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RESUMO

A Curcuma longa L. também conhecida como agafrdao da terra, é uma espécie de planta
originaria do continente asiatico, sendo muito apreciada como especiaria na culinaria pe-
las suas caracteristicas organolépticas bem marcantes, como aroma e coloragdo intensa.
Devido a essas caracteristicas, seu uso tem sido expandido para a indtustria de alimentos,
sendo empregado como substituto de alguns corantes artificiais, embora pesquisas recentes
tém demonstrado seu potencial na area da medicina. Até entao, pouco se conhece sobre
a composicao quimica da circuma comercializada no Brasil e sobre as substancias bioa-
tivas associadas a capacidade antioxidante. Este trabalho tem como objetivo caracterizar
a Curcuma longa L. distribuida comercialmente nas regioes sudeste e nordeste do Brasil,
in natura e em po, levando em consideracao sua composicao fisico-quimica, o perfil dos
acidos graxos, perfil dos flavonoides e propriedades antioxidantes. Quanto a composi¢ao
centesimal, os extratos da circuma apresentaram aproximadamente de umidade (3-10%),
cinzas (1,7-7%), proteina (7-10%), fibras totais (1-10%), carboidrato (61-73%) e lipideos
(2-5%). Dentre os édcidos graxos estudados, o dcido linoleico (18:2n-6trans) seguido do
acido oléico (18:1n-9cis), foram os majoritarios para a maioria das amostras analisadas.
Para a andlise de flavonoides totais e avaliacao da capacidade antioxidante, primeiramente
foi otimizado o processo de extragao, que ficou estabelecido com dgua e metanol (25:75).
A caracterizacao dos flavonoides foi feita com a utilizacdo do HPLC-DAD, utilizando co-
luna de fase-reversa Cig e fase mével composta por dgua acidificada (0,05% &c. acético)
e metanol, utilizando a quercetina, kaempferol, rutina, apigenina, luteolina e narigenina
a 10(pg/mL) e a mirigenina a 0,32(ug/mL) como padroes. A capacidade antioxidante
foi avaliada por técnicas tradicionais como DPPH, FRAP, TEAC e ORAC, além das es-
pécies reativas de oxigénio (éc. hipocloroso, peréxido de hidrogénio e &dnion superdxido).
As anélises de capacidade antioxidante DPPH, FRAP, TEAC e ORAC, (equivalentes ao
padrao trolox) demonstrou melhores resultados para a amostra 1 na maioria das técnicas
realizadas. Dentre as amostras em po6 comercial, a amostra 2 destacou-se positivamente
apresentando os melhores resultados. Para a andlise das espécies reativas, a amostra 1 de-
monstrou a melhor agdo de inibigdo IC5y para o ensaio de captacao do acido hipocloroso e
a amostra 5 para o ensaio de captagao do radical peréxido de hidrogénio nas concentragoes
analisadas, nao sendo possivel a obtencao de resultados positivos para ensaio do anion

superoxido devido a pigmentacao da circuma ter causado interferéncia nos resultados.

Palavras-chaves: circuma; acidos graxos; capacidade antioxidante; flavonoides.



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
artificial 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 profile, flavonoid profile 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 fibers (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-9¢) were
the majorities for most of the samples analyzed. For the analysis of total flavonoids and
evaluation of the antioxidant capacity, the extraction process was first optimized, which
was established with water and methanol (25:75). The characterization of the flavonoids
was perfomed by means of HPLC-DAD, using a reverse phase C18 column and mobile
phase composed of acidified water (0.05% acetic acid) and methanol, by using quercetin,
kaempferol, rutin, apigenin, luteolin and narigenin at 10 (ug/ml) and 0.32 ug/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; flavonoids.
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1 INTRODUCAO

O Brasil, por conter uma grande extensao 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 pais, a Curcuma
longa L. tem apresentado destaque no aumento de seu consumo, devido as suas caracte-
risticas organolépticas bem peculiares, aroma proprio, sabor picante levemente amargo,
com uma coloracao amarela-acinzentada quando in natura, amarelo-alaranjado em suas
rupturas e amarelo escuro quando em p6 (ANVISA, 1978), conferindo as preparagoes

culindrias, principalmente aroma e coloragdo intensa e marcante.

O termo especiaria é definido como material seco da planta que normalmente é
acrescentado ao alimento para melhorar o flavor. Podem ser acrescentadas nos alimentos
de vérias formas, como inteiras, frescas, secas, como extratos isolados e/ou 6leo essencial
(MADSEN; BERTELSEN, 1995). Os componentes provedores de sabores existentes nas
especiarias consistem de compostos como alcoois, ésteres, aldeidos, terpenos, fendis, acidos
organicos e muitos outros elementos, que nao tém sido totalmente identificados (SAGDIC,
2003).

Em virtude dessas caracteristicas, seu uso tem sido apreciado também nas indus-
trias de alimentos, sendo empregada como substituto natural a alguns corantes artificiais,
como o amarelo tartrazina, cuja pigmentacao é semelhante a coloracao natural da ctr-
cuma. Essa caracteristica pode ser usada para conferir cor as massas de macarrao, molhos,

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

Segundo Barankevicz (2015), a circuma pode ser utilizada como antioxidante na-
tural, pela agdo de alguns componentes bioativos presentes. A atividade antioxidante estéd
relacionada, principalmente, com a presenca de compostos fenélicos. Compostos como

os flavondides e terpendides (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 anticancerigeno, sendo verificado o seu papel na inducao da
apoptose e como quimio-protetor na inibicao da formacao de metastases em cancros da
mama (BACHMEIER et al., 2008).

A Curcuma longa L, também conhecida como acgafrao, é uma espécie de planta
originaria do continente asiatico. 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 pé e seu uso tem tido diversas aplicagoes além da culinéria,
sendo aplicada para fins terapeuticos em artrites, doenca de Alzheimer, asma, alergias, e
fins culturais para coloragao da pele (SILVA; PINTAO, 2008; SUETH-SANTIAGO et al.,
2015).

Atualmente pouco se conhece sobre a composicao quimica da curcuma comer-
cializada no Brasil, com isso, faz-se necessario um estudo mais abrangente sobre essa
especiaria, para que haja uma maior difusao da sua utilizacao, mostrando além das suas
caracteristicas quimicas, as substancias bioativas associadas a capacidade antioxidante
que ela possui, uma vez que os trabalhos que alavancaram e chamaram a atencao para a

curcuma até entao, estao relacionados ao seu composto majoritario que é a curcumina.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Caracterizar a Curcuma longa L. distribuida comercialmente nas regioes sudeste e
nordeste do Brasil, in natura e em po, quanto a sua composicao fisico-quimica, perfil dos

acidos graxos, perfil dos flavonoides e propriedades antioxidantes.

2.2 Objetivos Especificos

Determinar a composicao fisico-quimica da circuma comercial em po e in natura;

Avaliar o teor lipidico quanto a composicao dos acidos graxos;

Otimizar e validar um método de extracao para os flavonoides na circuma;

Identificar e quantificar os flavonoides majoritarios presentes na amostra;

Avaliar a capacidade antioxidante através dos diferentes métodos: DPPH, FRAP,
TEAC, ORAC e ROS em funcao dos diferentes tipos de tratamento (in natura e em

p6) da Curcuma longa L.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Curcuma longa L: Uso e Economia

A circuma é uma planta monocotiledénea pertencente a familia Zingiberaceae
sendo considerada como uma planta condimentar. No Brasil é conhecida popularmente
como acafrao, acafroeira, acafrao-da-terra, acafrao-da-India e gengibre dourado (VILELA,;
ARTUR, 2008). Devido a sua denominagao popular, a circuma é frequentemente confun-
dida com o agafrao-verdadeiro (Crocus sativus L.), no entanto, a parte utilizada da Cur-
cuma longa é o rizoma, ja na Crocus sativus utiliza-se a flor, porém, ambas sao utilizadas

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

Devido aos custos de producao e o acesso ao produto comercialmente, a ciircuma
apresenta maior aplicagdo como corante em alimentos industrializados, ao passo que o
acafrao-verdadeiro é empregado em menor escala no preparo de pratos em restaurantes
refinados. O alto custo comercial atribuido ao agafrao-verdadeiro é justificado pela difi-

culdade da extracao, secagem e moagem do estigma da flor, um processo inteiramente

manual (DUKE, 2007).

A clircuma é uma planta origindria do sudeste da Asia, mais precisamente das
florestas tropicais da India, local onde ocorre a maxima diversidade genética (SASIKU-
MAR, 2005). Trata-se de uma planta do tipo herbécea e perene, apesar de se comportar
como anual em algumas condigoes especificas (FILHO et al., 2000) e embora a maior
diversidade ocorra no nordeste da India, grande parte dos parentes silvestres e plantas
invasoras de C. longa encontram-se na regiao sudoeste, sendo esta uma das razoes em

que é amplamente aceito a India como sendo o centro de origem da circuma cultivada
(RAVINDRAN et al., 2007).

A espécie foi introduzida no Brasil durante o periodo colonial, utilizada por garim-
peiros para marcar regioes de garimpo e por escravos como condimento culinario. Desde
entao é cultivada ou encontrada de modo subespontaneo em varios estados. Reproduz-se
por pedagos do rizoma que apresentam gemas (olhos), devendo ser cultivada em solo ar-
giloso, fértil e de facil drenagem. Cada rizoma mede até 10 cm de comprimento e, quando
cortado, mostra uma superficie de cor vermelho—alaranjada, possuindo cheiro forte agra-
davel, sabor aromatico e picante (FILHO, 1996).

A coloracao amarela-alaranjada caracteristica dos rizomas é atribuida principal-
mente a curcumina, sendo que a qualidade do seu poder de coloracao é usualmente avaliada

pelo teor de curcumina presente na curcuma, 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 circuma possui uma grande aplicacdo na industria de alimentos, sendo usado
na fabricacdo de sopas desidratadas, pratos e temperos prontos, mostardas, salsichas,
margarinas, macarrao, snacks e salgadinhos. Esta diversidade de aplica¢bes na industria
alimenticia fez com que, em paises onde a cultura possui posicao de commodity, fossem
criadas agéncias reguladoras da producao e qualidade para padronizacao da matéria-prima
comercializada (SIGRIST, 2009).

Atualmente nao se tem no Brasil uma regulamentacao onde se defina a quantidade
especifica de consumo da ciircuma para se obter os beneficios atribuidos a essa especiaria.
No entanto, alguns nutrologos e nutricionistas tem feito algumas recomendacoes. Segundo
Stuppiello (2017), no uso doméstico, recomenda-se que seja utilizado uma ou duas rodelas
por dia da circuma in natura ou uma colher de cha (aproximadamente 5 gramas) da
curcuma em pé diariamente, caso exista algum problema de satde. Pessoas saudaveis
podem usar o quanto considerarem conveniente, pois a regularidade de seu uso ¢ o mais

importante.

