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EFEITOS DO PROCESSAMENTO POR RADIACAO EM ESPECIES DA
FAMILIA ZINGIBERACEAE: AQAFRAO (Curcuma longa L.), GENGIBRE
(Zingiber officinale Roscoe) e ZEDOARIA (Curcuma zedoaria (Christm.) Roscoe)

MARIANA CORREA DE ALMEIDA

RESUMO

As espécies da familia Zingiberaceae sdo caracterizadas por suas raizes. Constituintes
fenodis como curcuminoides e gingerdis destacam-se por suas atividades bioldgicas. A
irradiacdo de alimentos € um meio de preservacdo eficiente, porém, é importante
garantir que suas propriedades funcionais sejam preservadas. Este trabalho vem avaliar
o efeito do processamento por radiacdo gama de °°Co em doses de 0, 5, 10, 15 e 20kGy
sobre espécies de Zingiberaceae: acafrdo (Curcuma longa L.), gengibre (Zingiber
officinale Roscoe) e zedoéria (Curcuma zedoaria (Christm.) Roscoe). A determinacéao
qualitativa do perfil de compostos bioativos foi realizada por cromatografia de camada
delgada. A quantificacdo de compostos fendlicos foi realizada pelo método Folin-
Ciocalteu e a avaliacdo do potencial da atividade antioxidante pelo teste de captacdo do
radical livre [2,2 difenil-1-pricril-hidrazil (DPPH<)] e método Rancimat®. A
quantificacdo de curcumina e 6-gingerol foram realizadas por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia. Ndo houve mudanca no perfil fitoquimico das espécies apds o
tratamento por irradiacdo. Em relacdo as amostras controle, houve perdas significativas
no teor de compostos fendlicos nas amostras de acafrdo nas doses de 15kGy e 20kGy.
Ocorreu decréscimo significativo da capacidade de captagdo do DPPH nos extratos de
gengibre irradiados e no extrato de zedodria irradiado com 20kGy. O indice de
Atividade Antioxidante foi significativamente menor nos extratos de acafrdo irradiados
com 5kGy e 15kGy e nos extratos irradiados de zedoaria. A quantificagdo de curcumina
foi significativamente menor nos extratos de acafrdo irradiados com 15 kGy e néo
houve diferenca significativa na quantificagdo de 6-gingerol entre os extratos de
gengibre. Conclui-se que a tecnologia de processamento de Zingiberaceae por radiagéo
gama pode ser viavel para as inddstrias. Para seguranga da manutencdo da atividade

antioxidante as doses devem ser de até 10kGy.

Palavras chaves: irradiacdo de alimentos, compostos bioativos, Zingiberaceae



EFFECT OF THE RADIATION PROCESSING |IN SPECIES OF
ZINGIBERACEAE FAMILY: TURMERIC (Curcuma longa L.), GINGER
(Zingiber officinale Roscoe) AND ZEDOARIA (Curcuma zedoaria (Christm.)

Roscoe)
MARIANA CORREA DE ALMEIDA
ABSTRACT

The species of Zingiberaceae family are characterized for rhizome. Phenolic
constituents like curcuminoids and gingerols have had reports of biological activities.
Food irradiation is an effective means of preservation, however it is important to ensure
that their functional properties are not compromised. The aim of this study was to
evaluate the effectiveness of gamma radiation from ®°Co in doses of 0, 5, 10, 15 and 20
kGy on species of Zingiberaceae: turmeric (Curcuma longa L.), ginger (Zingiber
officinale Roscoe) and zedoaria (Curcuma zedoaria (Christm.) Roscoe). The qualitative
determination of bioactive compounds profile was performed by thin layer
chromatography. The quantification of phenolic compounds was performed by Folin-
Ciocalteu method and assessing the potential of antioxidant activity by the free radical
[2,2 difenil-1-pricril-hidrazil (DPPHe¢)] scavenging and by Rancimat® method. The
curcumin and 6-gingerol quantification was performed by High Performance Liquid
Chromatography. Compared to control, there were significant losses of total phenolic
compounds in turmeric samples irradiated with 15kGy and 20kGy. There were
significant decreases in the ability to scavenge DPPH in irradiated ginger extracts and
zedoaria extract irradiated with 20kGy. The Antioxidant Activity Index was
significantly lower in 5kGy and 15kGy irradiated turmeric extracts and in irradiated
zedoaria extracts. The curcumin quantification was significantly lower in 15kGy
irradiated turmeric extracts and there was no significant difference in the 6-gingerol
guantification between ginger extracts. It is concluded that gamma radiation processing
technology in Zingiberaceae can be viable for industry. To maintain safety of

antioxidant activity it should be applied doses up 10kGy.

Key words: food irradiation, bioactive compounds, Zingiberaceae
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1. Introducéo

Desde a pré-historia 0 homem encontrou nos vegetais uma fonte para manter sua
vida saudavel e uma ferramenta para o tratamento de doencas. ApoOs décadas de
esquecimento, os produtos naturais, plantas medicinais e fitoterapicos retornam no
ocidente de um modo bastante amplo. Nos ultimos tempos, multiplicaram-se as
publicacGes de informacgOes sobre as vantagens deste tipo de produto (PANIZZA,
2010).

Os vegetais sdo, no geral, fontes de energia, proteina, vitaminas e minerais e a
Unica, ou principal fonte de vitamina C, folato, fibras e compostos bioativos (CBAS),
dos quais 0 metabolismo humano também é dependente. (BASTOS et al., 2009). Em
um novo paradigma, a ingestdo insuficiente de CBAs provenientes de vegetais, constitui
importante componente de risco das doencas crénicas nao transmissiveis (DCNT),
contribuindo na mesma magnitude do consumo excessivo de energia e gorduras totais e
saturadas na dieta. Isso indica que os CBAs, da mesma forma que os demais nutrientes,
sd0 essenciais para que se atinja a carga completa (geneticamente determinada) de
longevidade. Segundo esse novo paradigma, as DCNT seriam doencas relacionadas
também a deficiéncia de substancias “essenciais para a longevidade” (lifespan essential)
(HOLST & WILLIAMSON, 2008; WILLIAMNSON & HOLST, 2008; JACOBS &
TAPSELL, 2007).

A acdo antioxidante é comum nos CBAs e deve-se ao potencial de Oxido-
reducdo, a capacidade de determinada molécula em competir por sitios ativos e
receptores nas diversas estruturas celulares ou, ainda, a modulacdo da expressao de
genes que codificam proteinas envolvidas em mecanismos intracelulares de defesa
contra processos oxidativos degenerativos de estruturas celulares (DNA, membranas)
(BASTOS et al., 2009).

Compostos fenolicos sdo metabolitos secundarios de plantas e estdo presentes
em todos 0s vegetais consumidos como alimentos. Muitos CBAs sao classificados como
compostos fenolicos. Em geral estes compostos sdo multifuncionais como

antioxidantes, pois atuam de vérias formas: combatendo os radicais livres, pela doagéo



de um atomo de hidrogénio de um grupo hidroxila (OH) da sua estrutura aromatica, que
possui a capacidade de suportar um elétron desemparelhado através do deslocamento
deste ao redor de todo o sistema de elétrons da molécula e algumas vezes como
quelantes, metais de transicéo, como o Fe?* e o Cu*, agindo tanto na etapa de iniciacdo
como na propagacdo do processo oxidativo (PODSEDEK, 2007; KYUNGMI &
EBELER, 2008).

Muitas espécies da familia Zingiberaceae apresentam propriedades antioxidantes
(VANKAR et al., 2006). Destacam-se seus constituintes menos polares, compostos
fendlicos, incluindo curcumindides e gingerdis, os quais tém tido relatos sobre suas
atividades bioldgicas ndo apenas como antioxidantes, mas como antifungicos,
inseticidas e anti-inflamatdrios, particularmente importantes e relevantes por suas
aplicacdes (HASBAH et al., 2000; MAU et al., 2003; SUHAJ, 2006).

Curcuma longa, conhecida popularmente como “agafrdo da india” ou apenas
acafrdo como sera denominada neste estudo, é a espécie mais estudada do género
Curcuma, que possui mais de 70 espécies e que se mostra endémico nas regides Indo-
Malaias, onde sdo cultivadas suas espécies e utilizada terapeuticamente pela populagéo,
principalmente na India, China e Indonésia (NETTO JR., 1999; CAO et al., 2001;
NICOLETTE, 2002; MATA et al., 2004; MURNIGSIH et al., 2005). O acafrdo foi
introduzido no Brasil nos tempos coloniais, sendo mencionada sua monografia na
Farmacopéia Brasileira segunda edicdo (NETTO JR., 1999). A curcumina
(diferuloilmetano) é a substancia responsavel pela cor amarela caracteristica dos
rizomas desta planta, e € um dos ingredientes ativos responsaveis por suas atividades
bioldgicas, dentre elas a atividade antioxidante (PINO et al., 2003; CECILIO FILHO et
al., 2004; LANTZ et al., 2005).

O gengibre (Zingiber officinale) € uma das plantas mais conhecidas da familia
das Zingiberaceae, uma especiaria ja utilizada a mais de dois mil anos que chegou a ser
considerado o mais importante condimento na Asia (PENNA et al., 2003). As plantas
desta familia, em geral, apresentam grandes quantidades de ingredientes pungentes e no
caso especifico do gengibre, os compostos responsaveis pela pungéncia sdo
principalmente os gingerois. Estes compostos, principalmente o 6-gingerol, sdo 0s
componentes mais ativos neste tipo de extrato, grandes responsaveis por sua atividade
antioxidante (WANG et al., 2003, HAWLADER et al., 2006, PFEIFFER et al., 2006).



A Curcuma zedoaria é conhecida popularmente por zedoaria ou “gajitsu”. E
uma planta herbacea, aromatica e perene de ocorréncia espontanea na india, Celifo e
Indochina (TESKE; TRENTINI, 2001, NAVARRO et al., 2002, PEREIRA et al.,
2004). Assim como o acafrdo, contém curcumina, um composto fendlico com
reconhecida atividade antioxidante (PAMPLONA, 2006).

Um problema que tem afligido o setor de plantas medicinais é a contaminacéo
microbioldgica que afeta suas qualidades fisicas, sanitarias e nutricionais. As condi¢fes
de coleta, manipulacdo, secagem (quando é realizada), transporte e estocagem podem
propiciar o desenvolvimento de microorganismos como fungos filamentosos, que
quando em presenca excessiva resulta na deterioracdo ou reducdo da vida uatil do
alimento / fitoterapico (LAZARETTI et al., 2000; RENOVATTO & AGOSTINI, 2008;
VALDUGA et al., 2005).

A irradiagdo de alimentos € um meio de preservacdo dos alimentos que estd em
desenvolvimento desde o século XX (MOREHOUSE, 2002). Muitas empresas do ramo de
alimentos, plantas medicinais e fitoterapicos utilizam-se da irradiacdo para garantir sua
inocuidade alimentar sem prejudicar a qualidade nutricional do produto e promover o
bem estar do consumidor. Este tratamento pode ser realizado apds a embalagem do
produto e possibilita minimas alteracfes a produtos frescos e pereciveis, que podem ser

conservados por mais tempo sem perder sua qualidade (MOREHOUSE, 2002).

Por muito tempo os alimentos irradiados foram estudados até que se chegou a
conclusdo final divulgada em uma reunido em setembro de 1997: a OMS aprova e
recomenda a irradiacdo de alimentos, em doses que ndo comprometam suas
caracteristicas sensoriais, sem a necessidade de testes toxicoldgicos. No entanto, é
importante lembrar que as propriedades funcionais dos alimentos também néo podem
ser comprometidas (DELINCEE, 2005).



