCCHI et al., 1990). Dessa porcentagem, estima-se

que aproximadamente 1 a 2% do total energético ingerido, deve ser composto pelos ácidos

graxos essenciais (KRAUSE et al., 1998).

O consumo de alimentos fonte de ácidos graxos poliinsaturados, principalmente os

da série ômega-3 (ácido linolênico) e ômega-6 (ácido linoleico) pertencente ao grupo dos

ácidos graxos essenciais (aqueles em que os seres humanos não conseguem sintetizar), esta

associado a redução do risco de desenvolvimento de várias doenças como aterosclerose e

doenças cardiovasculares (CORSINI et al., 2008).

O ácido linoleico, é considerado um dos ácidos graxos insaturados mais impor-

tantes na alimentação humana, devido à sua ação preventiva de doenças, redução da

pressão sanguínea e colesterol (OMODE et al., 1995; WALKER et al., 2013). Estudos

tem demonstrado que, o ácido linoleico e o ácido oleico apresentam sinais positivos no

que diz respeito aos níveis de HDL e LDL no sangue (VALSTA et al., 1992). O ácido

oleico também possui grande relevância na dieta humana, possuindo ação redutora da

gordura de baixa densidade (LDL), melhorando os sintomas de doenças inĆamatórias e

reduzindo a pressão arterial (HØSTMARK; HAUG, 2013). O ácido oleico, principal ácido

graxo monoinsaturado presente nos alimentos e que se encontra presente nas amostras

analisadas, principalmente na amostra 4, esta relacionado com a diminuição dos níveis de

colesterol circulantes, contribuindo assim, para diminuir o risco de doenças cardiovascu-

lares (COSTA; ROSA, 2016).

Sendo assim, tanto a amostra in natura como as amostras em pó comercial, pos-

suem ácidos graxos importantes para compor uma dieta saudável, pois suas composições
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Tabela 5 Ű Otimização do extrato para amostra in natura e amostra em pó comercial em
µg/mL de cúrcuma.

Equivalente a catequina em µg/mL

Ensaio X1 X2 X3 Média (amostra in natura) Média (amostra em pó)

1 -1 -1 -1 371, 69i 66, 49j

2 1 -1 -1 2225, 28a 2121, 33a

3 -1 1 -1 183, 98j 49, 35j

4 1 1 -1 925, 25d 409, 39d

5 -1 -1 1 319, 79i 76, 85j

6 1 -1 1 2109, 31b 1939, 88b

7 -1 1 1 185, 21j 49, 78j

8 1 1 1 854, 39e 320, 73g

9 -1,68 0 0 211, 53j 53, 41j

10 1,68 0 0 1737, 81c 578, 20c

11 0 -1,68 0 628, 50g 265, 30h

12 0 1,68 0 327, 72i 137, 91i

13 0 0 -1,68 532, 63h 334, 11fg

14 0 0 1,68 752, 49f 383, 41de

15 0 0 0 734, 73f 369, 60ef

16 0 0 0 720, 46f 371, 58e

17 0 0 0 772, 75f 379, 83de

*Valores expressos como média das triplicatas.
** Médias seguidas pela mesma letra (coluna) para cada ensaio, não representa diferença
signiĄcativa entre si a p<0,05 pelo teste Tukey.

seguido pelo desvio padrão em µg/mL, com concentração da curva variando de 100 a 500

µg/mL para a catequina e 100 a 1000 µg/mL para a quercetina.

Nessa análise foi possível observar que houve regularidade entre as amostras quanto

a obtenção de maior e menor concentração de Ćavonoides extraídos, equivalente aos pa-

drões catequina e quercetina por mL de extrato, sendo que a amostra 1 obteve a melhor

concentração de Ćavonoides equivalente aos padrões catequina e quercetina no extrato,

variando de 18149,81 a 181944,92 µg/mL respectivamente. Já a amostra 4 obteve a me-

nor concentração desses padrões, variando de 4552,04 a 22256,96 µg/mL respectivamente,

conforme a Tabela 6.

A amostra in natura teve o maior teor equivalente a catequina e quercetina que as

amostras em pó. Entre as amostras em pó (amostra 2 a 5) houveram grandes variações

que talvez possa ser explicado pelo tipo de processamento e condições de armazenamento

em que essas amostras foram submetidas, podendo ter gerado algum tipo de alteração a
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Tabela 7 Ű Padrões de Ćavonoides na Curcuma longa L.