A fim de se obter uma maior comercializacdo da circuma, atualmente ela pode ser
encontrada por meio do rizoma inteiro (in natura), em p6 obtido apés secagem e moagem
dos rizomas (Figura 1), na forma de éleo, resinas e extrato de curcumina purificado,
podendo esta tltima apresentar concentragoes de até 98% (MARTINS; RUSIG, 1992).
Sua producao ocorre em quase todas as regides do Brasil, sendo os estados de Sao Paulo,
Minas Gerais e Goids os maiores produtores (MARTINS; RUSIG, 1992).

No mercado internacional, a circuma é considerada uma preciosa especiaria por
compor varios temperos orientais, como o pé de caril (curry spice) muito utilizado pelos
indianos, mocambicanos e muitos povos provenientes da Africa Oriental (SILVA; PINTAO,
2008). Apesar das especiarias serem utilizadas hd muitos séculos para o enriquecimento do
sabor e preservacao dos alimentos (MOREIRA; FILHO, 2003), seus principios ativos, bem
como a capacidade antioxidante se tornaram conhecidos recentemente, como a curcumina
na curcuma, o cuminaldeido 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 ctrcuma tem demonstrado também varias atividades biolégicas (antioxidantes,
anti-inflamatoéria, antimicrobiana, antiviral e anticarcinogénica), sendo estas atribuidas
a alguns compostos biologicamente ativos, dos quais se destacam: curcumina, dimetoxi
curcumina, bis-dimetoxi curcumina, arturmerona, turmerona, curcumona, turmeronol A
e turmeronal B (ANTUNES; ARAUJO, 2000; SANTOS et al., 2003). A acio dos com-
postos fendlicos também encontrados na circuma, mostraram resultados promissores no
controle do colesterol, tlceras gastricas e disfungoes hepaticas (ISLAM, 2004). Uma ou-

tra aplicacao interessante refere-se ao uso da circuma como repelente natural a insetos,
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Figura 1 — Curcuma longa L.

Fonte: (DRAETA, 2015)

evitando infestagoes em milho armazenado (BALTAZAR et al., 1994). Na medicina tra-
dicional chinesa, a circuma tem sido usada para ajudar na digestdao, possuindo fungao
hepatica, aliviar dores da artrite, regular a menstruacao, tratar eczema e feridas, redu-

zir inflamagdes e atualmente, tem sido utilizada na prevencao e tratamento de cancer

(MATOS, 2002).

Ao passo em que a circuma se tornou conhecida no mercado internacional (conhe-
cida como turmeric), a mesma tem apresentado grande importancia econdémica, devido as
peculiares caracteristicas de seus rizomas (FILHO et al., 2000). Com produtividade de 22
t (toneladas) de rizomas/ha (hectare), a India é o principal produtor do mundo, detendo
cerca de 50% da produgdo mundial (90 mil t) de circuma anualmente (NAGHETINI,
2006). Apesar disso, ocupa o 9° lugar dentre os paises que depositaram patentes que em-
pregam este condimento em formulagoes. A tecnologia se encontra bastante centralizada
nos paises do continente asiatico (Japao, Coréia e China), seguida dos Estados Unidos,
0s quais estao entre os cinco maiores importadores de ciircuma do mundo (NAGHETINT,
2006).

3.2 Composicao centesimal da Curcuma longa L.

Pesquisas sobre a composi¢ao centesimal da circuma mostram os polissacarideos,
em especial o amido, tem sido considerado o componente majoritario nessa especiaria, em
torno de 25 a 50%, seguido de proteina (10 a 25%), lipideos (6 a 12%), cinzas e fibras
(8 a 11%) respectivamente, com umidade variando entre 3 a 10% para a ctrcuma seca e
50 a 70% para a clircuma in natura (ALMEIDA, 2006; FILHO et al., 2000; BRAGA et
al., 2005). O conteido desses componentes varia em fungao do cultivo, local de plantio,
praticas agricolas, uso de fertilizantes, maturidade dos rizomas além do processamento
final usado para a sua comercializagdo. Sendo o amido a reserva energética das plantas,

ele passa a ser consumido na atividade metabdlica durante a maturacao, portanto, o
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teor de amido possivelmente se relaciona ao grau de maturagao, (BRAGA et al., 2003;
LEONEL; CEREDA, 2002).

3.3 Acidos Graxos

Embora os lipideos representem uma pequena fragao na composi¢ao da ctrcuma,
a caracterizacdo dessa fracao se torna importante, ji que a mesma pode influenciar de

forma decisiva nas caracteristicas organolépticas da circuma.

Os lipideos podem sofrer transformagoes quimicas durante o armazenamento, no
processamento ou ainda no uso como meio de transferéncia de calor. As transformacgoes
mais importantes sdo a rancidez hidrolitica, rancidez oxidativa e reversao. A rancidez,
seja hidrolitica ou oxidativa, ¢ a deterioracao dos lipidios e constitui-se em um dos pro-
blemas técnicos mais importantes na industria de alimentos (OSAWA et al., 2006). A
deterioracao oxidativa dos lipideos além de desenvolver aromas rancosos nos alimentos
pode causar o branqueamento de alguns alimentos, devido a reacao dos pigmentos com
os intermediarios reativos, chamados radicais livres, que sao formados durante a oxidacao
lipidica. Os radicais livres também podem levar a uma reducao da qualidade nutricional,

por reagir com vitaminas (FIB, 2014).

Até entao, pouco se conhece a respeito da composicao dos acidos graxos presente
no extrato na curcuma. Segundo Richmond e Pombo-Villar (1997), foi encontrado no
extrato do 6leo essencial de rizomas da C. longa, além das cetonas sesquiterpénicas, uma
série de acidos graxos saturados e insaturados. Ja o gengibre, pertencente a mesma familia
da ctircuma, foi encontrado alguns acidos graxos como acido palmitico, acido oléico, acido

linoléico entre outros, além de oléo-resina e dleos volateis (NEWALL, 2002).

3.4 Compostos Fenolicos

Os compostos fendlicos sdo substancias amplamente distribuidas na natureza,

sendo que mais de 8000 compostos fendlicos ja foram detectados em plantas.

Alguns compostos fendlicos da curcuma ja foram identificados e isolados, apre-
sentando resultados promissores no controle do colesterol, tlceras gastricas e disfungoes
hepéticas, como a classe dos curcuminoides (ISLAM, 2004). Os mltiplos mecanismos da
capacidade antioxidante dos compostos fendlicos sao expressos pela habilidade de seques-
trar radicais livres, quelar metais e pelo sinergismo com outros antioxidantes (BARCIA
et al., 2014), demonstrando que os compostos fendlicos além da capacidade antioxidante,

possui efeito na prevencao de diversas enfermidades cardiovasculares, cancerigenas e neu-

rolégicas (HARBORNE; WILLIAMS, 2000; SANCHEZ-MORENO, 2002).

Existem véarias metodologias aplicadas para extracao dos compostos fendlicos em
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produtos vegetais que podem ser realizadas utilizando iniimeros solventes extratores, como
o etanol, metanol, acetona e agua deionizada, isolados ou combinados em diferentes con-
centracoes associados a alguns processos como: maceracao, trituragao ou moagem com
clarificacdo por centrifugacdo, extracdo com auxilio de agitador magnético e filtragem
com papel filtro, lavagem por refluxo e concentracao do extrato utilizando evaporador

rotatério a vaicuo (ANDERSON et al., 2013; RUFINO et al., 2006; SANTOS et al., 2016).

Para a quantificacdo dos fendlicos totais geralmente utiliza-se o método de Folin-
Ciocalteu (SINGLETON; ROSSI, 1965) baseado na reagao de oxi-redugdo entre os com-

postos fendlicos e os ions metalicos.

A identificagdo dos compostos fendlicos geralmente é realizada por cromatografia
liquida de alta eficiéncia, utilizando detectores de arranjo de diodos e/ou a espectrometria
de massas (AO et al., 2008; VAZQUEZ et al., 2008).

Dentre as classes que compoe os compostos fendlicos, os flavonoides fazem parte
do grupo mais estudado. Sao os compostos mais diversificados no reino vegetal possuindo
15 atomos de carbono no seu esqueleto basico, apresentando uma estrutura de C6-C3-
C6, onde os dois anéis C6 sao necessariamente aroméaticos (anéis A e B), conectados por
uma ponte de trés carbonos, que geralmente contém um atomo de oxigénio (anel C),
conforme demonstrado na Figura 2, (RICE-EVANS, 2004; MANACH et al., 2004). Ja
foram identificados na curcuma os flavonoides miricetina, fisetina, morina, quercetina e o
kampferol (LAKO et al., 2007).

Figura 2 — Estrutura quimica geral de um flavonoide

Fonte: (TIVERON, 2010)

Sua ampla diversidade estrutural faz com que os flavonoides estejam presentes em
todas as partes das plantas, desde as raizes, até as folhas e frutos, sendo encontrados
nos vacuolos das células na forma livre (aglicona) ou ligados com agticares (glicosideos).
Sao classificados como antocianidinas (apigenina, cianidina), flavonas (crisina, apigenina,
rutina, luteolina), flavonéis (canferol, quercetina, miricetina, tamarixetina), flavanonas
(naringina, naringenina, taxifolin), catequinas (epicatequina), dihidroflavonois (flavano-

nois), chalconas e isoflavonas (genistina, genisteina, daidzina, daidzeina). Tal diversidade
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ocorre devido as transformacoes que estes compostos podem sofrer, como hidroxilacao,
metilagao de grupos hidroxila ou do nicleo dos flavonoides, dimerizagao (produzindo bi-
flavonoides), glicosilagdo de grupos hidroxila (produzindo oglicosideos) ou do nicleo dos
flavonoides (produzindo C-glicosideos) (MARKHAM et al., 1982).

Sendo considerados como acidos fracos, os flavonoides possuem caracteristicas po-
lares ou moderadamente polares, sendo soltiveis em etanol, metanol, butanol e combina-
¢oes de solventes com dgua (MARKHAM et al., 1982), absorvendo radiagao eletromag-
nética na faixa do ultravioleta (UV) e do visivel, e dessa maneira apresentam papel de
defesa nas plantas frente a radiacdo UV da luz solar. Os flavonoides podem agir como
quelantes de metais, ou ainda como antioxidantes primarios, agindo como sequestrantes
do anion superodxido e apresentam normalmente duas bandas de absorcao no UV, sendo
compreendida entre 220-295 nm e entre 300-390 nm (ROBARDS et al., 1999).

Sao reconhecidos também pela inibicao da oxidacao do acido linoleico, oxidacao
de LDL, peroxidacao de fosfolipideos da membrana, peroxidacao lipidica microssomal
e mitocondrial, peroxidacao de eritrocitos e fotoxidacao e peroxidacao de cloroplastos
(ANILA; VIJAYALAKSHMI, 2003; RUBERTO; BARATTA, 2000).