2. Objetivos

Avaliar os efeitos do processamento por irradiacdo em diferentes doses nas

plantas da familia Zingiberaceae (acafrdo, gengibre e zedoaria) sob:

- O screening fitoquimico realizado através de cromatografia de camada delgada
(CCD).

- A quantificagdo de compostos fendlicos;

- A acdo dos compostos antioxidantes pelo método DPPH (1,1-difenil 2-

picrilhidrazil);
- A protecdo frente a oxidacdo lipidica utilizando o aparelho Rancimat®;

- A quantifica¢do dos compostos fendlicos curcumina (para acafrdo e zedoaria) e
6-gingerol (para gengibre) por CLAE (cromatografia liquida de alta eficiéncia);



3. Reviséo da literatura

3.1 Compostos Bioativos

O consumo de dietas ricas em vegetais reduz o risco das doencas cronicas ndo
transmissiveis, haja vista a menor incidéncia deste tipo de doenca em popula¢Ges como
a mediterranea e a asiatica. Esta constatacdo impulsionou pesquisas que identificaram
substancias nutrientes e ndo nutrientes atuantes em alvos fisiologicos especificos que
interferem nos processos patolégicos destas doencas. Estas substancias foram
denominadas compostos bioativos (CBAs) (BASTOS et al., 2009).

Desta forma, em um novo paradigma, pode-se dizer que a ingestdo insuficiente
de CBAs provenientes de vegetais constitui importante componente de risco das
doencas cronicas ndo transmissiveis, contribuindo na mesma magnitude do consumo
excessivo de energia e de gorduras totais e saturadas na dieta. Os CBAs sdo entdo
essenciais para que se atinja a carga completa (geneticamente determinada) de
longevidade e as doencas cronicas ndo transmissiveis estdo relacionadas diretamente
com a deficiéncia do consumo destas substancias (HOLST & WILLIAMSON, 2008;
WILLIAMSON & HOLST, 2008; JACOBS & TAPSELL, 2007). As doengas cronicas
ndo transmissiveis sdo, com o auxilio da nutrigendmica e nutrigenética (que visam
identificar diferentes respostas dos genes as substancias bioativas entre os individuos),
reguladas pela ingestdo de CBAs que ativam ou inativam seus respectivos genes
(EVANS et al., 2006).

Embora seja reconhecido que CBAs presentes na dieta atuem na manutencgéo da
salde, faz-se necessario reconhecer que o efeito protetor as doencas crdnicas ndo
transmissiveis parece ndo se reproduzir pela ingestdo isolada, na forma de suplementos
(BASTOS et al., 2009). E bem conhecido que a eficicia terapéutica de alimentos
“funcionais” e plantas medicinais advém de uma composi¢ao de fitoquimicos

denominado “fitocomplexo” (CAPASSO et al., 2000).



Na dieta habitual, alguns gramas de CBAs por dia sdo ingeridos. No entanto, as
concentragOes destes compostos no organismo humano sdo muito baixas, na faixa de
micromoles, o que estd relacionado & sua limitada absorcdo e biodisponibilidade
(BASTOS et al., 2009).

A acdo protetora dos CBAs é atribuida em partes & sua agdo antioxidante e,
como consequéncia, a capacidade destas substancias de auxiliarem no combate aos

radicais livres e ao estresse oxidativo (SOUZA, 2009).

3.2 Radicais livres

Radicais livres sdo atomos ou moléculas altamente reativos que contém um
elétron desemparelhado na dltima camada eletrdnica, o que confere ao 4tomo ou
molécula alta reatividade. Sdo formados por reacdes de 6xido reducéo, apds cederem ou
receberem um elétron de outras moléculas instaveis (FERREIRA & MATSUBARA et
al., 1997).

A oxidacdo é parte fundamental da vida aerobica e do metabolismo humano. Os
radicais livres sdo produzidos naturalmente, na maioria das vezes resultantes das
reacfes do metabolismo celular aerébio, que envolvem o oxigénio molecular (Oy),
localizado na membrana interna da mitocondria para a producdo de energia (ATP) ou
por alguma disfuncdo bioldgica através de processos metabolicos oxidativos
(MONCADA et al., 2001). Sao gerados tanto por fontes enddgenas quanto exogenas.
Por fontes enddgenas, originam-se de processos bioldgicos que normalmente ocorrem
no organismo: reducdo de flavinas e tidis, como resultado da atividade de oxidases,
cicloxigenases, lipoxigenases, desidrogenases e peroxidases; presenca de metais de
transicdo no interior das células e de sistema de transporte de elétrons. As fontes
exogenas geradoras de radicais livres incluem tabaco, poluicdo do ar, solventes
organicos, anestésicos, pesticidas e radiagdo (SOARES, 2002). Os macrdfagos e
neutréfilos também produzem radicais livres como defesa contra microrganismos

invasores, causando lesdes a esses seres (SOUZA, 2009).



Em sua maioria, os radiais livres derivam do oxigénio e denominam-se
genericamente de EROs (Espécies Reativas de Oxigénio) (SOARES, 2002). As EROs
também podem se referir as espécies que ndo sdo radicais livres, e sim algumas
moléculas derivadas de O, capazes de gerar radical livre (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 2000). A variedade de radicais livres formados engloba EROs como o
ion superdxido (O;7), hidroxila (OH"), peréxido de hidrogénio (H,O,), complexos de
metais de transicdo como Fe*3/Fe*? e Cu*?/Cu’*, radicais de carbono como triclorometil
(CCI3"), assim como espécies reativas de nitrogénio como o 6xido nitrico (NO)
(SOARES, 2002).

A producdo exacerbada de radicais livres leva a importantes alteragdes em nivel
molecular que estdo associadas a danos as macromoléculas bioldgicas como lipidios,
proteinas e DNA, gerando alteracGes teciduais que implicam em inUmeros processos
patologicos (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2000; HALLIWELL, 1994).

Os é&cidos graxos poliinsaturados das membranas, por exemplo, sdo muito
vulnerdveis ao ataque dos radicais livres. Estas moléculas desencadeiam reagdes de
oxidacdo nos acidos graxos da membrana lipoprotéica, denominadas peroxidacao
lipidica, que afetardo a integridade estrutural e funcional da membrana celular,
alterando sua fluidez e permeabilidade. Além disso, os produtos da oxidacéo lipidica da
membrana podem causar alteracdes em certas funcdes celulares (RICE-EVANS &
BURDON, 1993).

As proteinas também podem sofrer alteracBes estruturais na presenca dos
radicais livres. Elas podem sofrer modificagdes que levam a sua fragmentacao, cross
linking, agregacéo, e, em certos casos, ativagdo ou inativagdo de certas enzimas devido
a reacdo dos radicais livres com aminoacidos constituintes da cadeia polipeptidica. Os
acidos nucléicos, por sua vez, reagem com os radicais livres e esta reacdo pode gerar
mudangas em moléculas de DNA acarretando certas aberragBes cromossémicas
(ERENEL et al., 1993).

Além de todos estes efeitos indiretos a alta concentragdo de ion superoxido e
peréxido de hidrogénio nas células € extremamente toxica para as mesmas
(HALLIWELL et al., 1995).



3.3 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo consiste em um estado de desequilibrio entre EROs e o
sistema de defesa antioxidante. Ocorre quando h& insuficiéncia das defesas
antioxidantes do organismo ou excesso de producdo de EROs devido a maior geracédo
intracelular dos mesmos, promovendo a ocorréncia de condicdo pré-oxidante. Esta
condicdo resulta em danos oxidativos como o aumento no nivel da peroxidacéo lipidica
de membranas, aumento de carbonilacdo de proteinas e danos no DNA (CERUTTI,
1991; FERREIRA & MATSUBARA, 1997; SIES et al., 2005).

Os danos oxidativos causados nas celulas e tecidos tém sido relacionados com o
desenvolvimento de vérias doengas cronicas degenerativas tais como diabetes, esclerose
maultipla, cardiopatias, cancer, enfisema, doencas do sistema imune, -catarata,
aterosclerose, artrite, entre outras (SHAHIDI et al., 1992; BIANCHI & ANTUNES,
1999).

Séo exemplos de espécies de radicais livres:
O, radical superoxido

OH’ radical hidroxila

NO’ 6xido nitrico

ONOQO'" peroxinitrito

Q' radical semiquinona (BIANCHI & ANTUNES, 1999)



3.4 Atividade antioxidante

Antioxidantes sdo substancias capazes de inibir a oxidagdo de diversos
substratos, de moléculas simples a polimeros e biossistemas complexos. E de um modo
geral, qualquer substancia que, presente em baixas concentracfes quando comparada a
do substrato oxidavel, atrasa ou inibe a oxidacdo deste substrato de maneira eficaz
(SIES & STAHL, 1995). Os antioxidantes naturais, presentes em plantas e alimentos,
sdo alvos de pesquisas para investigar seu possivel uso na redugdo do risco das doencas
crénicas ndo transmissiveis (MOON & SHIBAMOTO, 2009).

Os agentes que protegem as células contra os efeitos de radicais livres podem ser
classificados como enziméticos e ndo enzimaticos. O QUADRO 1 apresenta 0s

principais agentes de defesa oxidante e sua respectiva classificacao.

QUADRO 1: Principais agentes de defesa antioxidante (BIANCHI & ANTUNES,
1999).

N&o enzimaticos L-cisteina

a-tocoferol (vitamina E) Curcumina

[-caroteno Enzimaticos

Acido ascorbico (vitamina C) Superéxido dismutase
Flavonoides Catalase

Proteinas do plasma NADPH-quinona oxidoredutase
Selénio Glutationa peroxidase
Glutationa Enzimas de reparo

Clorofilina

Os sistemas naturais de defesa incluem uma gama variada de substancias,

principalmente do tipo enzimaticos, que atuam em trés diferentes niveis do processo



oxidativo: (1) blogueando a etapa de iniciacdo, porque impedem a geracdo de especies
reativas ou sequestram-nas de forma a impedir sua interacdo com alvos celulares (como
enzimas antioxidantes, tocoferdis, bioflavondides e carotenoides; (2) bloqueando a
etapa de progressdo da cadeia radicalar ao sequestrarem radicais intermediarios (como
tocoferois, tocotriendis, flavonoides e antioxidantes sintéticos; e (3) reparando as lesdes
causadas por EROs. Esse processo esta relacionado com a remocdo de danos da
molécula de DNA e a reconstituicdo das membranas celulares danificadas (ABDALLA,
2000; THOMAS, 2000; VANDENBROUCKE et al., 2001).

Os antioxidantes ndo enzimaticos, em sua maioria, necessitam ser adquiridos
pela alimentagdo. Os alimentos contém compostos oxidantes, 0s quais podem ocorrer
naturalmente ou ser introduzido durante o processo para o consumo (WATERS et al.,
1996). No entanto, os alimentos, principalmente frutas, verduras e legumes, também
contém agentes antioxidantes, que sdo capazes de restringir a propaga¢do das reagdes
em cadeia e as lesdes induzidas pelos radicais livres (STAVRIC, 1994; FOTSIS et al.,
1997; POOL-ZOBEL et al., 1997). Como foi dito anteriormente, a a¢do protetora dos
CBAs, encontrados em fontes vegetais, é atribuida em partes a sua acdo antioxidante.
Para tal, os CBAs podem agir de diferentes formas, tanto no que se refere aos alvos
fisiol6gicos como aos seus mecanismos de a¢do (BASTOS et al., 2009).