Padrões λmáx (nm) [ ](µg/mL)

Quercetina 366,4 10
Kaempferol 275,4 10

Rutina 366,4 10
Apigenina 275,4 10
Miricetina 366,4 0,32
Luteoleína 366,4 10

Naringenina 289,4 10

4.5 IdentiĄcação e quantiĄcação dos Ćavonoides

Para que fosse possível realizar a identiĄcação e quantiĄcação dos Ćavonoides pre-

sentes na Curcuma longa L, foram injetados 8 padrões de Ćavonoides (quercetina, cate-

quina, kaempferol, rutina, apigenina, luteoleína, naringenina e a miricetina) individual-

mente e em forma de mix, na concentração de 10 µg/mL, com exceção da miricetina que

foi preparada na concentração de 0,32 µg/mL. Os padrões foram submetidos a varredura

espectrofotométrica na faixa de 230 a 500 nm por 30 minutos, para veriĄcar o compri-

mento de onda que apresentasse a absorbância mais adequada para cada Ćavonoide e para

o método, conforme a Tabela 7.

Todos os picos dos padrões foram separados sem que houvessem co-eluição aos 18

minutos de corrida. Posteriormente, as amostras da cúrcuma foram devidamente prepara-

das para serem injetadas nas mesmas condições cromatográĄcas em que os padrões foram

analisados. As soluções dos padrões e os extratos das amostras foram previamente Ąltrada

em Ąltro de seringa a 0,20 µm e injetados no volume de 5µL (Figura 10), para que fossem

comparados o tempo de retenção de cada pico dos Ćavonoides com os picos encontrados

nos extratos das amostras.

Para haver maior segurança na identiĄcação dos Ćavonoides presentes nos extratos

das amostras, foram preparados 10 extratos de cada amostra, totalizando 50 extratos de

amostras verdadeiras. Esses extratos foram fortiĄcados com solução padrão, adicionando

um padrão por vez. Logo em seguida, esses extratos fortiĄcados foram injetados no HPLC

e observado no cromatograma se houve o surgimento de um novo pico ou aumento no

tamanho de um pico já existente.

Os tempos de retenção dos picos e os espectros de cada padrão não foram equiva-

lentes aos tempos de retenção dos picos e aos espectros presente nas amostras, ou seja, não

foi encontrado nenhum dos Ćavonoides analisados nos extratos das amostras estudadas.
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diferentes, para melhor avaliar o efeito antioxidante em diferentes aspectos.

Por se tratar de metodologias mais rápidas, reprodutíveis, acessíveis aos laborató-

rios e indústrias, os métodos químicos tem sido os mais utilizados. Os métodos DPPH,

ORAC e TEAC avaliam a estabilidade dos radicais livres pela transferência de átomos

de hidrogênio, enquanto que o FRAP avalia o poder de redução a partir da doação de

elétrons pelas espécies antioxidante. Os resultados obtidos são expressos em relação a

um composto padrão com capacidade antioxidante conhecida, como o trolox (NIXDORF;

HERMOSÍN-GUTIÉRREZ, 2010; SPIGNO; FAVERI, 2007; CATANEO et al., 2008),

ácido gálico (AMENDOLA et al., 2010) ou vitamina C (CATANEO et al., 2008).

No ensaio ORAC, o coeĄciente de determinação (R2), apresentou para o modelo

linear um valor de 0,978, evidenciando assim que o percentual de variação explicada pelo

modelo foi de 97,8%. Para os demais ensaios, DPPH, FRAP e TEAC, esse coeĄciente foi

um pouco mais elevado, com valores de 99,4%, 99,1% e 99,1% respectivamente, demons-

trando que o modelo proposto Ącou ajustado, conforme demonstrado na Figura 11.

Foi possível observar de acordo com a Tabela 8, que amostra 1 foi a que obteve

o melhor resultado para o ensaio ORAC quando comparado com as demais amostras

analisadas, apresentando uma concentração de 3689,34 µmoltrolox/g, seguida pela amostra

2 com 2343,66 µmoltrolox/g. A concentração da curva utilizada para a obtenção desses

resultados variou de 30 a 90 µmoltrolox/g.

Tabela 8 Ű Capacidade antioxidante em Equivalente padrão trolox (µmoltrolox/g) da Cur-
cuma longa L.