3.4.1 Curcumina

A curcumina é um composto fendlico da classe dos curcuminoides, considerado
como o principal responsavel pela coloragao amarela no rizoma do agafrao. Esse com-
posto é altamente lipofilico (Figura 3), o que lhe confere a capacidade de atravessar a
barreira hematoenceféalica (ROSSI et al., 2008), possuindo miltiplas caracteristicas rele-
vantes comprovadas in vitro e in vivo que podem justificar o interesse nesta espécie, como

neuroprotetora, anti-inflamatoria, 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 trés componentes, curcumina (CUR, 77%), desmetoxicurcumina (DMC, 17%),
e bisdesmetoxicurcumina (BDMC, 3%) (GOEL et al., 2008). Na India, pode-se encon-
trar esta mistura de curcuminoides na forma de capsulas, pomadas, unguentos, cremes e
curativos para aplicacdo topica, misturada ou nao com outros componentes. Contudo, a
principal utilizagdo destas substéncias ao redor do mundo é na culinaria (CARNEIRO,
2009).

3.5 Capacidade Antioxidante

De acordo com a definigao proposta por Halliwell e Gutteridge (2007), antioxidante
consiste em “qualquer molécula que atrasa, previne ou remove um dano oxidativo de uma

molécula alvo”. O termo molécula alvo engloba quase todas as moléculas encontradas em
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Figura 3 — Estrutura quimica da Curcumina.

Fonte: (PAZ, 2013)

alimentos e em tecidos vivos (exceto dgua) e inclui por exemplo, proteinas, lipidios, car-
boidratos e DNA. Essas biomoléculas podem ser protegidas através dos antioxidantes que
podem atuar de diferentes formas: impedindo a formacao dos radicais livres, inibindo a
oxidacao do substrato, interceptando os radicais livres gerados pelo metabolismo através
da a¢ado enzimatica ou pelos agentes de sacrificio, que sdo moléculas preferencialmente oxi-
dadas pelas espécies reativas para preservar biomoléculas de maior importancia biologica

(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 sao avaliados frente a um radical ou ion metalico especifico ou ainda na habilidade
de transferir elétrons e/ou doar dtomos de hidrogénio, e os ensaios geralmente recebem o

nome do reagente cuja absorcao serd atenuada pelo antioxidante como os ensaios DPPH,
FRAP e TEAC (BOROSKI et al., 2015).

O teste ORAC (Ozygen Radical Absorbance Capacity) desenvolvido originalmente
por (CAO et al., 1993) é considerado por alguns autores como sendo um método prefe-
rivel devido a sua relevancia biolégica e eficadcia para o antioxidante in vitro (AWIKA
et al., 2003). Ele mede a capacidade do antioxidante em sequestrar radicais peroxil
como substancias pré-oxidantes, geradas a partir do azo-iniciador AAPH (2,2-azobis (2-
amidinopropano) dihidroclorado), a 37°C, e como substrato oxidével utiliza a fluoresceina,
uma substincia nao proteica fluorescente (Figura 4) (MELO et al., 2006; JAYAPRA-
KASHA et al., 2007; OLDONTI, 2007).

Isto o diferencia dos outros testes de capacidade antioxidante que usam oxidantes,
mas nao necessariamente pré-oxidantes (PRIOR; CAO, 1999). As substancias presentes
na amostra protegem a fluoresceina da oxidacao provocada pelos radicais peroxila, atra-
vés da doacao de um atomo de hidrogénio aos radicais livres, evitando o decréscimo de
fluorescéncia (OU et al., 2001).

J& o ensaio do DPPH ¢ determinado pelo sequestro do radical DPPH, através de
uma substancia com capacidade antioxidante, reduzindo-o a hidrazina. Quando uma de-

terminada substancia que age como doador de dtomos de hidrogénio ¢ adicionada a uma
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Figura 4 — Estrutura quimica da Fluoresceina.

Fonte: (CARDOSO et al., 2005)

solucao de DPPH, a hidrazina é obtida com mudanca simultanea na coloragao de violeta
a amarelo palido. A molécula do DPPH ¢é caracterizada como um radical livre estavel
em virtude da deslocalizagao do elétron desemparelhado por toda a molécula (Figura 5),
(MOLYNEUX, 2004). A intensidade do sinal do radical DPPH ¢ relacionada de forma
inversa com a concentragao do antioxidante testado e o tempo de reagao (CHEN et al.,
2000). Entretanto, o método de controle mais utilizado é o decaimento da absorbancia
no comprimento de onda observado entre 515 a 528 nm, produzido pela adi¢do do antio-
xidante a uma solugdo alcodlica do radical DPPH. Este método é considerado, do ponto
de vista metodoldgico, um dos mais faceis, precisos e reprodutivos na avaliacao da capa-
cidade antioxidante de sucos de frutas, extratos vegetais e substancias puras, tais como
flavonoides e terpenoides (SZABO et al., 2007).
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Figura 5 — Forma radicalar (1) e ndo radicalar (2) do DPPH.
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Fonte: (ALVES et al., 2010)

J&a no método do FRAP, como demonstrado na Figura 6, baseia-se na reduc¢ao em
meio acidico, de um complexo férrico de TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazina) a um complexo
ferroso de TPTZ com uma forte coloragao azul escura. Quanto maior for a capacidade
antioxidante da amostra, maior sera a producao do complexo ferroso de TPTZ, podendo
ser monitorado através da leitura de absorbancia a um comprimento de onda de 593 nm
(HUANG et al., 2005; APAK et al., 2007). Uma das limitagoes desta técnica consiste
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no fato de apenas avaliar a capacidade da amostra em reduzir {ons férricos e nao a sua
capacidade em neutralizar radicais livres ou outras espécies antioxidantes. No entanto,
trata-se de um ensaio simples, reprodutivel e pouco dispendioso, quando comparado com

outros métodos de avaliagdo da capacidade antioxidante (HUANG et al., 2005).
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Figura 6 — Poder de reducao férrica.

Fonte: (HUANG et al., 2005)

O ensaio TEAC foi relatado primeiramente por Miller et al. (1993), posterior-
mente sofreu algumas adequagoes por Re et al. (1999). A ideia do método é monitorar o
decaimento do cation-radical ABTS+, produzido pela oxidacao do ABTS 2,2~ azinobis
(3-ethylbenzothiaziline-6-sulfonate), gerado pela adi¢gdo de uma amostra contendo anti-
oxidantes. Por meio da adigao do perssulfato de potassio, ocorre a formacgao 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 reducao do ABTS+ a ABTS,
provocando a perda da coloragdo do meio reacional. Os resultados sdo expressos em fungao

do trolox, um padrao antioxidante submetido as mesmas condi¢es de analise.

O ABTS+ necessita ser gerado através de uma reagdo quimica, eletroquimica
ou enzimatica, sendo solivel em dgua e em solventes organicos, permitindo-se medir a
atividade de compostos de natureza hidrofilica e lipofilica, demonstrando ser um radical
estavel na auséncia de antioxidantes (KUSKOSKI et al., 2005; ARNAO, 2000). O radical
cation ABTS+ também pode ser obtido pela presenca do HyO5, apresentando maximos
de absorcao a 417, 645, 734 e 815 nm por espectrofotometria (SILVA et al., 1999).

Por se tratar de um método simples, ele é facilmente reprodutivel, o que viabiliza
seu uso em rotinas laboratoriais, sendo que as divergéncias nos resultados de TEAC
podem ser atribuidas a fatores limitantes como a diferenca no tempo de incubacao ou na
estratégia de obtencdo de ABTS+ (STRATIL et al., 2006; SURVESWARAN et al., 2007;
PICCINELLI et al., 2004).
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Figura 7 — Redugdao do ABTS+ por um antioxidante e sua formagao pelo perssulfato de
potéassio.

Fonte: (HUANG et al., 2005)

3.6 Espécies Reativas do Oxigénio (ROS) e Nitrogénio (RNS)

Considera-se que todo componente celular esta sujeito a sofrer danos oxidativos
como os lipidios, proteinas e acidos nucléicos que sao exemplos classicos de moléculas que
sofrem alteragoes funcionais quando oxidadas, sendo que os principais causadores destes
danos oxidativos sao os radicais livres. Por definicao, o termo radical livre refere-se a
atomos ou moléculas altamente reativos, que contém nimero impar de elétrons na tltima
camada eletronica conferindo alta reatividade, tornando-os avidos por retornar ao estado
de equilibrio eletronico (HALLIWELL, 1990).

Quando esta molécula é derivada do metabolismo do oxigénio e nitrogénio, denominam-
se espécies reativas do oxigénio (ROS) e do nitrogénio (RNS), respectivamente. Justa-
mente por esta falta de elétrons pareados na sua dérbita externa, estas espécies reativas
(RE) reagem com qualquer molécula préxima capaz de doar elétrons, justificando seu
tempo de meia-vida extremamente curto (PRYOR, 1986). O radical hidroxila (OH) e o
anion superdxido (O~y), possuem tempo de vida em média de 121072 e 12107¢ segundos
respectivamente, enquanto que o do peréxido de hidrogénio (HyO,) é superior a 1072
segundos. O tempo de meia vida estd relacionado também com a capacidade de difusao,
sendo que quanto maior o tempo de meia-vida das ROS e RNS, maior sua capacidade de
difusdo intra e extra celular (PRYOR, 1986).

As espécies reativas do oxigénio (ROS) e do nitrogénio (RNS) sdo produtos do me-
tabolismo celular normal e apresentam papel duplo, uma vez que podem ser benéficas ou
nocivas para os sistemas vivos (VALKO et al., 2007). Os efeitos benéficos destas espécies
reativas ocorrem em concentracoes baixas ou moderadas e sao essenciais para a sinalizacao
e regulacao celular, detoxificacdo e funcao imunolédgica, sendo portanto, continuamente
produzidas pelo organismo humano (VALKO et al., 2006; WINTERBOURN, 2008). Ja o
efeito nocivo das ROS e RNS ocorre durante o estresse oxidativo e o estresse nitrosativo,
sendo que estes eventos acontecem em sistemas bioldgicos quando de um lado ha uma
alta produgao de ROS/RNS; e de outro lado uma deficiéncia de antioxidantes endégenos
enzimaticos e nao enzimaticos (VALKO et al., 2006; WINTERBOURN, 2008), desenca-
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deando algumas doencas cardiovasculares e degenerativas, diabetes, cancer, quase todas
as patologias hepaticas, bem como participar do processo de envelhecimento (ALMEIDA

et al., 2009).