A acdo antioxidante dos CBAs deve-se ao potencial de Oxido-reducdo de
determinadas moléculas, a capacidade dessas moléculas em competir por sitios ativos e
receptores nas diversas estruturas celulares, ou, ainda, a modulacdo da expressdo de
genes que codificam proteinas envolvidas em mecanismos intracelulares de defesa
contra processos oxidativos degenerativos de estruturas celulares (DNA, membranas)
(BASTOS et al., 2009).

CBAs podem ativar, por exemplo, vias de sinalizacdo intracelulares adaptativas
contra 0 estresse oxidativo e a exposicdo do ambiente. Exercem beneficios a salde
atuando como ‘“agentes de estresse de baixa dose” ou pro-oxidantes e preparam as
células para resistirem as condi¢Ges mais severas de estresse: doses baixas ativam vias
de sinalizacdo que resultam no aumento da expressdo de genes, 0s quais codificam
proteinas visando a protegdo celular. Provavelmente, um CBA ¢é capaz de modular uma
ou duas reacdes in vivo que, como consequéncia, afetardo diferentes processos. A

inibicdo de uma uUnica enzima como a ciclo-oxigenase (COX-2), por exemplo, afeta a
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inflamacéo e, consequentemente, o desenvolvimento de diversas doencas crénicas nao
transmissiveis (EVANS et al., 2006; BASTOS et al., 2009).

3.5 Compostos fendlicos

Dentre os CBAs capazes de agir como antioxidantes, grande parte deles séo
quimicamente classificados como compostos fendlicos. Os compostos fendlicos sédo
amplamente distribuidos em plantas e tem sido muito estudados por apresentarem
atividades farmacoldgicas, inibirem a oxidac&o lipidica e a proliferacdo de fungos, alem
de participarem de processos responsaveis pela cor, adstringéncia e aroma em Varios
alimentos (PELEG et al., 1998, MORAES-DE-SOUZA, 2007). Sdo originados do
metabolismo secundario das plantas, sendo essencial para o seu crescimento e
reproducdo, além disso, se formam em condi¢Bes de estresse como infeccdes,
ferimentos, radiacdes UV, dentre outros (NACZK & SHAHIDI, 2004).

A férmula quimica dos compostos fendlicos contém pelo menos um anel
aromatico, ao qual esta unida uma ou mais hidroxilas. Possuem estrutura variavel e com
isso, sdo multifuncionais. Existem cerca de cinco mil fenois, dentre eles destacam-se 0s
flavonoides, acidos fendlicos, fendis simples, cumarinas, taninos ligninas e tocoferdis
(SHAHIDI & NACZK, 1995). Os fendlicos englobam desde moléculas simples até
moléculas com alto grau de polimerizacdo. Estdo presentes nos vegetais na forma livre

ou ligados a agucares (glicosideos) e proteinas (BRAVO, 1998).

A diversidade estrutural dos compostos fenolicos deve-se a grande variedade de
combinagfes que acontece na natureza e 0s compostos resultantes sdo chamados de
polifendis. Estas combinacbes fenolicas podem ser categorizadas em varias classes
como mostradas na TABELA 1 (HARBONE, 1989; HARBONE et al., 1999).
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TABELA 1: Classe de compostos fendlicos em plantas

Classe Estrutura
Fendlicos simples, benzoguinonas Cs

Acidos hidrdxibenzoéicos Ce-Cy
Acetofenol, &cidos fenilacéticos Ce-Cy
Acidos hidroxicinamicos, fenilpropanoides Cs-C3
Nafitoquinonas Cs-C4
Xantonas C6-C1-Ce
Estilbenos, antoquinonas Cs-C2-Cs
Flavondides, isoflavondides Ces-C3-Cs
Lignanas, neolignanas (C6-Cs)2
Biflavonodides (Ce-C3-Co)2
Ligninas (Ce-Ca)n
Taninos condensados (Cs-C3-Cé)n

Fonte: HARBONE, 1989; HARBONE et al., 1999

A estrutura quimica deste tipo de molécula é responsavel por trazer a elas um
papel importante na neutralizacdo ou captacdo de radicais livres e quelacdo de metais de
transicdo, 0 que os permite atuar tanto na etapa de iniciacdo como na etapa de
propagacdo do processo oxidativo (ARUOMA et al., 1994; SOARES, 2002). Além
disso, como dito anteriormente, os compostos fendélicos bioativos podem modular genes
e, consequentemente, ativar e desativar enzimas, melhorando a resposta do organismo

aos danos oxidativos degenerativos.

O grau de hidroxilacdo e a posi¢do dos grupos hidroxila na molécula dos
compostos fendlicos estdo entre os mais importantes fatores que determinam sua
atividade antioxidante. A solubilidade e os efeitos estéricos de cada molécula podem ser
afetados pelo tipo de estrutura, como no caso dos derivados glicosilados, que podem
aumentar ou diminuir a atividade antioxidante (RICE-EVANS et al., 1996).

Em face das varias fungdes bioldgicas atribuidas aos compostos fendlicos,
especialmente sua atividade antioxidante, inimeros trabalhos tém sido realizados com o

objetivo de identificar e purificar estes compostos (FURGERI, 2009).

12



3.6 Produtos naturais como forma de reducéo do risco de doencas

Desde a antiguidade, as plantas tem sido utilizadas com o propdsito de reduzir o
risco, tratar ou curar disturbios, disfun¢fes ou mesmo doencas em homens e animais.
Apbs décadas de esquecimento os produtos naturais, plantas medicinais e fitoterapicos
retornam de um modo bastante amplo no ocidente, por estarem alicercados em aspectos
sociais e econdmicos, como custo elevado de pesquisas que envolvem desenvolvimento
de medicamentos sintéticos, além de dependéncia de matéria-prima farmacéutica e
problemas relacionados com patentes (BUGNO et al., 2005; PANIZZA, 2010).

A histdria do desenvolvimento das civilizagbes Oriental e Ocidental é rica em
exemplos da utilizagdo de recursos naturais na medicina, no controle de pragas e em
mecanismos de defesa, merecendo destaque a civilizacdo Egipcia, Greco-romana e
Chinesa (VEIGAS JR et al., 2006). As primeiras descri¢cbes sobre plantas medicinais
feitas pelo homem retomam as sagradas escrituras e ao papiro de Ebers. Este papiro foi
descoberto e publicado por Georg Ebers, sendo traduzido pela primeira vez em 1890 por
H. Joachin. Foi encontrado nas proximidades da casa mortuaria de Ramseés Il, porém
pertence a época da XVIII dinastia. Enumera aproximadamente 100 doencas e descreve

um grande nimero de drogas de natureza vegetal e animal (VILELA, 1977).

O profundo conhecimento do arsenal quimico da natureza pelos povos
primitivos e pelos indigenas pode ser considerado fator fundamental para
descobrimento de substancias toxicas e medicamentosas ao longo do tempo. A
convivéncia e o aprendizado com os mais diferentes grupos étnicos trouxeram valiosas
contribuicdes para o desenvolvimento da pesquisa em produtos naturais (VEIGAS JR et
al., 2006). Os curares, por exemplo, eram drogas obtidas de diversas espécies de
Strychnos e Chondodendron americanas e africanas, utilizadas pelos indios para
produzir flechas envenenadas para a caca e pesca (PINTO, 1995; DEWICK, 1997).

Apos a revolugdo industrial, os produtos naturais passaram a apresentar um
significado mistico e esta abordagem era oposta ao modo de vida das sociedades

industrializadas, que consideravam a utilizacdo de produtos naturais como uma op¢éo
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de pessoas incultas e de baixa renda e ndo afetaria a estes qualquer valor farmacologico
(RATES, 2001).

Nos ultimos tempos multiplicaram-se na imprensa ocidental informacbes e
vantagens sobre os produtos naturais. Paralelamente, foi ocorrendo uma substituicdo de
medicamentos sintéticos por medicamentos fitoterapicos e produtos de origem natural,
em todo o mundo (PANIZZA, 2010). Tem se verificado, nas ultimas décadas uma
tendéncia mundial de aumento na demanda por plantas e preparagdes de origem vegetal
como recurso terapéutico, influenciado por fatores econdmicos, sociais e culturais
(ABU-IRMAILEH & AFIFI, 2003; BENT & KO, 2004).

As potencialidades de uso das plantas medicinais encontram-se longe de estar
esgotadas até os dias de hoje, afirmacdo endossada pelos novos paradigmas de
desenvolvimento social e econdmico baseados nos recursos renovaveis. (SCHENKEL
et al., 2003). Muitas areas estdo sendo envolvidas na pesquisa de novas substancias
oriundas de vegetais, como a fitoquimica, que trabalha no isolamento, purificacdo e
caracterizacdo de principios ativos como a etnobotanica e a etnofarmacologia, que
buscam informagdes a partir do conhecimento de diferentes povos e etnias, além da
farmacologia, que estuda os efeitos farmacoldgicos dos extratos e dos constituintes
quimicos isolados (MACIEL et al., 2002; MENDONCA-FILHO & MENEZES, 2003;
VENDRUSCOLO et al., 2005). Vém sendo feitos investimentos de monta em
pesquisas, financiadas tanto por setores governamentais como pela iniciativa privada,

correspondendo a interesses mundiais e regionais (PANIZZA, 2010).

Atualmente, a Organizacdo Mundial da Saide (OMS) acredita que 85% das
pessoas utilizam plantas medicinais para tratar da saude, 80% das pessoas dos paises em
desenvolvimento dependem da Medicina Tradicional e/ou Complementar para suas
necessidades basicas de salude, e que 85% da Medicina Tradicional envolve o uso de
extratos de plantas (SOLER, 2000). O Brasil, com a grandeza de seu litoral, de sua flora
e, sendo detentor da maior floresta equatorial e tropical Umida do planeta, ndo pode

abdicar de sua vocacéo para os produtos naturais (PINTO et al., 2002).

O mercado mundial de fitoterapicos movimenta cerca de US$ 22 bilhdes por
ano. Em 2000 o setor faturou US$ 6,6 bilhdes nos Estados Unidos e US$ 8,5 bilhdes na
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Europa. No Brasil, estima-se que o comércio de fitoterapicos seja da ordem de 5% do

mercado total de medicamentos, avaliado em mais de US$ 400 milhdes (SOLER, 2000).

O papel dos vegetais na manutencdo da satde e na reducdo do risco de doencas
crénicas ndo transmissiveis € indiscutivel. Resultados de estudos epidemioldgicos
mostram que o aumento do consumo de alimentos de origem vegetal influencia
positivamente a salde (BASTOS et al., 2009). Hoje, a possibilidade de reduzir o risco
de doencas através da dieta e do consumo de produtos naturais tem atraido tanto a
comunidade cientifica como as indudstrias alimenticias e farmacéuticas com o objetivo
comum de desenvolver produtos ricos em um ou mais compostos/ componentes
bioativos que apresentam efeitos positivos na salde, como a atividade antioxidante
(PINTO, 2008).

A importancia do emprego da matéria-prima vegetal, na obtencdo de um
fitoterapico, é de fundamental importancia para a producéo de um produto de qualidade.
As matérias primas de origem vegetal requerem cuidados especiais devido a
complexidade de sua composicao. Isto inclui cuidados em relagdo ao armazenamento e
também, durante sua transformacdo. Na producdo de produtos fitoterdpicos, grande
atencdo deve ser dada ao planejamento de preservacdo da qualidade fisico-quimica e
microbioldgica, quer na matéria-prima, quer nos produtos intermediarios e finais
(SONAGLIO et al., 2003).