Ensaios Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4 Amostra 5

ORAC 3689, 34 ∘

312, 57e

2343, 66 ∘

228, 98d

1549, 09 ∘

45, 10c

467, 28 ∘

40, 11a

890, 96 ∘

22, 58b

DPPH 16692, 24∘

15, 14d

38567, 26∘

18, 20e

8775, 41 ∘

0, 50c

1043, 93 ∘

1, 62a

7788, 15 ∘

15, 31b

FRAP 1725, 75 ∘

26, 10d

1174, 73 ∘

37, 59c

785, 72 ∘

4, 93a

375, 76 ∘

1, 37b

734, 38 ∘

40, 31a

TEAC 2223, 44 ∘

30, 54e

1443, 43 ∘

8, 64d

1078, 06 ∘

20, 19c

304, 52 ∘

10, 73a

964, 68 ∘

27, 91b

*Valores expressos como média ∘ desvio padrão das triplicatas. ** Médias seguidas pela
mesma letra (linha) para cada amostra, não representa diferença signiĄcativa entre si a
p<0,05 pelo teste Tukey.

O método do DPPH tem sido bastante empregado em estudos de determinação da

capacidade antioxidante para extratos vegetais, (CHATHA et al., 2006; CANADANOVIC-

BRUNET et al., 2005; PINELO et al., 2004; GHASEMZADEH et al., 2011). Segundo

Suhaj (2006), esse método é considerado um bom ensaio para avaliar a atividade antio-
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xidante, e nesse estudo o comportamento das amostras 1 e 2 se inverteu em relação ao

ensaio do ORAC, pois a amostra 2 foi a que demonstrou uma concentração maior que

as demais amostras, obtendo uma concentração de 38567,26 µmoltrolox/g, seguida pela

amostra 1 com 16692,24 µmoltrolox/g. A concentração da curva utilizada para a obtenção

desses resultados variou de 50 a 120 µmoltrolox/g.

Tiveron et al. (2012) encontrou o valor de 57,6 µmoltrolox/g para o extrato da

cúrcuma preparado com etanol. Esse valor Ącou muito abaixo do que foi encontrado no

presente trabalho para o ensaio do DPPH. A mudança nas condições de extração, bem

como o solvente extrator pode ter causado tamanha diferença entre os resultados.

Na metodologia usada para a obtenção dos resultados referente ao ensaio do FRAP,

demonstrou que a amostra 1 obteve a melhor concentração quando comparada as demais

amostras, apresentando o valor de 1725,75 µmoltrolox/g. A concentração da curva utilizada

para a obtenção desses resultados variou de 2 a 16 µmoltrolox/g ao passo que Tiveron et

al. (2012) encontrou um valor de 169,1 µmolF e+2/g, tendo como resultado a partir de uma

extrato etanolico da cúrcuma, o sulfato ferroso como padrão, diferente do que foi usado

no trabalho em questão, onde o resultado foi obtido a partir de um extrato metanolico a

75% usando o trolox como padrão.

Para o ensaio do TEAC, a amostra 1 também se mostrou com bons resultados,

apresentando um valor de 2223,44 µmoltrolox/g, sendo um valor muito superior ao valor

encontrado por Tiveron (2010) e Tiveron et al. (2012), pelos mesmos motivos citados

acima para os outros métodos executados. A concentração da curva utilizada para a

obtenção desses resultados variou de 400 a 1800 µmolTrolox/g.

De forma geral, a amostra 1 (in natura), demonstrou obter os melhores resulta-

dos para a maioria dos ensaios antioxidante. O que já era esperado, pois essa amostra

não passou por nenhum tipo de processamento utilizando tratamento térmico por aque-

cimento, levando a acreditar que se ocorresse a degradação dos seus compostos bioativos,

esse processo seria mais lento quando comparado as amostras que passaram por algum

tipo de tratamento térmico por aquecimento, como ocorreu com as amostras 2, 3, 4 e 5

(amostras em pó comercial).

Por sua vez, na comparação entre as amostras em pó, a amostra 4 foi a que

demonstrou a menor capacidade antioxidante entre os métodos apresentados na Tabela 8,

variando de 304,52 a 1043,93 µmolTrolox/g.

4.7 Determinação das Espécies Reativas do Oxigênio (ROS)

O organismo humano sofre ação constante das ROS e RNS geradas em processos

inĆamatórios, por alguma disfunção biológica ou provenientes dos alimentos. Por esse mo-

tivo várias técnicas tem sido desenvolvidas para melhor compreendermos seus mecanismos





Capítulo 4. Resultados e Discussões 49

de ação e suas interações. No entanto, poucos trabalhos são encontrados na literatura em

relação à desativação dessas ROS e RNS, provavelmente devido ao alto preço das sondas

utilizadas nessas determinações.