As principais ROS distribuem-se em dois grupos, os radicalares (hidroxila (OH), su-
peréxido (O~ 3), peroxila (ROO) e alcoxila (RO)) e os nao-radicalares (oxigénio (Os), perd-
xido de hidrogénio (H205) e anion hipoclorito (C10~)) (CHATGILIALOGLU; O’NEILL,
2001; WISEMAN et al., 1995; CADET et al., 1999; HALLIWELL, 1990). Dentre as RNS
incluem-se o éxido nitrico (NO), 6xido nitroso (N9Os), dcido nitroso (HNO,), nitritos
(NO™), nitratos (NO3.) e peroxinitritos (ONOO.) (HALLIWELL, 1990; CHATGILIA-
LOGLU; O’'NEILL, 2001; WISEMAN et al., 1995; CADET et al., 1999).

A formacao do anion superéxido ocorre a partir da adicdo de um elétron a uma

molécula de oxigénio no estado fundamental, Equagao 3.1.

Os+e — 0 9 (31)

O superoxido ao receber mais um elétron e dois ions hidrogénio forma o perdxido

de hidrogénio (H20s) , através do processo chamado dismutacao, Equagao 3.2.

20_2 + 2HT — HQOQ + 02 (32)

Quando o HyO4 recebe mais um elétron e um fon hidrogénio, é formado o radi-
cal hidroxila (*OH), que é o mais reativo dos intermediarios, pois pode reagir e alterar
qualquer estrutura celular que esteja proxima e assim danificar enzimas, membranas ou
acidos nucléicos (JENKINS, 1988), podendo também ser formado quando o HoO, reage

com fons de ferro ou cobre (Reagao de Fenton), Equacao 3.3.

Fe** JCu™ + HyOy — OH + OH™ + Fe3t JCu*T (3.3)

Os ions de metais de transicao podem também catalisar a reagdao entre HoO5 e
superdxido, conduzindo a produgao de radical hidroxila (Reagao de Haber-Weiss), Equa-

cao 3.4.

Hy05+ 0~ — Fe/Cu— OH + OH™ + O, (3.4)

Além disso, o radical superdxido pode reagir diretamente com o Oxido nitrico
(NO), gerando peroxinitrito (ONOO-). Este pode levar a formacao de um oxidante com
caracteristicas do radical hidroxila, Equagao 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.
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3.7 Coleta das amostras

Foram analisadas 5 amostras, sendo 1 amostra in natura (amostra 1) e 4 amostras
processadas e comercializadas em pd. A amostra in natura e as amostras em p6 4 e 5 foram
coletadas em pontos comerciais no estado da Bahia, na cidade de Jequié. As amostras 2

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

Foram coletados no total 900g de ctircuma em po6 de cada marca comercializada.
As amostras de cada marca foram unidas em um pool, e retirado a fracdo necessaria
para cada analise. Essas amostras foram armazenadas a vadcuo em sacos plasticos com
protecao a luz e congelados em ultra-freezer a -80°C até o momento das anélises . J& para
amostra in natura foi coletado cerca de 3kg no total, em diferentes meses do ano, sendo
homogeneizadas, trituradas, liofilizadas e armazenadas a vacuo em sacos plasticos com

protecao a luz e congelados em ultra-freezer a -80°C até o momento das anélises.

3.8 Analises da Curcuma longa L.

3.8.1 Analise da Composi¢ao Centesimal

A caracterizacao quimica da curcuma foi realizada segundo os métodos para: umi-
dade (AOAC, 1995), proteina bruta (AOAC, 1995), cinzas (AOAC, 1995), fibras totais
(AOAC, 1995), lipideos (BLIGH; DYER, 1959), e carboidrato (RESOLUCAO, 2003).

Todos os ensaios foram feitos em triplicata.

3.8.1.1 Determinacao da Umidade

O principio fundamenta-se na perda de umidade e substancias volateis a tempera-
tura determinada. A umidade das amostras foi determinada por secagem em estufa com
circulagao de ar (marca Nova Etica) a 105°C até a obtencao do peso constante da amostra
e por secagem a frio utilizando liofilizador (marca Terroni-LLS3000) a partir do controle

do vacuo.

3.8.1.2 Determinacao da Proteina bruta

O método baseia-se em 3 etapas: digestao (tubo kjeldahl no bloco digestor), des-
tilagao (destilador marca Tecnal TE-036/1) e titulacdo (bureta). A transformagao ocorre
a partir do nitrogénio total da amostra (nitrogénio proteico e ndo proteico organico) em
sulfato de amodnio por digestao acida e em nitrogénio amoniacal por destilagdo em meio

alcalino, sendo o borato de amonia formado, dosado com solucao acida padronizada.
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3.8.1.3 Determinacao das Cinzas

Consiste na queima da matéria organica sem residuos de carvao, para determinar
a quantidade de residuos inorganicos remanescente dessa queima. Geralmente a cinza
contém magnésio, ferro, fésforo, chumbo, cloreto, sédio e outros compostos minerais. A
metodologia utilizada foi de cinza seca, utilizando mufla (marca Quimis), na temperatura,

de 500-600°C, até atingir a coloracao ideal ou peso constante.

3.8.1.4 Determinacao das Fibras totais

Consiste em um método gravimétrico utilizando um kit enzimético contendo as
enzimas alfa-amilase, protease e amiloglucosidase para a obtencao de fibras soluveis e

insoluveis, utilizando acidos e bases em concentragoes especificas.

3.8.1.5 Determinacao dos Lipideos

Os lipideos encontrados na circuma foram extraidos conforme a metodologia pro-
posta por Bligh e Dyer (1959), utilizando uma mistura de trés solventes: cloroférmio,

metanol e agua.

3.8.1.6  Determinacao dos Carboidratos totais (Fracao “Nifext”):

Os carboidratos foram calculados por diferenca das demais andlises realizadas em
porcentagem (100 - umidade, cinzas, lipideos, proteina e fibras) (RESOLUCAO, 2003).

3.8.2 Determinacio da composicao de Acidos Graxos

Os lipideos foram extraidos a frio e esterificados conforme a metodologia de Joseph
e Ackman (1992), sendo analisados em um cromatégrafo a gas Thermo Finigan Trace, com
coluna capilar de silica fundida J e W (60m x 250um x 0,25 pm) e detector de ionizagao

de chama (FID).

As condigoes cromatograficas foram: temperatura do injetor a 250°C, temperatura
do detector a 280°C, temperatura inicial da coluna de 50°C durante 1 minuto, aumento de
25°C/minuto até 175°C, 4°C/minuto até 230°C. As édreas dos picos foram determinadas
utilizando o software Chrom Quest 4.1 e a quantificagdo dos AGs foi realizada utilizando

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

Para determinagao das concentragoes de cada éster metilico, foram utilizados os
valores médios do fator de corregao experimental (Fcg) para o detector por ionizagdo em

chamas (FID) a partir de 10 inje¢oes dos padroes de acidos graxos FAME mix C4-C24,
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Supelco - Alemanha, (Sigma-Aldrich, USA), (VISENTAINER, 2012). O fator de correcao

experimental foi calculado de acordo a Equacao 3.6.
Fcg = Ap* Mx/Mp * Ax (3.6)

Em que: Ap = area do padrao interno; Mp = massa do padrao interno; Ax = area

do éster metilico de 4cido graxo; Mx = massa do éster metilico de acido graxo.

O teor de 4cidos graxos (AG) foi calculado em mg/g de lipideos totais pela Equa-

¢ao 3.7 e convertidos em sélidos secos (mg/g) da circuma.

AG = Az %« Mp x Fop/Ap * Mz x Foag (3.7)

Em que: AG = concentragao de acidos graxos (mg/g) de lipideos totais; Ax = drea
do pico para cada composto; Ap = drea do pico do padrao interno (C:23); Mp = massa
do padrao interno (C:23) (mg); Mx = massa da gordura (mg); Fcg = fator de correcao

experimental e Foag é o fator de conversao éster metilico para acido graxo.

3.8.3 Preparo do extrato para andlise de flavonoides e da capacidade an-

tioxidante

Para a obtencao do extrato, foram utilizadas amostras em po6 e in natura. Foi
realizado um planejamento experimental para a obtencao do extrato utilizado na analise
dos flavonoides e da capacidade antioxidante. Os parametros analisados, propor¢ao do
solvente, relacao massavolume do extrato e tempo de agitagao no ultrassom estao descritos
na Tabela 1. Para as variaveis analisadas foi realizado um delineamento composto central
rotacional (DCCR) com fatorial completo (2*° + 6 pontos axiais + 3 pontos centrais),
totalizando 17 ensaios, conforme descrito na Tabela 2. Os ensaios foram realizados a
temperatura ambiente (24 +2°C), sendo pesado 1g de amostra em erlemayer de 125mlL
e posteriormente adicionados aliquotas da mistura metanol:dgua (v/v) nas proporgoes de
acordo com o planejamento experimental, sendo submetidos a agitacao por ultrassom por
tempo previamente estabelecido, seguido de filtracdo com papel filtro Whatman n° 6 e

armazenados em frascos ambar em freezer a -4°C (Tabela 1).

Os extratos foram submetidos a leitura de absorbancia 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 concentracao equivalente de catequina na
amostra para a concentracao dos flavonoides, foi utilizado para a realiza¢do das demais
analises, como: flavonoides total e os ensaios de capacidade antioxidante (DPPH, FRAP,
TEAC, ORAC e ROS).
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Tabela 1 — Variaveis analisadas no DCCR para trés fatores

Variaveis Cédigo -1,68 -1 0 +1 +1,68
P ao d lvent
roporc¢ao de solvente X1 0/100 25/75 50/50 75/25 100/0
(MeOH/H,0)
Relaga 1
elagdo massa/volume %9 5 10 925 50 100
(g/mL)
T d itaca
empo de agitacao X3 5 10 15 20 30

(min)

Tabela 2 — Delineamento experimental com valores codificados para as trés variaveis ana-
lisadas.

Ensaios X1 X2 X3

1 1 1 1
+1 1 1
3 1 +1 1
4 +1 41 1
5 1 1 +1
6 +1 1 +1
7 1 +1 +1
8 +1 41 41
9 168 0 0
10 +168 0 0
11 0 -168 0
12 0 +168 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 Determinacao dos Flavonoides totais

A andlise dos flavonoides totais foi determinada pelo método proposto por Zhishen
et al. (1999). A reagao colorimétrica foi realizada em microplaca transparente, adicionando
120 pL de dgua destilada, 30 pL da solucao da amostra diluida e 9 pL. de NaNOy a 5%.
Apds 5 minutos de reacao a temperatura ambiente e ao abrigo de luz, foi adicionado 9 uL
de AICl3 a 10% e mais 60 pL. de NaOH 1 mol/L, ficando em repouso por mais 6 minutos,
prosseguindo o procedimento com a adicao de 72 pl. de 4gua destilada em cada pocgo da

microplaca.