3.7 A familia Zingiberaceae

A familia Zingiberaceae é a maior familia da ordem Scitaminae e pertence a
classe das Monocotiledoneae. Representada por plantas herbaceas perenes, aromaticas,
geralmente com rizomas dos quais nascem caules aéreos, que transportam folhas com
larga bainha na base e que envolve o caule (VIMALA et al., 1999; SCHIMIDT, 2000).

Em uma classificacdo anterior a familia Costaceae era incluida na familia
Zingiberaceae, mas pelo numero de caracteristicas distintas (como a pequena

quantidade de 0leos essenciais, hastes aéreas ramificadas, entre outras) elas agora sdo
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aceitas como “irmas” (KRESS, 1990, 1995; KRESS et al., 2001). A familia é ainda
muito pouco conhecida taxonomicamente com muitas novas espécies e mesmo géneros
descritos nos ultimos anos (KRESS et al., 2002).

As Zingiberaceae sdo plantas caracterizadas por suas raizes tuberosas ou nédo
tuberosas, considerando que raizes tuberosas sdo aquelas que acumulam materiais
nutritivos de reserva, as quais apresentam marcantes caracteristicas aromaticas e
propriedades medicinais. Sdo comumente conhecidas como ginger, e englobam por
volta de 50 géneros e 1300 espécies no territério mundial, distribuidas principalmente
no Sul e Sudeste da Asia, porém com uma ampla dispersdo nos trépicos e subtropicos
de todo o mundo (WU et al., 2000).

A classificacdo aceita atualmente (PETERSEN, 1889; SCHUMANN, 1904,
HOLTTUM, 1950; BURTT & SMITH, 1972; LARSEN et al., 1998) inclui quatro
tribos nesta familia: Hedychieae, Alpiniaea, Zingibereae e Globbeae. Estas sdo assim
classificadas de acordo com algumas caracteristicas vegetativas e florais (KRESS et al.,
2002). A TABELA 2 mostra a localizacdo dos géneros da familia Zingiberaceae em
relacdo as quatro tribos (adaptada de KRESS et al., 2002).
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TABELA 2: Localizacdo dos géneros pertencentes as plantas da familia Zingiberaceae

em relacdo as tribos (nimero de espécies pertencentes a cada género)

Géneros

pertencentes

TRIBOS
Alpinieae A. Rich. Hedychieae Horan. Globbeae Meisn. Zingibereae
(1841) (1862) (1842) Mersn. (1842)
Aframomum (50) Boesenbergia (60) Globba (100) Zingiber (100)
Alpinia (225) Camptandra (4) Hemiorchis (3)

Amomum (150)
Aulotandra (6)
Burbidgea (8)
Cyphostigma (1)
Elettaria (6)
Elettariopsis (10)
Etlingera (70)
Geocharis (7)
Geostachys (18)
Hornstedtia (50)
Leptosolena (1)
Nanochilus (1)
Paramomum (1)
Plagiostachys (20)
Pleuranthodium (25)
Pommereschea (2)
Renealmia (75)
Rhynchanthus (6)
Riedelia (60)
Siamanthus (1)
Stadiochilus (1)
Tamijia (1)
Vanoverberghia (1)

Caulokaempferia (10)
Cautleya (2)
Cornukaempferia (2)
Curcuma (50)
Curcumorpha (1)
Distichochlamys (3)
Haniffia (2)
Haplochorema (4)
Hedychium (50)
Hitchenia (3)
Kaempferia (40)
Laosanthus (1)
Paracautleya (1)
Parakaempferia (1)
Pyrgophyllum (1)
Roscoea (17)
Scaphochlamys (30)
Siliguamomum (1)
Siphonochilus (15)
Smithatris (2)
Stahlianthus (7)

Mantisia (4)
Gagnepainia (3)

Fonte: adaptada de KRESS et al., 2002
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As plantas Zingiberaceae contém principalmente oleos essenciais, incluindo
terpenos, alcodis, cetonas, flavondides, carotenoides e fitoestrogenos. Os constituintes
menos polares incluindo curcumindides e gingerois isolados de Zingiberaceae, 0s quais
tém tido relatos sobre suas atividades biologicas como antioxidantes, antifingicos,
inseticidas e atividades antiinflamatdrias, sdo particularmente importantes e relevantes
por suas aplicacbes (HASBAH et al., 2000; MAU et al., 2003; SUHAJ, 2006).
Propriedades medicinais como o tratamento de doencas como diarreia, coriza,
dermatoses e reumatismo sdo amplamente mencionadas na medicina tradicional
(MIQUEL et al., 2002; SKRZYPEZAC-JANKUN et al., 2000).

E certo que muitas espécies da familia Zingiberaceae apresentam propriedades
antioxidantes (VANKAR et al., 2006) e sdo utilizadas para reduzir o risco de doencas
crbnicas ndo transmissiveis na medicina tradicional (particularmente a medicina

oriental) ou por recomendacao de profissionais de salde, na forma de fitoterapicos.

Dentre elas, trés espécies de plantas com utilizacdo expressiva no Brasil sdo:
Acafrdo (Curcuma longa L.), gengibre (Zingiber officinale Roscoe) e zedoaria
(Curcuma zedoaria (Christm.) Roscoe).

3.8 Acafréo (Curcuma longa L.)

O acafrdo (Curcuma longa L.) (FIGURA 1) € a espécie mais estudada do género
Curcuma, que possui mais de 70 espécies e que se mostra endémico nas regides Indo-
Malaias, onde sdo cultivadas suas espécies e utilizada terapeuticamente pela populacéo,
principalmente na India, China e Indonésia (NETTO JR., 1999; CAO et al., 2001;
NICOLETTE, 2002; MATA et al., 2004; MURNIGSIH et al., 2005). O acafrdo foi
introduzido no Brasil nos tempos coloniais, é cultivada ou encontrada como
subespontanea em varios estados, sendo mencionada sua monografia na Farmacopéia
Brasileira segunda edicdo (NETTO JR., 1999).
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FIGURA 1: Acafrdo (Curcuma longa L.)

E uma planta herbacea e perene que apresenta caracteristicas gerais do género,
possuindo odor semelhante ao da pimenta, gosto amargo, coloracdo amarelada, devido
principalmente & presenca de curcumina (FIGURA 2), um de seus principais CBAs.
Atinge em média 120 a 150 centimetros de altura em condigdes favoraveis de clima e
solo. As folhas grandes, oblongo-lanceoladas e obliquo-nervadas, emanam um perfume
agradavel quando amassadas. Possui peciolos tdo compridos quanto os limbos, que
reunidos em sua base formam um pseudocaule. O rizoma principal ou central é
periforme, arredondado ou ovdide, com ramificacdes secundarias laterais, compridas,
também tuberizadas (HERTWIG, 1986). Estes crescem agrupados no solo, abaixo da
planta, organizados numa estrutura normalmente denominada “mao”, onde os rizomas
menores, “dedos”, agrupam-se ao redor de um maior chamado “pido” (MAIA, 1991).
No Brasil, Mara Rosa, estado de Goias, € 0 municipio que apresenta maior plantio
comercial, com cerca de 150 hectares e produtividade média de 12 toneladas por
hectares de rizomas, producdo que se destina em quase toda sua totalidade as industrias
nacionais de corantes e alimentos (CECILIO FILHO et al., 2000).
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curcumina

FIGURA 2: Estrutura quimica da curcumina

Largamente utilizada como condimento na culinaria e como corante na industria

de alimentos, ¢ um dos principais componentes do “curry” (PINO et al., 2003;

CECILIO FILHO et al., 2004; LANTZ et al., 2005).

Na Asia é considerada uma planta magica, dadas suas caracteristicas sensoriais e
suas propriedades terap@uticas e protetoras. Antigamente, os farmacéuticos da Asia e da
Europa a empregavam em virtude da teoria das “signaturas”: como ¢ amarela parece
totalmente indicada para curar ictericia e febres biliares, terapia que depois foi
confirmada pela fitoterapia moderna (MESA et al., 2000).

Entre os componentes dos extratos de acafrdo estdo: carboidratos (4,7 — 8,2%),
acidos graxos (1,7 — 3,3%), Oleos essenciais (2,44%), curcuminoides (curcumina,
demetoxicurcumina e bisdemetoxicurcumina), cujo conteido aproximado é de 2%, mas
também pode estar entre 2,5 — 5% do peso seco, e outros polipeptideos como a
turmerina (0,1% do extrato seco) (SRINIVAS et al.,, 1992). RAMASWAMY &
BANERJEE (1948) constataram que o pigmento fendlico curcumina, presente no
acafrdo, é o principal componente responsavel pela sua atividade anioxidante.

O principal constituinte dos 6leos da planta é a ar-turmerona (59%), seguido
pelo zingibereno (25%). Outros compostos isolados foram D-a-felondreno, D-sabieno,
cineol, borneol, -cariofileno, p-farneseno, a-curcumeno, p-curcumeno, -
sesquefelandreno, B-bisabolol, a-turmerol, curcufenol, curcumol, isocurcumol,

germancrona, curdiona, neocurdiona, curcumenol, furanodienona, canfor, B-elemeno,
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1,8-cineol, limoneno, p-cimeno, o-felandreno (CECILIO FILHO et al., 2000; PINO et
al., 2003; YANG et al., 2005).

Nos ultimos anos, tem crescido o nimero de trabalhos cientificos com a espécie,
refletindo seu interesse mercadoldgico, principalmente de seu rizoma (CECILIO FILHO
et al., 2000). Estes trabalhos comprovam diversas atividades biologicas desta espécie,

dentre elas:
- Atividade antimicrobiana:

SINDHU et al. (2011) avaliaram o potencial protetor do 6leo essencial do
acafrdo no controle de fungos aflatoxinogénicos (Aspergillus flavus) e verificaram que
solugBes com 1 e 1,5% do 6leo essencial apresentaram 95,3% e 100% de inibicdo da

producdo da toxina, respectivamente.

O estudo de KAUR et al. (2010) parte do principio que o citoesqueleto de
bactérias tem sido reconhecido como um alvo importante na terapia antimicrobiana,
visto que estas proteinas sdo essenciais para viabilizar a vida destas bactérias. Os
resultados deste estudo mostram que a curcumina, principal CBA do acafrdo (Curcuma
longa L.), inibe a formacdo do citoesqueleto das espécies Bacillus subtilis e Escherichia

coli, inibindo consequentemente seu crescimento em um determinado meio.

KIM et al. (2009) investigaram a atividade antiviral do acafrdo contra o virus da
hepatite B, ja que esta espécie tem sido utilizada para tratar varias doencas do figado
causadas por este virus na Asia. Os dados deste estudo mostram que o0 extrato de agafrio
reprimiu a replicacdo do virus da hepatite B aumentando os niveis de proteina p53. Os
dados indicam que a atividade antiviral do acafrdo frente o virus da hepatite B esta
ligada a inibicdo da expressdo do gene deste virus através de vias mediadas pela p53.
Segundo KIM et al. (2009) o extrato de acafrdo pode ser seguramente utilizado por

pacientes com doencas causadas pela infeccdo pelo virus da hepatite B.
- Atividade anti-inflamatoria:

O NF-xB é um fator de transcricdo que desempenha um papel critico na

transducéo de sinais de varias vias inflamatdrias nas quais muitas doencas inflamatdrias
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croénicas estdo envolvidas (BERNES et al., 1997). A expressdo de diversos genes

envolvidos na resposta inflamatoria é regulada pelo NF-«xB.