Geralmente os resultados das técnicas desenvolvidas para as ROS são expressos em

valores de IC50, que é a concentração inibitória in vitro que reduz 50% o efeito oxidativo

provocado pelas espécies reativas testadas no meio (CHISTÉ et al., 2011b).

Dentre as inúmeras metodologias disponíveis para a capacidade antioxidantes das

ROS, foram selecionadas o ensaio de captação do ácido hipocloroso, do ânion superóxido

e do radical peróxido de hidrogênio.

Para a análise das espécies reativas, foi possível observar de acordo com a Tabela 9

e Figura 12 que no ensaio de captação do ácido hipocloroso (HOCl), a amostra 1 obteve a

melhor inibição IC50 (µg/mL) na cúrcuma, ou seja, essa amostra conseguiu proteger me-

lhor a sonda (DHR) da oxidação causada pelas espécies reativas com menor concentração

de extrato (52 µg/mL), quando comparado as demais amostras, obtendo uma inibição

IC50 de 50,55 µg/mL. No entanto, todas as amostras conseguiram alcançar o objetivo de

proteção nas concentrações estudadas (26 a 833 µg/mL) alcançando os 50% de inibição

na concentração de 208 µg/mL. O padrão utilizado para esse ensaio foi a quercetina.

De acordo com um trabalho realizado por Chisté et al. (2011a) sobre extrato

da semente do Annatto, popularmente conhecido como urucum, considerado um potente

corante de alimentos, foi possível observar uma inibição IC50 com 3,0 µg/mL, nas concen-

trações estudadas (15 a 25 µg/mL).

Já em um trabalho realizado por Ribeiro et al. (2015), ele encontrou um valor

de inibição IC50 de 2,8 µg/mL para o ramo e 4,8 µg/mL para a fruta inteira da Visnia

cauliĆora. Berto et al. (2015) encontrou inibição de 22 µg/mL para polpa, 4,8 µg/mL

para a casca e 7,1 µg/mL para a semente da Quararibea cordata na concentração máxima

estudada de 1000 µg/mL.

Para o ensaio de captação do ânion superóxido (O−

2), não foram obtidos valores

de inibição IC50 nas concentrações estudadas (26 a 833µg/mL). Por se tratar de um

método onde ocorre mudança na coloração do meio após a reação de oxidação e a cúrcuma

sendo considerada como corante natural, favoreceu que houvesse interferência da sua

pigmentação nos resultados. Para esse ensaio foram testados os padrões de quercetina

diluída em solvente DMSO grau HPLC (pois não diluiu em tampão fosfato 19 mmol/L)

e a catequina diluída em tampão fosfato 19 mmol/L.

Para Chisté et al. (2011a), esse ensaio também não demonstrou resultados satisfa-

tórios para o extrato da semente de urucum nas concentrações estudadas (15 a 25 µg/mL),

pois a amostra estudada também se tratava de um corante com grande pigmentação.

Já Ribeiro et al. (2015), no estudo da Visnia cauliĆora referente ao ramo, foi



Capítulo 4. Resultados e Discussões 50

encontrado uma inibição IC50 de 10,3 µg/mL, para a fruta inteira não foi possível obter

resultados de inibição IC50, possívelmente pelo mesmo motivo em que esse trabalho e

Chisté et al. (2011a) não obteve êxito.

Berto et al. (2015), encontrou para a casca e polpa da Quararibea cordata uma

inibição IC50 de 385 e 1000 µg/mL respectivamente, no entanto, para a semente não foi

encontrado atividade até a concentração máxima testada (1000 µg/mL).

No ensaio da captação do radical peróxido de hidrogênio (H2O2), é recomendado

que se utilize a concentração máxima (1000 µg/mL) das amostras e do padrão, pois esse

método possui uma resistência em alcançar a inibição IC50 (µg/mL), devido a diĄculdade

para se inibir o H2O2, pois a sua reatividade é considerada baixa. Mesmo assim, essa

molécula pode atravessar as membranas celulares e reagir com metais de transição (Reação

de Fenton), produzindo radicais hidroxila (OH), que é considerado uma das espécies mais

reativas. Os valores de IC50 para inibir o efeito nocivo de H2O2 são geralmente maiores

que o necessário para outras espécies reativas (PISTÓN et al., 2014).

De acordo com a Figura 12, foi possível observar que a amostra 5 foi a única

amostra que conseguiu alcançar uma inibição IC50 na concentração máxima testada, que

variou de 62,5 a 1000 µg/mL (Tabela 9). As demais amostras conseguiram alcançar em

torno de 33% de inibição na concentração máxima estudada.