As leituras de absorbancia foram realizadas em leitor de microplacas FLUORstar
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Omega (BMG LABTECH), com comprimento de onda a 510 nm e 470 nm. O branco
usado como referéncia utilizou todos os solventes propostos pelo método, eliminando ape-
nas a solugdo da amostra e/ou padrao. A quantificagdo total dos flavonoides da amostra
foi realizada por meio de uma curva padrao com no minimo 5 pontos equidistantes, em tri-
plicata, preparada com catequina e quercetina, apresentando os resultados pela média da
triplicata seguida pelo desvio padrao em ug de flavonoides totais equivalente a catequina

e quercetina, por mL de extrato.

3.8.3.2 Identificacao e Quantificacao dos Flavonoides

A identificacao e quantificacao foi realizada comparando o tempo de retencao dos
picos de 8 padroes de flavonoides e os picos presentes nas amostras, a partir de um
cromatégrafo liquido de alta eficiéncia - HPLC, equipado com um sistema quaternario de
bombas, injetor automatico e forno com controle de temperatura, acoplado a um detector
de arranjo de diodos (DAD).

Para a separacao dos flavonoides nos extratos foi utilizado um cromatografo a
liquido de alta eficiéncia - HPLC (Agilent Technologies Infinity 1260) acoplado a uma
coluna de fase-reversa Ci;g (ACE HPLC Columns), com 15 cm de comprimento, 3 mm de
didmetro interno e 5 um de tamanho de particula. A eluigao se deu utilizando um gradiente
iniciando com 80% do solvente A (dgua acidificada com 0,05% de acido acético) e 20% do
solvente B (metanol grau HPLC), de forma linear até atingir 100% de solvente B em 18
minutos. Apés a finalizagao da corrida, o gradiente inicial foi retornando no tempo de 5
minutos, com vazao de 1 mL/min e volume de injecao de 5 ul, finalizando cada corrida
com a limpeza da coluna utilizando dgua miliQ) e metanol grau HPLC nas concentragoes
de 80-20% respectivamente. A limpeza da coluna ao final do processo ocorreu utilizando
50% de metanol.

Todos os solventes utilizados como fase mével foram previamente filtrados com fil-
tro LCR em PTFE modificado, a 0,45 pum especifico para filtragoes de solventes organicos

€ aquosos.

As solugoes dos padroes que se encontravam nas concentragoes de 100 e 1000
pg/mL, foram armazenadas sob refrigeragao em ultra-freezer a -80°C. Eles foram diluidos
em metanol grau HPLC, com excecao da miricetina que foi diluida em solvente DMSO
grau HPLC. Posteriormente, essas solu¢oes foram diluidas em dgua para a concentragao
de 10 ug/mL e filtrados com filtro de seringa LCR em PVDF a 0,45 pum antes de serem

injetados.
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3.8.4 Capacidade Antioxidante
3.8.4.1 Determinacao do ensaio DPPH

A anélise de capacidade antioxidante pelo método DPPH ocorreu de acordo com as
condigbes descrita por Barankevicz (2015), com adaptagoes. A andlise foi realizada mistu-
rando 156,25 uL de amostra diluida e 93,75 uL de solucdo metandlica com 0,5 mmol. L1
de DPPH, deixando reagir em repouso por 45 minutos em temperatura ambiente. Apds

esse periodo, foi dado prosseguimento da analise com a leitura em um leitor de microplacas
FLUORstar Omega (BMG LABTECH) com comprimento de onda de 517 nm.

Foi construida uma curva analitica de trolox com no minimo 5 pontos equidistantes,
em triplicata submetida a andlise de varidncia (ANOVA p < 0,05), sendo os resultados
da capacidade antioxidante expressos pela média da triplicata seguida do desvio padrao

em pmol equivalente trolox por g de amostra.

3.8.4.2 Determinac¢ao do ensaio FRAP

A avaliacao da capacidade antioxidante pelo método FRAP foi realizada de acordo
com as condigdes descritas por Benzie e Strain (1996). Inicialmente foram preparados os
reagentes das solugoes que compde o FRAP, ou seja, tampao acetato 300 mmol/L, solugao
de TPTZ (2,4,6-tri (2-piridil)-s-triazina) com 10 mmol/L em HCI 40 mmol/L e solugao
de cloreto férrico hexahidratado 20 mmol/L. A solugdo FRAP é constituida da mistura
da solugdo tampao, solugdo de TPTZ e solucao de cloreto férrico na proporgao de 10:1:1

(v/v/v), respectivamente.

Para que ocorresse a reagao foram misturados 10 pL. de amostra diluida, 30 uL de
agua destilada e 300 pL de solucao FRAP preparada no momento da andlise. A mistura
foi mantida a uma temperatura de 37°C por 15 min e posteriormente efetuada a leitura
a 593 nm em um leitor de microplacas FLUORstar Omega (BMG LABTECH). A curva
analitica foi construida utilizando do padrao trolox com no minimo 5 pontos equidistantes,
em triplicata, seguindo com anélise de variancia (ANOVA, p < 0,05), e os resultados da
capacidade antioxidante expressos pela média da triplicata seguida do desvio padrao em

pmol equivalente trolox por g de amostra.

3.8.4.3 Determinacao do ensaio TEAC

O método ABTS utilizado foi descrito por Re et al. (1999). Foram preparados
5 mL da solugao estoque de ABTS 7 mmol/L. em 5 mL de sulfato de potassio a 2,45
mmol /L, sendo refrigerada e armazenada no escuro por 16 horas. Apds o descanso, 1 mL
dessa mistura foi diluida em alcool etilico até a obtencao de uma absorbancia de 0,7 nm
+ 0,05 usado apenas no dia da andlise. A reagao ocorreu a partir da mistura de 10 uL de

amostra diluida e 990 ul. da solugao de ABTS previamente ajustado o pH.



Capitulo 3. Revisdo de Literatura 32

A leitura foi realizada em um leitor de microplacas FLUORstar Omega (BMG
LABTECH) apés 6 minutos da ocorréncia da mistura, utilizando o élcool etilico como
branco. A curva padrao foi montada utilizando como padrao o trolox, com no minimo
5 pontos equidistantes, em triplicata e os resultados da capacidade antioxidante foram

expressos em pmol equivalente trolox por g de amostra.

3.8.4.4 Determinacao do ensaio ORAC

O método ORAC foi realizado segundo metodologia proposta por Davalos et al.
(2004) para extrato hidrofilico. Foi preparada uma solu¢ao de tampao fosfato 75 mmol/L
(pH 7,4) usada para solubilizar a fluoresceina e o AAPH. A andlise ocorreu através da
mistura de 20 pl de amostra diluida com 120 uL de solugao fluoresceina sédica (0,387
mg/L). A placa permaneceu em repouso por 15 minutos a 37°C dentro da microleitora
para que ocorresse a reagao. Posteriormente foi adicionado 60 pli de solugao de AAPH
(0,108 g/L). A leitura foi realizada em leitor de microplacas FLUORstar Omega (BMG
LABTECH).

A partir da realizacao da leitura, foi construida uma curva analitica de trolox com
no minimo 5 pontos equidistantes, em triplicata, seguido de uma anélise de variancia
(ANOVA p < 0,05), sendo os resultados da capacidade antioxidante expressos pela média

da triplicata seguida do desvio padrao em pmol equivalente trolox por g de amostra.

3.8.4.5 Determinacao das Espécies Reativas do Oxigénio

Para as andlises das ROS, as metodologias selecionadas foram: ensaio da captacao
do acido hipocloroso, captagao do anion superodxido e a captagao do radical perdxido de

hidrogénio.

O ensaio de captacdao do acido hipocloroso foi realizado segundo a metodologia
proposta por Rezk et al. (2004). Preparou-se uma solugdo de 10 mL de NaOCl a 1%
(m/v) acertando o pH com HySOy4 para atingir um pH=6,2 (mantido em frasco protegido
da luz e sob refrigeracao), uma solugdo de HOCI com C;= 30 pmol/L para se obter
uma Cy= 5 pmol/L final no pogo, tendo em vista que o fator de diluicdo do HOCI é 6
(300 pL reagentes/50 uL HOCI), a partir do NaOCI e uma solugdo tampao fosfato 100
mmol /L ajustando o pH para 7,4 com uma solu¢ao de HCI diluida. A anélise foi conduzida
misturando 150 pl de tampao fosfato 100 mmol/L, 50 pL do extrato, 50 uL. de DHR e
50uls de HOCI (5 pmol/L) e os resultados foram expressos com inibi¢ao do I1Cs5q (ug/mL)
através da leitura de fluorescéncia (usando placa preta), com excitagdo a 480 +20 nm
e emissao a 528420 nm, utilizando um leitor de microplacas FLUORstar Omega (BMG
LABTECH) com leitura imediata a temperatura de 37°C.

O ensaio de captacao do anion superdxido foi avaliado segundo a metodologia

descrita por Chisté et al. (2011a). Inicialmente foram preparados as solugoes do tampao
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fosfato 19 mmol/L, ajustando o pH com uma solugdo de NaOH até atingir o pH de
7,4, solugao de NADH 166 pmol/L aferindo o pH com o tampao fosfato 19 mmol/L até
atingir pH=7,4, solu¢do de NBT 43,3 pumol/L aferindo sempre com o tampao fosfato 19
mmol/L, e a solu¢do de PMS, dissolvendo 1 mg de PMS em 1 mL de tampao fosfato,
em seguida diluindo 50 pL dessa solucao de PMS, em tampao fosfato e aferindo para
um volume final de 10 mL. Para que a reagao ocorresse, foi necessario misturar 50 pL
do extrato, 50 . do NADH, 150 uLL de NBT e 50 ul. de PMS. O NADH, juntamente
com o PMS;, originam o anion superdxido que promove a oxidagao da sonda (NBT). Essa
reacao de oxidacao altera a coloracao do meio, de incolor para azul. Essa alteracao da
coloragao pode ser um indicador, especialmente no pogo do controle, pois é a partir dela
que se verifica a ocorréncia se esta havendo reacao de oxidagdo ou nado. Os resultados
foram expressos com inibi¢do do ICsy (ug/mL) através da leitura de absorbancia a 560
nm (usando placa transparente), utilizando um leitor de microplacas FLUORstar Omega,
(BMG LABTECH) apés 2 minutos de incubagao da placa a temperatura de 37°C.

J& o ensaio da captagao do radical peréxido de hidrogénio, foi realizado de acordo
com a metodologia descrita por Chisté et al. (2011a). Foi preparado o tampao Tris 50
mmol/L, ajustando o pH para 7,4 com uma solu¢ao de HCI. Posteriormente foi preparado
uma solucao de lucigenina 800 L, dissolvendo 20,4 mg de lucigenina em balao volumétrico
de 20 mL de tampao Tris e uma soluc¢ao de 1% de HyO4 (se for H,Oy com pureza de 30%,
pode utilizar direto sem necessidade de preparar uma solugao). Para a montagem da
placa (placa branca), misturou-se 91,5 puL. de tampao Tris, 50 uL do extrato, 100 uL de
lucigenina e 8,5 ul. de HyOq, sendo os resultados expressos com inibigao do I1Cs5y (ug/mL)
através da leitura de luminescéncia imediata e apés 5 minutos, utilizando um leitor de
microplacas FLUORstar Omega (BMG LABTECH) com temperatura de 37°C.