A curcumina, composto bioativo do acgafrdo, € um potente inibidor do fator de
transcricdo NF-«B, e, consequentemente, possui atividade anti-inflamatdria verificada
em diversos modelos de inflamagdo cronica. Além do NF-xB, a curcumina também
inibe outros mediadores pro-inflamatérios como COX-2, lipoxigenase (LOX) e oxido
nitrico-sintase induzivel (iNOS) (BENGMARK et al., 2009).

Juntamente com o gengibre (Zingiber officinale) o agafrdo tem sido utilizado no
tratamento de artrite reumatoide, uma doenca inflamatdria crénica destrutiva do tecido
conjuntivo que afeta 1% da populacdo mundial (GABRIEL, 2001). Estas plantas
medicinais foram aprovadas como drogas (fitoterapicos) com atividade anti-inflamatéria
pela Food and Drug Administration (FDA), 6rgdo federal dos Estados Unidos da
América (FUNK et al., 2006). Estudos de RAMADAN et al. (2011) mostraram que 0S
rizomas de acafrdo sdo mais efetivos em aliviar a resposta inflamatéria imune e o
estresse oxidativo em modelos para artrite reumatdide que o gengibre e, até mesmo, que
0 medicamento indometacina, um anti-inflamatério ndo esterdide derivado do &cido
indolacético. Estes resultados sugeriram efeito benéfico do acafrdo contra o

desenvolvimento e a progressdo da artrite reumatdide.

O acafrdo também possui atividade positiva sobre outras doencas inflamatorias

crénicas como:

Aterosclerose: Previne a peroxidacdo lipidica, estabiliza a membrana celular,
inibe a proliferacdo de células de musculo liso vascular e inibe a agregacdo de plaquetas
(BENGMARK et al., 2009)

Diabetes: Foram verificadas melhoras significativas no sangue de ratos que
utilizaram agafrdo ou mesmo a curcumina isolada em um modelo de diabetes induzida
em comparagdo aos ratos controles, no que diz respeito & hemoglobina e hemoglobina
glicosilada, assim como o conteitdo de TBARS (lipoperéxidos) e glutationa

(aminoacido antioxidante) no plasma e figado (GILTAY et al., 1998).

Doencas neurodegenerativas: Danos oxidativos significantes séo observados em

doencas neurodegenerativas como a doenca de Alzheimer. Porém, o uso de
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antioxidantes como a vitamina E ndo tem mostrado resultados bem sucedidos no
tratamento deste tipo de doenca. No entanto, a curcumina tem mostrado um potencial de
captacdo de radicais livres maior que o da vitamina E e, além disso, é um captador
especifico do radical livre Oxido nitrico, diferentemente da vitamina E, o que a faz um
fitoterapico promissor no que diz respeito a reducdo do risco de doencas
neurodegenerativas (BENGMARK et al., 2009). A prevaléncia de paciente com
doencas neurodegenerativas, como a doenca de Alzheimer, na india, onde os individuos
fazem um consumo significativo de acafrdo, € muito menor que em paises do Ocidente,
especialmente os Estados Unidos (MUTHANE et al., 1998). Este efeito preventivo do
consumo do acafrdo é intensificado com o consumo de outras frutas e vegetais ricos em
polifendis (BENGMARK et al., 2009).

Além dos modelos de inflamacdo cronica, o acafrdo também tem mostrado
efeito positivo em modelos de inflamagéo aguda e subaguda (SRIMAL e DHARVAN,
1985).

- Atividades no trato gastrintestinal:

Componentes fitoquimicos do acafrdo como a bisdematoxicurcumina e a
curcumina aceleram o tratamento de Ulceras gastricas. Além do efeito antiulcera, o
acafrdo tem outras propriedades que os fazem eficazes no tratamento de ulceras
gastricas como diminuir a secrecdo de acido gastrico e o aumentar o mecanismo de
defesa da mucosa gastrica, através da inibicdo da secrecdo de Oxido nitrico-sintase
induzivel (iNOS), um mediador pro-inflamatério (MAHATTANADUL et al., 2009).

Um estudo clinico realizado com acafrdo em pd para tratamento de pacientes
com Ulceras pépticas encontrou efeitos benéficos na cura da Glcera apds 12 dias de
tratamento (PRUCKSUNAD et al., 2001). Estudos analiticos revelaram que os trés
curcumindides isolados, principais responsaveis por esta atividade benéfica, sdo
curcumina, desmetoxicurcumina e bisdemetoxicurcumina. Estes trés curcuminoides tém
sido apresentados como bons inibidores da enzima COX-2, mediadora da resposta
inflamatéria (RAMSEWAK et al., 2000).

Além dos efeitos acima, também ja foi demonstrado que o extrato de acafrdo e a

curcumina sdo capazes de inibir o crescimento de Helicobacter pylori, cuja presenca
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tem sido associada ao desenvolvimento de Ulceras géstricas, in vitro. DI MARIO et al.
(2007), KOOSIRIRAT (2007) e WITTAYASATIANKUL et al. (2003) demonstraram
que pacientes infectados com H. pylori tratados com acafrdo em associagdo com outras
drogas antibidticas apresentaram alivio nos sintomas, tendo sido a erradicacdo da

bactéria sucessivel ou nao.
- Atividade hepatoprotetora:

O acafrdo pode ser considerado um alimento funcional por regular niveis de
colesterol plasmético e reduzir o risco do desenvolvimento da esteatose hepatica em
individuos que costumam ter uma dieta rica em colesterol. Esta atividade esta
relacionada ao fato do acafrdo ter aumentado significativamente a expressdo de
colesterol 7 a-hidroxilase (enzima que participa na biosintese de &cidos biliares), heme
oxigenase 1 (enzimas que protegem as células contra os danos da oxidacao) e receptores
de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e ter diminuido significativamente niveis de
3-hidroxi-3-metil-gluatri-CoA redutase (enzima envolvida na biosintese de colesterol),

em ratos alimentados com dietas normais e ricas em colesterol (Y1U et al., 2011).

A atividade hepatoprotetora do acafrdo também foi evidenciada pelo estudo de
LEE et al. (2010), cujos resultados indicaram que o extrato deste rizoma possui um
efeito protetor contra hepatotoxicidade induzida por carbono tetracloridrico (CCl4), uma
potente toxina utilizada em modelos experimentais de hepatotoxicidade induzidos. Esta
caracteristica esta relacionada a atividade antioxidante de suas enzimas detoxificantes
de fase Il, que se ligam ao fator de transcricdo Nrf2 e ativam genes que protegem as
células contra danos oxidativos. WU et al. (2010) demonstraram a quimioprotecdo de
células hepaticas frente ao CCl4 pela curcumina e saikosaponina, substancias isoladas
do acafrdo, que diminuem a inflamacéo e a fibrogénese em figados de ratos em modelo

de lesdo hepética induzidos.
- Atividade no sistema respiratorio:

Foram relatados efeitos positivos do agafrdo no trato respiratorio em pacientes
com bronquite asmatica. A curcumina, composto bioativo do acafrdo, tem sido

utilizados ha séculos como anti-inflamatério, inclusive para casos de asma. Em partes,
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seu efeito anti-inflamatdrio é devido a inibicdo do fator de transcricdo para inflamagéo
NF-kB (OH et al., 2011).

Estudos de OH et al. (2011) mostrou que a curcumina atenua o desenvolvimento
de inflamacdes das vias aéreas e hiper-reatividades, possivelmente inibindo a ativacéo
do fator de transcricdo NF-xB no tecido pulmonar de individuos asmaéticos. Estes
resultados indicam, portanto, que a curcumina pode atenuar o desenvolvimento da asma

através da inibi¢do do NF-xB.

O acafrdo, através da curcumina, também é um potente inibidor de TGF-a e
fibrogénese e sugere-se ter um efeito positivo em condi¢bes de fibroses do pulmao,
incluindo fibrose cistica (PUNITHAVATIHI et al., 2003).

Além desta atividade no sistema respiratorio, também existem indmeras
evidéncias de que o acafrdo pode ser um agente antiproliferativo de cancer de pulméo
(MEHTA et al., 1997, VERMA et al., 1998, HONG et al., 1999). SAHA et al. (2010)
sugeriu que a curcumina regula os genes GADDA45, que ¢ efetivo do supressor de tumor
p53, e GADD153, que estd associado com funcdo celular de protecdo ao céncer, em
uma linha de células do pulmdo. Desta forma a curcumina media a apoptose de células
humanas de cancer de pulméo. Este € um dos mecanismos de sua atividade anticancer,
que serdo abordados detalhadamente abaixo. A atividade descrita acima poder ser
aumentada por um composto ativo do cha verde (Camellia sinensis (L.) Kuntze.)

denominado (-)-epicatequina, uma catequina inerte (SAHA et al., 2010b).
- Atividade antitumoral:

A curcumina, polifenol derivado do acafrdo, tem sido caracterizada
recentemente em possuir atividade anticancer por seus efeitos em varias vias bioldgicas
que envolvem a mutagénese, a expressdo de oncogenes, a regulacdo do ciclo celular,
apoptose, tumorigénese e metastase. A curcumina tem mostrado efeito anti-proliferativo
em mdaltiplos cénceres por ser um inibidor do fator de transcricdo NF-«xB e,
consequentemente, de alguns produtos de genes como C-MYC (um oncogene), Bcl-2,
COX-2, INOS, Ciclina D1, TNF-oq, interleucinas e MMP-9 (WILKEN et al., 2011).
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Além disso, a curcumina afeta uma grande variedade de receptores de fatores de
crescimento e moléculas de adesdo celular envolvidas no crescimento do tumor,

angiogénese e metastase (WILKEN et al., 2011).

A revisdo de WILKEN et al. (2011) sugeriu que a curcumina é um potencial
candidato para a terapéutica de diversos tipos de cancer como o de cabeca e pescoco e
promissor como anticancer de colon, mama, pancreas, prostata, ovarios € melanomas
(AGGARWAL et al., 2004; LOTEMPIO et al., 2005, WANG et al., 2008;
MUKHOPADHYAY et al., 2001; MEHTA et al.,, 1997; HANIF et al., 1997;
ELATTAR & VIRUI, 2000; LIN et al., 2007; SIWAK et al., 2005; MOHANDAS &
DESAI, 1999; ODA, 1995).

3.9 Gengibre (Zingiber officinale Roscoe)

O gengibre (FIGURA 3) € uma das plantas mais conhecidas da familia das
Zingiberaceae, uma especiaria ja utilizada a mais de dois mil anos que chegou a ser
considerado o mais importante condimento na Asia. Sob sua epiderme ou casca,
encontra-se um tecido constituido por numerosas glandulas de 6leo resinosas onde se

encerra a maior parte do principio ativo que a planta contém (PENNA et al., 2003).
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FIGURA 3: Gengibre (Zingiber officinale Roscoe)

E uma planta perene, reptante (cresce emitindo brotos de maneira rastejante bem
junto ao solo), caracterizada por apresentar uma altura entre 60 e 120 centimetros.
Possui um rizoma tuberoso e grosso, folhas envainantes, lanceoladas de 15 a 30
centimetros de longitude. Suas flores sdo verdes com manchas purpuras e o fruto tem

forma de capsula, porém o gengibre raramente frutifica (ALONSO, 2007).