Chisté et al. (2011a) obteve um valor de inibição IC50 com 47 µg/mL nas concen-

trações analisadas, que variou de 15 a 25 µg/mL. Já Ribeiro et al. (2015) encontrou para

o ramo e para a fruta inteira da Visnia cauliĆora os valores de inibição IC50 de 401 e 191

µg/mL respectivamente, sendo que a concentração estudada para esse ensaio ultrapassou

o limite máximo citado pelos demais autores na literatura (3000 µg/mL). Os resultados

encontrados por Berto et al. (2015) foram 32,4µg/mL para a polpa, 252 µg/mL para a

casca e 35 µg/mL para a semente, na concentração estudada de 1000 µg/mL (Tabela 9).

É necessário levar em consideração que as condições de extração para a obtenção

dos extratos da cúrcuma e dos extratos utilizado por outros autores foram diferentes, bem

como as espécies pesquisadas e o padrão utilizado como referência.
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Tabela 9 Ű Capacidade antioxidante frente a espécies reativas do oxigênio (ROS) da Cur-
cuma longa L.

IC50 (µg/mL)

HOCl O−

2 H2O2

Amostra 1 50, 55 ∘ 3, 64a ND NA
Amostra 2 114, 16 ∘ 9, 00bc ND NA
Amostra 3 124, 83 ∘ 11, 63cd ND NA
Amostra 4 143, 43 ∘ 8, 95d ND NA
Amostra 5 101, 16 ∘ 7, 46b ND 983, 2 ∘ 112, 85
Valores expressos como média ∘ desvio padrão das tripli-
catas.
Médias seguidas pela mesma letra (coluna) para cada amos-
tra, não representa diferença signiĄcativa entre si a p<0,05
pelo teste Tukey.
ND - Não determinado.
NA - Não foi encontrado atividade de inibição IC50 nas
concentrações estudadas.
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CONCLUSÕES

A composição centesimal (proteína, Ąbras, carboidrato, lipídios e cinzas) e a capa-

cidade antioxidante composta pelos compostos bioativos presentes no extrato da cúrcuma,

apresentaram algumas divergências em relação aos resultados encontrados por alguns au-

tores. Essa variação pode ser justiĄcada pelo tipo de solo, desenvolvimento durante a

colheita, controle genético, fatores climáticos, exposição a microrganismos, insetos, polu-

entes e tipo de processamento pós-colheita, fornecendo assim características especíĄcas a

cúrcuma.

Em relação ao perĄl dos ácidos graxos presentes na cúrcuma, até então pouco

explorado na literatura, foi possível concluir que os rizomas possuem ácidos graxos con-

siderados de qualidade para o consumo, estando distribuídos nas classes dos saturados,

monoinsaturados e polisaturados, dentre eles os ácidos graxos essenciais.

Através da análise multivariada realizada estabeleceu-se a melhor condição para a

obtenção do extrato para determinação de Ćavonoides na cúrcuma. Com a obtenção do

extrato, através do método otimizado no equipamento HPLC-DAD foi possível separar o

mix com 8 padrões de Ćavonoides em 18 minutos de corrida.

No que se refere a determinação da capacidade antioxidante in vitro da cúrcuma

adquiridas nas regiões da Bahia e São Paulo, foi possível observar que os resultados apre-

sentaram comportamento similares para as diferentes amostras na maioria dos ensaios

realizados (ORAC, DPPH, FRAP e TEAC), mesmo contendo mecanismos de ação dife-

rentes, sendo a amostra 1 com melhores resultados de capacidade antioxidante e a amostra

4 com a menor capacidade antioxidante.

Para a análise das espécies reativas do oxigênio (ROS), a amostra 1 demonstrou

o melhor resultado na ação de inibição IC50 (µg/mL) para o ensaio do ácido hipocloroso,

pois a mesma necessitou de uma menor concentração do extrato para alcançar a inibição

IC50 (µg/mL) que as demais amostras. Já no ensaio do radical peróxido de hidrogênio,

apenas a amostra 5 demonstrou efetiva potência ao inibir o H2O2 pelo IC50 (µg/mL) nas

concentrações estudadas.

Concluiu-se também que nem todos os ensaios de capacidade antioxidante das

espécies reativas podem ser executadas com amostras que possuem elevada pigmentação,

como ocorreu com o ensaio de captação do ânion superóxido na cúrcuma, pois a forte

coloração interfere nos resultados.
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