3.8.4.6 Andlise Estatistica

Os resultados obtidos para as analises de composicao centesimal, otimizacao 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 padrao.
Analises de Varidncia (ANOVA) foram aplicadas juntamente com o teste Tukey para iden-
tificar possiveis diferencas significativas entre as médias, usando o software Statistica®)
7.0, sendo que as diferencas entre as médias ao nivel de 5% (p<0,05) foram consideradas

significantes.

Para as metodologias de capacidade antioxidante das espécies reativas, foi utilizado
o software estatistico GrapPad Prism(®) 6.0, e para a montagem dos gréaficos foi utilizado
o software OriginPro®) 8.0. As analises foram realizadas em quadruplicata e os resultados
foram apresentados como média e desvio padrao. Andlises de Varidncia (ANOVA) foram

aplicadas juntamente com o teste Tukey para identificar possiveis diferengas significativas
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entre as médias, usando um software estatistico (Statistica® versao 7.0), sendo que as

diferencas entre as médias ao nivel de 5% (p<0,05) foram consideradas significantes.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Analise Composicao Centesimal

A caracterizacdo da composicao centesimal da curcuma estd apresentado na Ta-
bela 3.

Segundo Maia et al. (1995), a média da umidade dos rizomas secos sem uso de
radiagdo, ficou em torno de 13,1%, ji Alves et al. (2011) encontrou valores entre 10,6 a
11,8%. Ambos os valores encontrados na literatura foram compativeis 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 possivel observar que o processo de
secagem a frio por liofilizacdo, demonstrou uma melhor eficiéncia 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 circuma demons-
traram concordancia 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).

J4 para os teores de proteina obtidos, houve variacao de 7,97 a 10,77% para todas
as amostras analisadas, estando em concordancia 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 fibras foram amplos, variando de 1,42 a 10,12%.
Essa grande variagdo 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 Gléria (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 nao foi encontrado nenhum valor compativel com os encontrados
na presente analise, pois todos os valores encontrados na literatura foram referentes ao

teor de amido, utilizando metodologias diferentes.

A clrcuma apresentou para a fracao lipidica valores que variaram de 2,08 a 5,06%,
conforme a Tabela 3. Esses valores ficaram abaixo do valor encontrado por Filho e Boas

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

4.2 Anélise da composicio dos Acidos Graxos

A Figura 8 apresenta o perfil cromatografico dos acidos graxos de uma amostra
da Curcuma longa L. e a Tabela 4 apresenta os acidos graxos identificados nas amostras

analisadas, assim como sua quantificacao.

Os valores médios obtidos para os acidos graxos das amostras foram agrupados de
acordo com o grau de saturacao, sendo classificados como saturados, monoinsaturados e
poli-insaturados. Os acidos graxos encontrados em maior quantidade para a maioria das
amostras da Curcuma longa L foram: acido linoleico (18:2n-6 cis) pertencente a classe
lipidica dos poli-insaturados, da familia do 6mega-6 com 3188,58 mg/g, o 4cido lignocérico
(24:0) pertencente a classe lipidica dos saturados com 716,83 mg/g, e o dcido miristoleico

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

A amostra 4 demonstrou concordancia com as demais amostras em relacdo aos
acidos 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 acido palmitico (16:0) (1117,67 mg/g) e o acido oleico (18:1n-9 cis) (1620,77

mg/g) como sendo os majoritdrios dessas classes respectivamente.



Tabela 3 — Caracterizagao fisico-quimica da Curcuma longa L. (%)

in natura SP SP BA BA
Analises Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4 Amostra 5
UMIDADE 3,06+ 0,10° 10,574+ 0,27 9,604+0,22¢  8,48+0,03* 8,96+ 0,21
CINZAS 6,52+ 0,38 7,134+0,47¢  7,374+0,54* 1,70 +£0,01°® 4,58 +0,48°
PROTEINA 8,574+0,11% 10,78 £0,54° 9,94 4+ 0,14% 9,5240,99%¢ 7,95+ 0, 55°
FIBRAS 6,2240,30° 9,17+ 1,71" 10,1240,58" 1,42+0,17° 6,25+ 0,487
CARBOIDRATO 70,52 40,50 61,53 4+5,35% 62,434+5,84% 73,62+ 1,26 70,14 +1,30%
LIPIDEO 5,0640,21° 44040619 3,7540,43° 522+40,22¢ 2 08+0,11°

*Valores expressos como média + estimativa do desvio padrao das triplicatas. ** Médias seguidas pela mesma

letra (linha) para cada amostra nao representa diferenga significativa entre si a p<0,05 pelo teste Tukey.
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Tabela 4 — Perfil de acidos graxos presentes na fracao lipidica da Curcuma longa. L

Acidos Graxos

Amostra 1
1,2240,01
4,08 £0,15
1,124+0,16
4,94+ 0,76
48,79+ 1,33
2,234+0,08
11,41 +£0,75

6,194 0,77

114,58 £ 14,74 716,83 £ 50,61 253,68 & 12, 74

57,11+ 0,59

0,65+ 0,08

Amostra 2

14,66 + 1,42

3,44 £ 0,51
16,71 £2,89

355,15 £ 3,69

11,35+ 1,80

72,91 + 11,60

11,80 & 1,34

6,31 4+ 0,003
4,51 + 0,55

Saturados
Amostra 3
13,40 + 1,27
12,29+ 1,00
23,37 +1,01
5,61 4+0,84
6,91 + 0,06

173,46 £ 2,90
3,61 +0,50
24,49 £+ 4, 30

3,18 4 0, 40

2,03 4 0, 30
1,36 £ 0,03

AMOSTRAS - Teor de acidos graxos (mg/g)

Amostra 4
2,08 +£0,29
2,11+£0,29
4,16 £0,47
27,40 + 2,87
1,65+0,14

1117,67 & 116, 54

8,49 4 0, 76

132,74 + 15,34

0,61+ 0,07
1,91 40,13

199,51 + 14,47
Monoinsaturados

463,91 £43,84 129,72 £ 21,06

14,42 + 0,84
18,90 + 2,25
4,34 40,59

Amostra 5

0,84 40,04
0,78 +0,07
1,20 £ 0,18
2,73 +0,44
0,06 + 0,005
0,20 £ 0,03
35,95 + 4,27
0,51 40,06

0,044 += 0,001

3,33 +£0,54
19,35 £ 2,32
0,33 +£0,03
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(18:1n-9t) 1,254+0,19 4,56 £ 0,37 7,724+1,41 0,91 +0,12 3,62+ 0,37
(18:1n-9¢) 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) 5,00 +£0,53 690,62 + 78,45 202,89 £+ 12,21 19,32 £0,96 16,67 £ 2,04
(18:2n-6¢) 36,19 +4,68 662,11 £84,41 270,28 2,90 3188,58 £375,76 3,41 +£0, 38
(18:3n-6) 13,724+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 2,254+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 40,24 0,124+ 0,01
(22:2) — — — — 0,724 0,04
(20:5n-3) = 46,10 £ 6, 37 10,06 £ 0,55 16,20 £1,09 26,09 £ 3,19
YSaturados 21,62 +2,08 150,35+ 9,23 52+ 2,50 136,21 £ 12,44 4,74 0,56
Y. Monoinsaturados 13,11 +£0,26 129,01 + 12,78 40,58 +4,0 276,6 + 32,74 4,64 £+ 0,55
Y Poli — 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 padrao das triplicatas.

- Nao detectados
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As médias encontradas para os somatoérios de acidos graxos saturados, monoinsatu-
rados e poli-insaturados das amostras do presente estudo estao demonstrados na Tabela 4.
A amostra 2 obteve a maior concentragdo de acidos graxos saturados (150,35 mg/g), e
a amostra 4 os melhores resultados para o somatoério da classe dos monoinsaturados e

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

Embora nao se encontre facilmente na literatura dados sobre a ctircuma relacio-
nados a composicao dos acidos graxos, esses dados podem ser comparados ao gengibre,
pois 0 mesmo faz parte da mesma familia dos Zingiberaceae. Segundo Newall (2002), o
gengibre possui aproximadamente 6 a 8% composto por lipideos, estando entre eles os
acidos graxos livres: acido palmitico, o acido oléico, o acido linoléico dentre outros. O que
¢é coerente com os resultados obtidos no presente trabalho, pois esses acidos graxos além
de estarem presente nas amostras da circuma, estdo representados de forma expressiva

quando comparado aos outros acidos graxos.

Segundo a Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD) e a Sociedade Brasileira de
Alimentagao e Nutrigdo (SBAN), a recomendagao de ingestao didria de gorduras é de
25% a 30% do valor caldrico total, preferencialmente proveniente de alimentos vegetais
e/ou de seus respectivos 6leos (VANNUCCHTI et al., 1990). Dessa porcentagem, estima-se
que aproximadamente 1 a 2% do total energético ingerido, deve ser composto pelos dcidos
graxos essenciais (KRAUSE et al., 1998).

O consumo de alimentos fonte de acidos graxos poliinsaturados, principalmente os
da série 6mega-3 (acido linolénico) e émega-6 (4cido linoleico) pertencente ao grupo dos
acidos graxos essenciais (aqueles em que os seres humanos nao conseguem sintetizar), esta
associado a reducao do risco de desenvolvimento de varias doencgas como aterosclerose e
doengas cardiovasculares (CORSINI et al., 2008).

O acido linoleico, é considerado um dos acidos graxos insaturados mais impor-
tantes na alimentacdo humana, devido a sua agdo preventiva de doencas, reducao da
pressao sanguinea e colesterol (OMODE et al., 1995; WALKER et al., 2013). Estudos
tem demonstrado que, o acido linoleico e o acido oleico apresentam sinais positivos no
que diz respeito aos niveis de HDL e LDL no sangue (VALSTA et al., 1992). O acido
oleico também possui grande relevancia na dieta humana, possuindo acao redutora da
gordura de baixa densidade (LDL), melhorando os sintomas de doencgas inflamatérias e
reduzindo a pressao arterial (HOSTMARK; HAUG, 2013). O acido oleico, principal acido
graxo monoinsaturado presente nos alimentos e que se encontra presente nas amostras
analisadas, principalmente na amostra 4, esta relacionado com a diminui¢ao dos niveis de

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

lares (COSTA; ROSA, 2016).