O gengibre é originario da Asia tropical, especialmente da regifo entre a india e
a China. Foi amplamente introduzido em todo o mundo e atualmente é cultivado na
india, extremo Oriente, e regides tropicais como as da Austréalia, Nigéria, Serra Leoa,
Jamaica, Indonésia, Argentina e no Brasil, onde se aclimatou muito bem e € cultivado

em regides de solo arenoso, férteis e com boa drenagem (ALONSO, 2007).

O gengibre é vastamente utilizado na culinéria. Os gregos colocavam um rizoma
fresco de gengibre dentro de um pdo e comiam como se fosse sanduiche. Na Inglaterra
faz-se uma cerveja de gengibre, a ginger-ale, assim como em Serra Leoa. Na Africa &
usado para condimentar o cuscuz e no Brasil é fervido com a pinga para fazer o
quentdo, muito usado nas festas juninas. Outras inumeras preparacoes levam o gengibre
como condimento, inclusive preparac6es doces (FELIPPE, 2004).
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Entre seus componentes quimicos estdo os Oleos essenciais (0,5 — 3%),
compostos por monoterpenos, alcodis sesquiterpenicos e outras substancias; principios
picantes ou pungentes (5 — 8%), presentes em sua fragdo resinosa como 0s gingerois (6-
gingerol, 8-gingerol, 10-gingerol), amido (60%), acido fosfatidico, lecitina , proteinas e
minerais (ALONSO, 2007).

O gengibre é uma especiaria amplamente utilizada ha varios séculos na medicina
tradicional para aliviar sintomas como inflamacao, doencas reumaticas e desconfortos
gastrintestinais (PFEIFFER et al., 2006, WEI et al., 2005). A atividade bioldgica do
gengibre vem sendo demonstrada em diversos estudos e tem sido associada
principalmente a seus principais compostos pungentes, 0s gingerois, que sao
considerados também os principais CBAs desta espécie. O 6-gingerol (FIGURA 4) tem
sido destacado em literatura com um dos principais compostos bioativos do gengibre

responsaveis por sua capacidade antioxidante (SEKIWA et al., 2000).

O OH
CHz(CHz)3CH3
HO

OCHj

FIGURA 4: Estrutura quimica do 6-gingerol

Além da atividade antioxidante do gengibre destacam-se:
- Atividade antimicrobiana

As propriedades antimicrobianas de plantas como o gengibre foram descobertas

e tem sido utilizadas ha muitos anos.

O extrato alcoolico de gengibre a 80% do rizoma demonstrou ser ativo frente a
espécies como Bacillus antracis, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Proteus mirabilis,

Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
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epidermidis e Staphylococcus hemolyticus. Na mesma dose, mas extraido com 90% do
rizoma o extrato foi eficaz contra Bacillus subtilis, Escherichia coli e Streptococcus
faecalis (MASCOLO et al., 1989). Ja o extrato metanodlico do rizoma mostrou ter
atividade inibitdria in vitro frente ao Bacillus cereus (ALZOEKY et al., 2003).

Estudos de WANG et al. (2010) investigou a eficacia de um extrato de gengibre
combinado com antibidticos originalmente ineficazes frente a uma bactéria resistente
denominada Acinetobacter baumannii. Os resultados deste estudo mostram que
consumidos juntos, antioxidantes naturais como os do gengibre e inibidores de bactérias
sdo potenciais resolucdes para infecgdes com esta bactéria resistente. O constituinte do
gengibre que apresentou resultados mais promissores foi a 6-dehidrogingerdiona.

Frente a fungos causadores de micoses em humanos ndo houve resultados
positivos em relagdo ao gengibre com nenhum tipo de extrato (HABSAH et al., 2000).
No entanto, extratos de gengibre tem se demonstrado efetivos frente a fungos
fitopatdgenos como Drechslera oryzae, Rhizoctonia solani, Sclerotium oryzae e
Sclerotium rolfsii (CACERES, 1997).

- Atividade no trato gastrintestinal:

A propriedade preventiva de Ulceras pépticas pelo extrato aquoso de gengibre foi
avaliada em ratos em modelo para indugdo de Ulceras por estresse. Enquanto os ratos
controles, que ndo estavam submetidos ao tratamento com extrato aquoso de gengibre,
tiveram aumentos nos niveis de H+, na atividade da enzima K+-ATPase e no conteudo
de Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitirico, os chamados TBARs (lipoperoxidos),
ratos tratados com o extrato de gengibre apresentaram niveis normais destes
marcadores. Além disso, 0s danos na mucosa gastrica dos ratos em tratamento foram
recuperados em mais de 70%. Desta forma, este estudo demonstrou que o extrato
aquoso de gengibre foi capaz de proteger a mucosa gastrica de lesdes induzidas por
estresse e de inibira secrecdo de acido gastrico, provavelmente através do bloqueio da
producdo de H+ e da acdo da enzima K+-ATPase, inibindo desta forma o crescimento
de Helicobacter pylori, além de fornecer prote¢do antioxidante contra o estresse
oxidativo induzido pelo dano géastrico (SIDDARAJU et al., 2009).
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KUMAR et al. (2010) também demonstraram o efeito gastroprotetor de extratos
etandlicos de gengibre em ratos e atribuiram a responsabilidade por esta atividade aos
gingerdis. Neste estudo mostrou-se que o gengibre previne o dano oxidativo na mucosa
gastrica, bloqueando a peroxidacdo lipidica e diminuindo significativamente a
concentracdo da enzima superoxido dismutase (SOD) e aumentando significativamente

a atividade da enzima catalase.

O gengibre também tem sido considerado efetivo para o tratamento de nauseas,
vOmitos e espasmos intestinais. Um estudo duplo cego, randomizado, controlado com
placebo, demonstrou a eficicia de um xarope elaborado com gengibre (1g dividido em 4
tomadas), administrado durante o primeiro trimestre de gravidez em 26 mulheres. A
maioria significativa das participantes teve diminuicdo de nauseas e vOmitos neste
periodo (KEATING et al., 2002). PERTZ et al. (2011) demonstraram que a eficacia do
gengibre em reduzir nauseas e vOmitos pode estar baseada no efeito inibitério dos
gingerdis e shoagdis sobre receptores colinérgicos e serotoninérgicos envolvidos nestes

processos.
- Atividade antiagregante

A administracdo do gengibre traz uma inibicdo dose-dependente significativa na
agregacdo plaquetaria induzida por aminoacidos, em tromboxanos e prostaglandinas
derivados de COX e na sintese de prostaciclina, o que resulta no aumento da atividade
fibrinolitica. Esta atividade foi demonstrada em diversos estudos in vitro e in vivo
(BORDIA et al., 1997; THOMSON et al., 2002; VERMA et al., 2004; KOO et al.,
2001; NURTJAHJA-TJENDRAPUTRA et al., 2003).

Um estudo realizado em ratas com administracdo do extrato aquoso do gengibre
em doses orais de 500mg/kg ao longo de quatro semanas produziu uma diminuicdo
importante nos niveis de tromboxano B2. Por outro lado, a mesma dose administrada

intraperitonealmente ndo produziu mudancas significativas (THOMSON et al., 2002)

Uma reducdo significativa na agregacdo plaquetaria em humanos sadios que
consumiam dietas com alto teor de gordura foi obtida com a incluséo de 5g de gengibre
ao dia (BORDIA et al., 1997). Segundo JIANG et al., (2006) o consumo de gengibre
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ndo afeta na farmacocinética e nem na farmacodindmica do medicamento

anticoagulante Warfarina, quando utilizados concomitantemente.
- Atividade anti-inflamatoria

A atividade anti-inflamatoria do gengibre tem sido bastante evidenciada em
estudos da atualidade. Dentre as razdes que justificam este fato estdo as seguintes
atividades desta especiaria: inibicdo de COX-2 e lipoxigenase-5, decréscimo na
producdo de TNF-a, IL-1pB, IL-1, IL-2, RANTES, MCP-1 (TRIPATHI et al., 2008),
preservacdo de citocinas anti-inflamatérias como IL-10 e IL-4 (RAMADAN et al.,
2011), decréscimo da apresentacdo do antigeno pelos macréfagos (TRIPATHI et al.,
2008). Estas propriedades trazem ao gengibre além do aspecto anti-inflamatério o
aspecto analgésico. E por este motivo que ele vem sido incorporado como um

nutracéutico em tratamentos para osteoartrite (OLSEN, 2011).

Tanto os gingerdis com as gingerdionas e dehidrogingerdionas tem sido
evidenciados como potentes agentes inibidores da biossintese de prostaglandinas in
vitro, com uma eficécia supeior a oferecida por medicamentos como a indometacina
(KIUCHI et al., 1982).

Juntamente com o acafrdo (Curcuma longa) o gengibre tem sido utilizado no
tratamento de artrite reumatoide, uma doenca inflamatoria crénica destrutiva do tecido
conjuntivo que afeta 1% da populacdo mundial (GABRIEL, 2001). Estas plantas
medicinais foram aprovadas como drogas (fitoterapicos) com atividade anti-inflamatoria
pela Food and Drug Administration (FDA), érgdo federal dos Estados Unidos da
América (FUNK et al., 2006). Em um estudo duplo cego realizado na Dinamarca que
compreendeu 56 pacientes reumaticos, 28 deles 0s quais apresentavam artrite
reumatdide, mais de 75% dos que consumiram gengibre obtiveram alivio
sintomatoldgico da doenca, especialmente referindo diminuicdo de dor e contragdes
musculares, sem apresentar efeitos indesejaveis (SRIVASTAVA, 1992).

Um recente estudo placebo-conrolado, duplo cego demonstrou resultados
positivos utilizando um extrato preparado com Zingiber officinale (gengibre) e Alpinia
galangal (alpinia) em pacientes com osteoartrite nos joelhos. O grupo que consumiu o

extrato que levava gengibre teve uma melhora significativamente maior que o grupo
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controle apoOs seis semanas de tratamento, com diminuicdo de dor ap6s andar
(ALTMAN & MARCUSSEN, 2001).

A obesidade e outras doencas crénicas ndo transmissiveis também estdo
associadas a um quadro de inflamacédo crénica de baixo grau. O gingerol, CBA contido
no gengibre, blogqueia a translocagéo da subunidade NF- kB, um fator de transcri¢do que
aumenta a expressdo de genes que codificam para proteinas envolvidas na resposta
inflamatdria, do citoplasma para o nucleo (BASTOS et al., 2009). Desta forma o
gengibre colabora para evitar ou diminuir este quadro de inflamagdo cronica
apresentado por individuos obesos que pode leva-los a resisténcia a insulina e ao
desenvolvimento do diabetes tipo 2 (BASTOS et al., 2009).

- Atividade na diabetes

Tanto o extrato aquoso como o suco fresco de gengibre, administrados por via
oral, exibem atividade hipoglicemiante em estudo feito com coelhos hormoglicémicos e
diabéticos, sendo que o efeito mais marcante acontece justamente nos diabéticos
(SHARMA & SHUKLA, 1977). Outro estudo realizado com coelhos diabéticos
demonstrou a eficacia do extrato etandlico de gengibre em doses de 500mg/kg/dia por

duas semanas de tratamento (KAR et al., 2003)

O diabetes é uma desordem metabdlica conhecida por produzir mudancas em
varios 6rgdos do corpo como coracdo, rins, figado e cérebro. Especificamente no
sistema nervoso central (SNC) pode provocar algumas  alteracOes
neurocomportamentais, disfuncbes autonémicas e alteracbes nas fungdes
neuroenddcrinas (NISHIKAWA et al., 2000; BRANDS et al., 2004). Os estudos de
SHANMUGAM et al. (2011) avaliaram o efeito do gengibre sob marcadores de estresse
oxidativo em mitocdndrias de células de fracGes do cortex cerebral, cerebelo,
hipocampo e hipotdlamo de ratos diabéticos e verificaram o decréscimo destes
marcadores, sugerindo que o0 gengibre pode ser utilizado como um agente terapéutico na

reducdo do risco de complicacdes em pacientes diabéticos.
- Atividade em dislipidemias

Muitas espécies apresentam efeito hipolipidémico e antioxidante e podem ser

Uteis para a reducdo do risco de complicacbes em pacientes com dislipidemias
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(MADKOR et al, 2011). A administracdo do extrato aquoso de gengibre administrado
em ratas produziu, logo nas quatro primeiras semanas de tratamento, decréscimos
significativos nos niveis plasmaticos de colesterol e triglicérides (THOMPSON et al.,
2002). Estudos mais recentes de ELROKH et al., (2010) revelaram que ratos
hipercolesterolémicos tratados com extrato aquoso de gengibre do tipo infusdo em trés
doses utilizadas entre duas a quatro semanas de tratamento tiveram decréscimo
significativo nos pardmetros do perfil lipidico (colesterol sérico total, HDL-colesterol e
nivbeis de triglcicérides). A propriedade da oleorresina, um dos componentes
fitoquimicos do gengibre, de sequestrar acidos biliares e promover uma maior excre¢do
de colesterol nas fezes é um dos mecanismos responsaveis pela atividade
hipocolesterolémica (STEINEGGER & HANSEL, 1988).

MADKOR et al., (2011) verificaram o efeito modulatério do alho, acafrdo e
gengibre na sindrome metabdlica e no estresse oxidativo em ratos. Os resultados
mostram que estas espécies, e a mistura delas, aliviam significativamente os sinais na
sindrome metabdlica, particularmente a dislipidemia, além da hiperglicemia, aumentam

o sistema de defesa antioxidante e diminuem a peroxidacdo lipidica.
- Atividade imunoldgica

O gengibre foi considerado um imunoestimulante em estudos de NYA &
AUSTIN (2009) que avaliaram o controle de infeccdo por Aeromonas hydrophila em
trutas do tipo arco-iris. Os animais foram alimentados com 0, 0.05, 0.1, 0.5 e 1g por
100g de peso de gengibre por 14 dias. Houve proliferacdo no numero de neutrofilos,
macréfagos e linfécitos, assim como aumento na fagocitose e outros parametros que

mostraram o resultado positivo do gengibre frente ao sistema imune dos peixes.

CARRASCO et al., (2009) verificaram o efeito imunomodulatério do 6éleo
essencial de especiarias como o gengibre em camundongos previamente imunizados
com antigenos inertes representados por eritrocitos de carneiro - sheep red blood cells
(SRBCs). Foi observado um aumento no numero total de glébulos brancos do sangue e
da resposta de hipersensibilidade tardia. O 6leo essencial do gengibre recuperou a

resposta humoral imune de camundongos imunossupremidos.
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3.10 Zedoaria (Curcuma zedoaria (Christm.) Roscoe)

A zedoaria (FIGURA 5), também conhecida popularmente por “gajitsu”, é uma
planta herbacea, aromaética e perene de ocorréncia espontanea na india. Além da india, a
zedoaria € também cultivada na China e no Japdo e ha muito tempo aclimatada no
Brasil, onde também é cultivada (TESKE & TRENTINI, 1995; PAMPLONA, 2006).
No periodo da dinastia Ming um erudito deixou registrado em seus livros que a zedoéria
era capaz de curar a ma circulacdo sanguinea (TESKE & TRENTINI, 1995).

Photo courtesy of Dr. Staniey Kays

FIGURA 5: Zedoéria (Curcuma zedoaria (Christm.) Roscoe)

Externamente a planta apresenta folhas grandes, peciolo tdo comprido como o
limbo, obliquo-lanceoladas reunidas na base; flores pequenas, dispostas em espigas
compridas e com bracteas cdncavas verde-palidas; as superiores também com uma
mancha résea (KATO & FISCHER, 1996) Possui um rizoma principal ou central,
arredondado ou ovdide, com ramificacdes secundarias laterais, compridas, tuberizadas
ou ndo. Estes crescem agrupados no solo, organizados numa estrutura normalmente

denominada “méio”, onde os rizomas menores, “dedos”, agrupam-se ao redor de um
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maior denominado “pido”. Partindo desta estrutura surgem raizes, denominadas raizes

adventicias (CECILIO FILHO et al., 2004).

As partes vegetais empregadas com fins terapéuticos sdo os rizomas, conhecidos
na medicina popular e tradicional por algumas de suas atividades (PAMPLONA, 2006).
Os rizomas secos de zedodria sdo selecionados para a producdo de bebidas ou para a

producdo de extratos que serdo utilizados medicinalmente (MAO et al., 2002).

Em culinaria a zedoaria é usada como o gengibre, mais suave. Na culinéria
indiana é usada fresca ou como picles. O aroma desta planta lembra tanto o acafréo
(Curcuma longa) como a manga; por ter aroma de manga, é chamada de amb-halad na
india, onde amb quer dizer manga (FELIPPE, 2004).

Os principais componentes quimicos da zedodria sdo compostos terpénicos,
particularmente os sesquiterpenos. Terpenos sao fitoquimicos formados por sucessivas
unidades de isopreno (FIGURA 6), enquanto que sesquiterpenos sdo estruturas que
contém 3 unidades de isoprenos e 15 dtomos de carbono. Sdo substancias com baixa
solubilidade, que oxidam rapidamente, polimerizam e sdo os componentes dos Gleos
essenciais, substancias volateis (DEWICK, 2002). A deidrocurdiona é um sesquiterpeno
encontrado nesta espécie e esta relacionado com diversas atividades bioldgicas da
zedoaria. MAU et al., (2002) identificaram 36 componentes no Gleo essencial da
zedoéria, incluindo 17 terpenos, 13 alcoois e 6 cetonas.

CH,

CHy'— € —— CH =——CH;

FIGURA 6: Unidade de isopreno
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A zedoéaria também apresenta dentre seus componentes quimicos amido (50%),
resinas (3,5%), albuminoides, vitaminas (B1, B2 e B6), minerais (Ca, Mg, Fe, P, Na e
K) e pigmentos curcuminoides, da mesma forma como ocorre na Curcuma longa ou
acafraio (TESKE & TRENTINI, 1995). Extratos etandlicos, quando fracionados
demonstram a presenca de alguns curcuminoides, os quais foram identificados como

curcumina e demetoxicurcumina.

A atividade antioxidante da zedoaria foi comprovada por estudos cientificos
como o de MAU et al., (2002) que a estudou especificamente atraves do 0leo essencial
desta espécie e a classificou como moderada a boa. No entanto, a presenca de
curcumina, renomado composto bioativo cujas funcbes de captacdo de radicais livres,
inibidor da peroxidacdo lipidica e da oxidacdo do DNA sédo evidentes (PARK et al,
2003; BRAGA et al., 2003), nos sugerem a relacionar a atividade antioxidante da
espécie Curcuma zedoaria também a esta substancia. LOC et al., (2008) determinaram
a atividade antioxidante da zedoéria através do isolamento de seus 6leos essenciais e

também do pigmento curcumina.

Além da atividade antioxidante, pode-se citar dentre as fun¢des bioldgicas da

zedoaria;
- Atividade anti-inflamatoria

A deidrocurdiona, um sesquiterpeno encontrado nesta espécie, apresentou
atividade anti-inflamatéria in vivo e in vitro, além de efeito analgésico quando testado
pelo método das contor¢des induzidas utilizando acido acético como agente irritativo
em camundongos. As analises in vitro demostraram que a deidrocurdiona possui
capacidade de inibir a atividade da cicloxigenase e a formacdo de radicais livres. Os
mesmos efeitos foram encontrados quando analisados por via oral, onde a substancia,
utilizada como coadjuvante, reduziu os efeitos da artrite cronica (YOSHIOKA et al.,
1998).

MAKABE et al., (2005) isolaram sesquiterpenos de um extrato metandlico de
zedoaria e testou em ratos, em um modelo de inflamagdo induzida. Os compostos
identificados com maiores atividades anti-inflamatorias neste estudo foram furanodieno

e furanodianona, que diminuiram em 75% e 53% respectivamente a inflamacdo em
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orelhas de ratos. A atividade destes compostos é comparavel ao da indometacina,

medicamento utilizado normalmente como anti-inflamatério.

Segundo JANG et al., (2001) a atividade anti-inflamatoria da Curcuma zedoaria
também pode ser explicada pela inibi¢cdo da producdo de TNF-a, um dos principais
mediadores inflamatdrios produzidos pelo organismo, responsavel pela ativacdo dos
macrofagos. Curcumindides e sesquiterpenos sdo as substancias responsaveis por esta

atividade da espécie, segundo o autor.
- Atividade no sistema digestério

As raizes de zedoaria sdo utilizadas tradicionalmente como carminativo e
estimulante digestivo. Segundo TESKE & TRENTINI (1995) ela atua principalmente
no trato digestivo, promovendo seu bom funcionamento, pois inibe a secre¢do do acido
gastrico e aumenta a secrecdo biliar, evitando azia e méa digestdo, prisdo de ventre,
colicas e gases intestinais e estomacais. Indicada na reducéo do risco e tratamento de
Ulceras gastricas e duodenais, bem como nas doencas do figado. Em ensaios com
animais, a planta apresentou efeito colerético, espasmolitico e antidcido leve
(RAJASEKARAN, 2011).

MATSUDA et al., (1998) demostraram em seus estudos o efeito hepatoprotetor
de extrato agua/acetona de zedoéaria. Sesquiterpenos como furanodieno, curcumenol,
isocurcumenol, germacrona, curdiona, neocurdiona, aerugidiol, zedoarondiol, além de
substancias como a curcumina foram considerados potentes protetores de doencas
hepéticas, por inibirem uma cascata imunolégica que induz danos ao figado (D-
galactosamina / Lipopolissacarideo).

- Atividade larvicida e inseticida

Estudos de PITASAWAT et al., (2007) analisaram a atividade larvicida de 5
plantas aromaticas, dentre elas a zedoaria, contra espécies de insetos vetores de doenca:
Anopheles dirus, o principal vetor da malaria na Tailandia e o Aedes aegypti, vetor de
dengue e dengue hemorragica em diversos centros urbanos. Os 0leos essenciais de todas
as plantas estudadas, inclusive da zedoaria, apresentaram atividade larvicida contra os
dois insetos estudados apds uma exposicdo de 24 horas, enquanto que a zedoaria foi a

planta mais eficaz contra a espécie Anopheles dirus.
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CHAIYASIT et al., (2006) demostraram em seus estudos a eficacia da zedoaria
contra larvas e insetos adultos de Aedes aegypti e em um segundo momento avaliaram
formulagdes apropriadas para a utilizagdo desta planta como tal, impregnando o 6leo
essencial da espécie em grdos de areia e comparou seus resultados com produtos
disponiveis no mercado (CHAMPAKAEW et al., 2007).

Ja SUTHISUT et al., (2011) avaliaram a eficacia dos 6leos essenciais de trés
ervas aromaticas da familia Zingiberaceae (dentre elas a zedoaria, além das espécies
Alpinia conchigera e Zingiber zerumbet), sob a toxicidade de contato, reducdo de
apetite e repeléncia nas espécies Sitophilus zeamais e Tribolium castaneum. Sob
aplicacdes tdpicas, ambos Oleos essenciais, inclusive o da zedoaria, apresentaram
eficacia em relacdo a toxicidade de contato para as duas especies. O 6leo essencial das

trés espécies também demostraram atividade em reduzir o apetite dos insetos estudados.
- Atividade antimicrobiana

A atividade antibacteriana e antifungica da zedoaria tem sido bem documentada
(ANONYMOUS, 1985; FICKER et al., 2003).