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

suem acidos graxos importantes para compor uma dieta saudavel, pois suas composicoes
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possuem acidos graxos mono e poli-insaturados.
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Figura 8 — Cromatograma CG-FID de uma amostra da Curcuma longa L.
. Condigoes cromatograficas descritas no texto.

*1- C11:0, 2- C14:0, 3- C14:1, 4- C15:0, 5- C16:0, 6- C16:1, 7- C17:0, 8- C17:1, 9-
C18:0, 10- C18:1 trans 9, 11- C18:1 cis 9, 12- C18:2 trans 6, 13- C18:2 cis 6, 14- C18:3
cis 3, 15- C20:2, 16- C21:0, 17- C20:3n-6, 18- C20:4n-6, 19- C20:3n-3, 20- C20:5n-3,
21- C24:0, 22- C24:1.

4.3 Otimizagao do extrato para analise dos flavonoides e capacidade an-

tioxidante

A melhor condicao de extracao dos flavonoides nas amostras ocorreu no ensaio
2, onde a amostra in natura e em pd comercial obtiveram uma concentragao de 2225,28
pug/mL e 2121,33 pg/ml equivalente a catequina respectivamente, sendo utilizado uma
propor¢ao de 75% metanol/H,O, no volume de extrato de 10 mL, com tempo de agitagao
de 10 minutos, conforme as tabelas 1 e 5. Por esse motivo, as condi¢oes referentes ao
ensaio 2 tanto para a amostra in natura como para as amostras em po comercial foram

as escolhidas para a preparagao dos extratos para as demais analises.

4.4 Flavonoides totais

A partir do extrato da circuma otimizado, foi possivel realizar o ensaio de determi-

nacao dos flavonoides totais, onde os resultados foram expressos pela média da triplicata
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Tabela 5 — Otimizacao do extrato para amostra in natura e amostra em pé comercial em
pg/mlL de circuma.

Equivalente a catequina em pg/mL
Ensaio X1 X2 X3 Média (amostra in natura) Meédia (amostra em po)

1 -1 -1 -1 371,69 66, 497
2 1 -1 -1 2225, 28¢ 2121, 33%
3 -1 1 -1 183,987 49, 357
4 1 1 -1 925, 254 409, 39¢
5 -1 -1 1 319, 79 76,85
6 1 -1 1 2109, 31° 1939, 88°
7 -1 1 1 185,217 49,78
8 1 1 1 854, 39° 320, 739
9 -168 0 0 211,53 53,417
10 1,68 0 0 1737,81°¢ 578, 20°
11 0 -1,68 0 628, 509 265, 30"
12 0 1,68 0 327,72 137,91°
13 0 0 -1,68 532, 63" 334, 1179
14 0 0 1,68 752,497 383, 414
15 0 0 0 734,737 369, 60¢/
16 0 0 0 720, 467 371, 58¢
17 0 0 0 772,757 379, 83%

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

seguido pelo desvio padrao em pg/mL, com concentracao da curva variando de 100 a 500

pug/mL para a catequina e 100 a 1000 pg/mL para a quercetina.

Nessa analise foi possivel observar que houve regularidade entre as amostras quanto
a obtencao de maior e menor concentracao de flavonoides extraidos, equivalente aos pa-
droes catequina e quercetina por mL de extrato, sendo que a amostra 1 obteve a melhor
concentracao de flavonoides equivalente aos padroes catequina e quercetina no extrato,
variando de 18149,81 a 181944,92 ug/mL respectivamente. Ja a amostra 4 obteve a me-
nor concentracao desses padroes, variando de 4552,04 a 22256,96 pg/mL respectivamente,

conforme a Tabela 6.

A amostra in natura teve o maior teor equivalente a catequina e quercetina que as
amostras em po6. Entre as amostras em pé (amostra 2 a 5) houveram grandes variagoes
que talvez possa ser explicado pelo tipo de processamento e condigoes de armazenamento

em que essas amostras foram submetidas, podendo ter gerado algum tipo de alteracao a
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Figura 9 — Grafico de dispersao entre a absorbancia (nm) e a concentragao do padrao
catequina (ug/mL), com coeficiente de determinagao e reta estimada.

Tabela 6 — Teor dos flavonoides totais em amostras de ctircuma

Padrées equivalentes nas amostras (ug/mL)

Catequina Quercetina
Amostra in natura 18149, 81 4+ 163, 46¢ 181944, 9 + 11440, 34°
Amostra 2 12636,42 £ 571, 57¢ 143204 + 2477, 204
Amostra 3 9994, 79 + 154, 69¢ 61973, 34 £ 5207, 97"
Amostra 4 4552,04 + 75, 66" 22256, 96 4 298, 34¢
Amostra 5 7512,91 & 318, 32 90621, 36 + 1154, 15¢

*Valores expressos como média + desvio padrao das triplicatas.
*k Médias seguidas pela mesma letra (coluna) para cada ensaio, nao representa diferenga

significativa entre si a p<0,05 pelo teste Tukey.

amostra, como por exemplo a decomposicao de parte dos flavonoides.
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Tabela 7 — Padroes de flavonoides na Curcuma longa L.

Padrées Améx (nm) [](ug/mL)

Quercetina 366,4 10
Kaempferol 275,4 10
Rutina 366,4 10
Apigenina 275,4 10
Miricetina 366.4 0,32
Luteoleina 366.4 10
Naringenina 289,4 10

4.5 Identificacao e quantificacao dos flavonoides

Para que fosse possivel realizar a identificagao e quantificagao dos flavonoides pre-
sentes na Curcuma longa L, foram injetados 8 padrdes de flavonoides (quercetina, cate-
quina, kaempferol, rutina, apigenina, luteoleina, naringenina e a miricetina) individual-
mente e em forma de mix, na concentracao de 10 ug/mL, com excegdo da miricetina que
foi preparada na concentracao de 0,32 ug/mL. Os padroes foram submetidos a varredura
espectrofotométrica na faixa de 230 a 500 nm por 30 minutos, para verificar o compri-
mento de onda que apresentasse a absorbancia mais adequada para cada flavonoide e para

o método, conforme a Tabela 7.

Todos os picos dos padrdes foram separados sem que houvessem co-elui¢do aos 18
minutos de corrida. Posteriormente, as amostras da circuma foram devidamente prepara-
das para serem injetadas nas mesmas condigdes cromatograficas em que os padroes foram
analisados. As solugoes dos padroes e os extratos das amostras foram previamente filtrada
em filtro de seringa a 0,20 um e injetados no volume de 5yl (Figura 10), para que fossem
comparados o tempo de retencao de cada pico dos flavonoides com os picos encontrados

nos extratos das amostras.

Para haver maior seguranca na identificacao dos flavonoides presentes nos extratos
das amostras, foram preparados 10 extratos de cada amostra, totalizando 50 extratos de
amostras verdadeiras. Esses extratos foram fortificados com solugao padrao, adicionando
um padrao por vez. Logo em seguida, esses extratos fortificados foram injetados no HPLC
e observado no cromatograma se houve o surgimento de um novo pico ou aumento no

tamanho de um pico ja existente.

Os tempos de retencao dos picos e os espectros de cada padrao nao foram equiva-
lentes aos tempos de retencao dos picos e aos espectros presente nas amostras, ou seja, nao

foi encontrado nenhum dos flavonoides analisados nos extratos das amostras estudadas.
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Figura 10 — Cromatograma HPLC-DAD de uma amostra da Curcuma longa L. e do pool
de 8 padroes

4.6 Capacidade Antioxidante

Sao numerosas a quantidade de metodologias destinadas ao estudo da capacidade
antioxidante em matrizes alimentares. Devido a complexidade que envolve esses substra-

tos, é recomendado que se utilize pelo menos duas metodologias com mecanismos de acao
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diferentes, para melhor avaliar o efeito antioxidante em diferentes aspectos.

Por se tratar de metodologias mais rapidas, reprodutiveis, acessiveis aos laboratoé-
rios e industrias, os métodos quimicos tem sido os mais utilizados. Os métodos DPPH,
ORAC e TEAC avaliam a estabilidade dos radicais livres pela transferéncia de dtomos
de hidrogénio, enquanto que o FRAP avalia o poder de reducao a partir da doacao de
elétrons pelas espécies antioxidante. Os resultados obtidos sdo expressos em relacao a
um composto padrao com capacidade antioxidante conhecida, como o trolox (NIXDORF;
HERMOSIN-GUTIERREZ, 2010; SPIGNO; FAVERI, 2007; CATANEO et al., 2008),
acido gélico (AMENDOLA et al., 2010) ou vitamina C (CATANEO et al., 2008).

No ensaio ORAC, o coeficiente de determinacio (R?), apresentou para o modelo
linear um valor de 0,978, evidenciando assim que o percentual de variagao explicada pelo
modelo foi de 97,8%. Para os demais ensaios, DPPH, FRAP e TEAC, esse coeficiente foi
um pouco mais elevado, com valores de 99,4%, 99,1% e 99,1% respectivamente, demons-

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

Foi possivel 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 concentracao de 3689,34 pmoli,o10x/g, seguida pela amostra
2 com 2343,66 pmolieex/g. A concentragdo da curva utilizada para a obtengdo desses

resultados variou de 30 a 90 pumolgolox /8-

Tabela 8 — Capacidade antioxidante em Equivalente padrao trolox (umolieex/g) da Cur-
cuma longa L.

Ensaios Amostral Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4 Amostra 5

ORAC 3689,34 + 2343,66 + 1549,09 + 467,28 + 890,96 +
312,57¢ 228, 98¢ 45,10° 40,11° 22, 580

DPPH 16692,244+  38567,26+  8775,41 + 1043,93 + T7788,15 +
15,144 18, 20¢ 0,50¢ 1,62¢ 15,31°

FRAP 172575 +  1174,73 £ 785,72 + 375,76 + 734,38 &+
26, 10¢ 37,59¢ 4,93 1,37 40, 31¢

TEAC 2223,44 + 1443,43 + 1078,06 + 304,52 + 964,68 =+
30, b4° 8, 644 20, 19¢ 10, 73¢ 27,91°

*Valores expressos como média + desvio padrao das triplicatas. ** Médias seguidas pela
mesma letra (linha) para cada amostra, ndo representa diferenga significativa entre si a
p<0,05 pelo teste Tukey.

O método do DPPH tem sido bastante empregado em estudos de determinagao 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 relagao ao
ensaio do ORAC, pois a amostra 2 foi a que demonstrou uma concentragdo maior que
as demais amostras, obtendo uma concentragdo de 38567,26 pmoly10x/g, seguida pela
amostra 1 com 16692,24 pmolgo0x/g. A concentragao da curva utilizada para a obtengao

desses resultados variou de 50 a 120 pmol,olox /8-

Tiveron et al. (2012) encontrou o valor de 57,6 pmol0x/g para o extrato da
curcuma preparado com etanol. Esse valor ficou muito abaixo do que foi encontrado no
presente trabalho para o ensaio do DPPH. A mudanca nas condig¢oes de extracao, bem

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

Na metodologia usada para a obtengao dos resultados referente ao ensaio do FRAP,
demonstrou que a amostra 1 obteve a melhor concentragao quando comparada as demais
amostras, apresentando o valor de 1725,75 pumoly10x/g. A concentracao da curva utilizada
para a obtencao desses resultados variou de 2 a 16 pmolg.x/g a0 passo que Tiveron et
al. (2012) encontrou um valor de 169,1 pmolp,+2/g, tendo como resultado a partir de uma
extrato etanolico da ctircuma, o sulfato ferroso como padrao, diferente do que foi usado
no trabalho em questao, onde o resultado foi obtido a partir de um extrato metanolico a

75% usando o trolox como padrao.

Para o ensaio do TEAC, a amostra 1 também se mostrou com bons resultados,
apresentando um valor de 2223,44 umoli,o0x/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 concentracao da curva utilizada para a

obtencao desses resultados variou de 400 a 1800 pmolryolox /8-

De forma geral, a amostra 1 (in natura), demonstrou obter os melhores resulta-
dos para a maioria dos ensaios antioxidante. O que ja era esperado, pois essa amostra
nao passou por nenhum tipo de processamento utilizando tratamento térmico por aque-
cimento, levando a acreditar que se ocorresse a degradacao 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 pé comercial).

Por sua vez, na comparacao entre as amostras em po, 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 pmoltyelox/g-

4.7 Determinacao das Espécies Reativas do Oxigénio (ROS)

O organismo humano sofre acao constante das ROS e RNS geradas em processos
inflamatorios, por alguma disfungao bioldgica ou provenientes dos alimentos. Por esse mo-

tivo varias técnicas tem sido desenvolvidas para melhor compreendermos seus mecanismos
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Figura 11 — Grafico de dispersao entre a absorbancia (nm) e a concentragao do padrao
trolox (pmoliolox/mL, com coeficiente de determinagao com reta estimada.
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de agao e suas interagoes. No entanto, poucos trabalhos sao encontrados na literatura em
relacdo a desativagao dessas ROS e RNS, provavelmente devido ao alto preco das sondas

utilizadas nessas determinacoes.

Geralmente os resultados das técnicas desenvolvidas para as ROS sao expressos em
valores de ICxg, que é a concentracao inibitdria in vitro que reduz 50% o efeito oxidativo

provocado pelas espécies reativas testadas no meio (CHISTE et al., 2011D).

Dentre as inimeras metodologias disponiveis para a capacidade antioxidantes das
ROS, foram selecionadas o ensaio de captacao do acido hipocloroso, do anion superdxido

e do radical peréxido de hidrogénio.

Para a analise das espécies reativas, foi possivel observar de acordo com a Tabela 9
e Figura 12 que no ensaio de captagao do acido hipocloroso (HOCI), a amostra 1 obteve a
melhor inibigao ICsy (pug/ml) na circuma, ou seja, essa amostra conseguiu proteger me-
lhor a sonda (DHR) da oxidagao causada pelas espécies reativas com menor concentragao
de extrato (52 pg/mL), quando comparado as demais amostras, obtendo uma inibigao
ICso de 50,55 pug/mL. No entanto, todas as amostras conseguiram alcangar o objetivo de
protegao nas concentragoes estudadas (26 a 833 pg/mL) alcangando os 50% de inibigao

na concentragao de 208 ug/mL. O padrao 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 possivel observar uma inibi¢ao IC5y com 3,0 pg/mL, nas concen-

tracoes estudadas (15 a 25 pg/mL).

Ja em um trabalho realizado por Ribeiro et al. (2015), ele encontrou um valor
de inibigdo ICs de 2,8 pg/mL para o ramo e 4,8 ug/mL para a fruta inteira da Visnia
cauliflora. Berto et al. (2015) encontrou inibigdo de 22 pug/mL para polpa, 4,8 ug/mL
para a casca e 7,1 pug/mL para a semente da Quararibea cordata na concentragdo maxima
estudada de 1000 pg/mlL.

Para o ensaio de captacdo do dnion superéxido (O~3), nao foram obtidos valores
de inibi¢do ICj5y nas concentragdes estudadas (26 a 833ug/mL). Por se tratar de um
método onde ocorre mudanca na coloragao do meio apos a reacao de oxidagao e a circuma
sendo considerada como corante natural, favoreceu que houvesse interferéncia da sua
pigmentacao nos resultados. Para esse ensaio foram testados os padroes de quercetina
diluida em solvente DMSO grau HPLC (pois nao diluiu em tampao fosfato 19 mmol/L)

e a catequina diluida em tampao fosfato 19 mmol/L.

Para Chisté et al. (2011a), esse ensaio também nao demonstrou resultados satisfa-
térios para o extrato da semente de urucum nas concentracoes estudadas (15 a 25 ug/mL),

pois a amostra estudada também se tratava de um corante com grande pigmentacao.

Ja& Ribeiro et al. (2015), no estudo da Visnia cauliflora referente ao ramo, foi
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encontrado uma inibi¢ao ICsq de 10,3 ug/mL, para a fruta inteira nao foi possivel obter
resultados de inibicao ICsy, possivelmente pelo mesmo motivo em que esse trabalho e
Chisté et al. (2011a) ndo obteve éxito.

Berto et al. (2015), encontrou para a casca e polpa da Quararibea cordata uma
inibi¢do ICsq de 385 e 1000 pg/mL respectivamente, no entanto, para a semente nao foi

encontrado atividade até a concentracao maxima testada (1000 pg/mL).

No ensaio da captagao do radical peréxido de hidrogénio (H2Os), é recomendado
que se utilize a concentracdo maxima (1000 pg/mL) das amostras e do padrao, pois esse
método possui uma resisténcia em alcancar a inibi¢do 1Csq (ug/mlL), devido a dificuldade
para se inibir o HyO,, pois a sua reatividade é considerada baixa. Mesmo assim, essa
molécula pode atravessar as membranas celulares e reagir com metais de transi¢do (Reagao
de Fenton), produzindo radicais hidroxila (OH), que é considerado uma das espécies mais
reativas. Os valores de IC5q para inibir o efeito nocivo de HyOs sdo geralmente maiores

que o necessario para outras espécies reativas (PISTON et al., 2014).

De acordo com a Figura 12, foi possivel observar que a amostra 5 foi a tnica
amostra que conseguiu alcancar uma inibicao ICsy na concentracao maxima testada, que
variou de 62,5 a 1000 pg/mL (Tabela 9). As demais amostras conseguiram alcancar em

torno de 33% de inibigao na concentra¢ao méaxima estudada.

Chisté et al. (2011a) obteve um valor de inibi¢ao IC5g com 47 pug/mL nas concen-
tragoes analisadas, que variou de 15 a 25 pg/mL. Ja Ribeiro et al. (2015) encontrou para
o ramo e para a fruta inteira da Visnia cauliflora os valores de inibigao 1Cs5q de 401 e 191
ug/mL respectivamente, sendo que a concentragao estudada para esse ensaio ultrapassou
o limite maximo citado pelos demais autores na literatura (3000 pug/mL). Os resultados
encontrados por Berto et al. (2015) foram 32,4ug/ml para a polpa, 252 pg/mL para a
casca e 35 pg/mL para a semente, na concentragao estudada de 1000 pug/mL (Tabela 9).

E necessario levar em consideragao que as condigoes de extracao para a obtengao
dos extratos da circuma e dos extratos utilizado por outros autores foram diferentes, bem

como as espécies pesquisadas e o padrao utilizado como referéncia.
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o1

Tabela 9 — Capacidade antioxidante frente a espécies reativas do oxigénio (ROS) da Cur-

cuma longa L.

Amostra 1
Amostra 2
Amostra 3
Amostra 4

Amostra 5

ICs0 (g/mlL)

HOCI1
50, 55 + 3, 64¢
114,16 4+ 9, 00%
124,83 £ 11,63
143,43 + 8,957
101,16 + 7,46°

(O
ND
ND
ND
ND
ND

H,0,
NA
NA
NA
NA
983,2 + 112,85

Valores expressos como média 4+ desvio padrao das tripli-

catas.

Médias seguidas pela mesma letra (coluna) para cada amos-
tra, nao representa diferenca significativa entre si a p<0,05
pelo teste Tukey.

ND - Nao determinado.

NA - Nao foi encontrado atividade de inibigdo 1C50 nas
concentragoes estudadas.
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CONCLUSOES

A composigao centesimal (proteina, fibras, carboidrato, lipidios e cinzas) e a capa-
cidade antioxidante composta pelos compostos bioativos presentes no extrato da circuma,
apresentaram algumas divergéncias em relacao aos resultados encontrados por alguns au-
tores. Essa variacao pode ser justificada pelo tipo de solo, desenvolvimento durante a
colheita, controle genético, fatores climaticos, exposi¢do a microrganismos, insetos, polu-
entes e tipo de processamento pos-colheita, fornecendo assim caracteristicas especificas a

curcuma.

Em relacao ao perfil dos acidos graxos presentes na circuma, até entdo pouco
explorado na literatura, foi possivel concluir que os rizomas possuem acidos graxos con-
siderados de qualidade para o consumo, estando distribuidos nas classes dos saturados,

monoinsaturados e polisaturados, dentre eles os acidos graxos essenciais.

Através da andlise multivariada realizada estabeleceu-se a melhor condigdo para a
obtencao do extrato para determinagao de flavonoides na ciircuma. Com a obtencao do
extrato, através do método otimizado no equipamento HPLC-DAD foi possivel separar o

mix com 8 padroes de flavonoides em 18 minutos de corrida.

No que se refere a determinacao da capacidade antioxidante in vitro da circuma
adquiridas nas regides da Bahia e Sao Paulo, foi possivel 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 acao dife-
rentes, sendo a amostra 1 com melhores resultados de capacidade antioxidante e a amostra

4 com a menor capacidade antioxidante.

Para a andlise das espécies reativas do oxigénio (ROS), a amostra 1 demonstrou
o melhor resultado na agao de inibigao ICs (ug/mL) para o ensaio do acido hipocloroso,
pois a mesma necessitou de uma menor concentracao do extrato para alcangar a inibigao
IC50 (pug/mL) que as demais amostras. J& no ensaio do radical peréxido de hidrogénio,
apenas a amostra 5 demonstrou efetiva poténcia ao inibir o HyO4 pelo ICs5y (ug/mL) nas

concentragoes estudadas.

Concluiu-se também que nem todos os ensaios de capacidade antioxidante das
espécies reativas podem ser executadas com amostras que possuem elevada pigmentagao,
como ocorreu com o ensaio de captagdo do anion superoxido na curcuma, pois a forte

coloragao interfere nos resultados.
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