Os extratos de zedodria, assim como seu 0leo essencial, mostram eficacia contra
bactérias Gram positivas e Gram negativas e os fitoquimicos responsaveis por esta
atividade sdo mono e sesquiterpenos (BANERJEE et al., 1978; UECHI et al., 2000).
WILSON et al., (2005) mostraram a atividade de diferentes extratos de zedoaria contra
a proliferacdo de seis espécies de bactérias (Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,
Micrococcus luteus, Escherichia coli, Proteus mirabilis e Klebsiella pneumoniae), além
de dois fungos (Candida albicans e Aspergillus niger).

A partir da utilizacdo tradicional da zedodria contra microrganismos,
especialmente fungos, GUPTA et al., (1976) isolaram o principal principio ativo
responsavel pela sua atividade antifingica. Este componente, denominado etil p-
metoxicinamato, inibiu o crescimento das espécies Trichophyton rubrum, Aspergillus
niger, Saccharomyces cerevisiae, Epidermophyton floccosum, Aspergillus fumigatus,
Penicillium purpurogenum, Trignoposis variabilis, Microsporum gypseum, Sclerotium
rolifsii, Geotricular candiade, Fusarium oxysporum, Helminthosporium oryzale,

Candida krusei e Trichophyton mentagrophytes em diferentes concentragdes.
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A aplicacdo topica da zedodaria na terapéutica antifungica foi demostrada frente
as espécies Candida albicans, Tricophyton mentagrophytes e Aspergillus niger, com
resultados satisfatorios. Desta forma, esta espécie pode ser utilizada como possivel
alternativa terapéutica no tratamento de micoses superficiais causadas por estes
microorganismos por inibir grande variedade de fungos patogénicos, atuando inclusive
em fungos resistentes a antifungicos comuns como cetoconazol e anfotericina B
(FICKER et al., 2003; NICOLETTI, 2002).

- Atividade antimutagénica

PENG et al., (2010) mostraram a atividade antimutagénica dos extratos
metanolico e aquoso de zedoaria em cepas de Salmonella typhimurium, sendo que o
extrato metanodlico apresentou melhor atividade. Ambos os extratos demostraram
atividade antioxidante similar. Os autores indicam os curcumindides como os principais

responsaveis pela atividade antimutagénica da espécie.

O efeito inibitério do extrato aquoso de zedodria sob a metéastase pulmonar de
células melanoma B16 foi investigado de forma experimental (SEO et al., 2005). Neste
estudo os ratos consumiram doses de 250 e 500 mg/kg de peso por seis semanas, duas
semanas apos a inoculacdo do tumor. Foi verificada reducéo significativa no niamero de
nddulos metastaticos nos pulmdes dos animais, resultando no aumento do tempo de vida
dos mesmos. Para entender o mecanismo de ac¢do da planta, os autores examinaram o
papel do extrato de zedoaria na modulacdo de macrofagos e verificaram que a ingestao
do extrato gera um aumento na producdo de Oxido nitrico pelos mesmos. O 6xido
nitrico € um mediador citotdxico contra as células melanoma B16, o que sugere que 0
extrato de zedoaria apresenta funcdo antimigratoria deste tipo de célula tumoral e
funcdo modulatéria dos macréfagos (SEO et al., 2005). Os resultados deste estudo
sugeriram que o extrato de zedoaria pode ter um importante papel na inibicdo da

metéastase do cancer.

Previamente, MATSUDA et al., (1998) mostraram que a zedoaria previne
Ulceras de estresse em ratos assim como protege o figado do estresse oxidativo induzido
por CCI4, prevenindo carcinogéneses futuras. WONG et al., (1992) mostraram 0s

efeitos da Curcuma zedoaria sob mutagénese induzida.
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3.11 Irradiacao de alimentos

H& tempos o homem procura formas de conservar melhor os alimentos que
consome. As baixas temperaturas e a cura sao 0s métodos de preservacdo mais antigos
que se conhece. Ja a irradiacdo é uma das formas de preservacdo de alimentos mais
recentes (MOREHOUSE, 2002).

Muitas técnicas de preservagdo de alimento foram introduzidas na inddstria de
alimentos para melhorar a qualidade e o tempo de prateleira de alimentos, como:
acidificacdo, adicdo de produtos quimicos, embalagem em atmosfera modificada,
tratamento com ultrassom, etc. Apesar destas técnicas protegerem os alimentos, elas
apenas controlam a atividade dos microrganismos em varias escalas, sem mata-los, e

afetam muitas das qualidades sensoriais dos alimentos (ALOTHMAN, 2009).

A irradiacdo é o fendmeno fisico pelo qual ocorre a emissdo e propagacao de
energia através do espaco ou de uma matéria (RADOMY SKI et al., 1994). A irradiagcdo
de alimentos é um meio de preservacdo dos alimentos que estd em desenvolvimento
desde o século XX (FARKAS, 2011). No primeiro documento na area sobre essa
tecnologia, datado de 1905, foi proposto o tratamento dos alimentos, principalmente os
cereais e seus produtos, com raios alfa (a), beta (B) e gama (y) provenientes de radio ou
outros elementos radioativos. O fato de seu emprego tornar desnecessario 0 uso de
substancias quimicas na conservacdo de alimentos foi considerado marcante na nova
tecnologia (DIEHL, 1990).

A década de 70 foi dedicada as pesquisas toxicolGgicas para comprovar a
inocuidade dos alimentos irradiados, uma vez que esse era 0 aspecto mais questionado.
Ap0s intensivos estudos, o Comité Misto de Especialistas em Irradiacdo de Alimentos
(CMEIA), convocado pela Food Agriculture Organization (FAO), pela Organizagdo
Mundial da Saide (OMS), e pela Agéncia Internacional de Energie Atémica (IEAE)
conclui, em Novembro de 1980, “que a exposi¢do de qualquer produto alimenticio a
doses de ate 10 kGy ndo apresenta perigo toxicologico; portanto, testes toxicologicos

com alimentos assim tratados ndo sdo mais necessarios” (JAY et al, 2005).
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Hoje, a radiacdo mais utilizada no processo de conservacdo de alimentos e
fitoterapicos é a do tipo gama (de is6topos radioativos de ®Co, com energia podendo
chegar até 1,33MeV e *’Cs, com energia de 0,662MeV), mas também s&o utilizados em
menor escala raios X (com energia maxima de 5MeV) e feixes de elétrons, que sdo
gerados por maquinas que podem atingir energia maxima de até 10MeV (OLSON,
1998; FARKAS, 2006; FARKAS, 2011). Os limites de energia acima citados sdo de
acordo com o Codex General Standard for Irradiated Food (2003). O uso da radiagdo
proveniente de °°Co possui grande penetrabilidade e sdo utilizadas principalmente, na

irradiacdo de produtos de maior espessura (FANARO et al., 2007).

Nenhuma destas fontes de irradiacdo tem energia suficiente para ser capaz de
induzir radioatividade no alimento, entretanto tém energia suficiente para remover
elétrons dos atomos para formar ions ou radical livres (OLSON, 1998). Isto porque a
energia limiar para a reacdo (y,n) estd bem acima de 10MeV para todos os is6topos
presentes no alimento (WAKEFORD et al., 1991; FINDLAY et al., 1993; WOODS &
PIKAEV, 1994; ICGFI, 1995).

O procedimento por radiacdo requer uma exposicdo controlada e cuidadosa
frente a radiacdo ionizante de energia conhecida. A exposi¢cdo deve ser adequada para
produzir o resultado desejado (FARKAS, 2001).

Atualmente, existe também um novo interesse das industrias de alimentos pelas
radiacdes ndo ionizantes, como a radiacdo da luz ultravioleta (UV) para o propoésito de
desinfeccdes (SELMA et al., 2008; WALKLING-RIBEIRO et al., 2008). Este tipo de
radiacdo € do tipo eletromagnética e, portanto, ndo carreia quantidade de energia
suficiente para ionizar atomos ou moléculas e é representada principalmente pelos raios
UV (UV-A, UV-B e UV-C), além de luz visivel, micro-ondas e infra vermelhos
(ALOTHMAN, 2009).

Além de reduzir o nimero de microrganismos patogénicos dos alimentos,
garantindo a inocuidade alimentar do produto, a irradiacdo é empregada também para
prolongar a vida de prateleira do produto, melhorando a qualidade nutricional do
alimento, bem como retardar brotamento das raizes e o amadurecimento de frutas e
vegetais (MOREHOUSE, 2002; NUNES et al., 2007). Estudos mostram que a

irradiagdo de alimentos na forma de raios gama ou feixe de elétrons, é efetivo quanto a
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descontaminacdo, desinfestacdo, assim como para melhorar o perfil nutricional e o
tempo de prateleira do alimento (HONG et al., 2008; LACROIX & OUATTARA,
2000; TEETS et al., 2008).

O processo de irradiacdo também tem mostrado diminuir os componentes anti-
nutricionais em algumas espécies de leguminosas, por exemplo, melhorando e
promovendo mais uma vez a inocuidade alimentar (BHAT et al., 2007; BRIGIDE &
CANNIATTI-BRAZACA, 2006). Este processo pode também apresentar vantagens,
como o baixo consumo de energia durante o processo e a reducdo no consumo de

energia em métodos convencionais de conservacdo (MOREHOUSE, 2002).

Apesar de todas estas vantagens, a concepc¢do do publico em relacdo a irradiacédo
de alimentos vem diminuindo o seu potencial de aplicacdo na industria. Para o publico
consumidor a irradiacdo ainda estd ligada a termos como carcinogénese ou efeitos
destrutivos e outros aspectos que fazem com que a irradiacdo de alimentos ainda nédo
seja tdo aceita como a falta do real conhecimento de seus efeitos no alimento
(ALOTHMAN, 2009). De qualquer forma, a legislacdo brasileira sobre irradiacéo de

alimentos é considerada a mais avangada na area, internacionalmente.

As portarias n°09 de 8 de marco de 1985 e n° 30 de 25 de setembro de 1989,
aprovadas posteriormente pela Divisdo de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) regem a
irradiacdo de alimentos no Brasil. Tendo como base as conclusGes a que chegou o grupo
de estudo formado pela FAO/IAEA/WHO (WHO, 2001), a legislacdo brasileira (RDC
n° 21) aprova o uso da radiacdo em qualquer alimento com qualquer dose, desde que
sejam observadas as seguintes condicdes: a) a dose minima absorvida deve ser
suficiente para alcancar a finalidade pretendida; b) a dose maxima absorvida deve ser
inferior aquela que comprometa as propriedades funcionais e/ou atributos sensoriais dos
alimentos; c) a embalagem deve ter condi¢des higiénicas aceitaveis para o processo de
irradiacdo e d) o rétulo do produto deve ter os dizeres “ALIMENTO TRATADO POR
IRRADIACAO”.

A RDC n° 21 estabelece ainda que, quando um produto irradiado é usado como
ingrediente em outro alimento, este fato deve ser mencionado na embalagem final com

o simbolo “radura” (FIGURA 7) indicando que o alimento foi tratado por irradiagao.
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FIGURA 7: Radura: Simbolo utilizado para identificar produtos irradiados

Os alimentos em geral contém alguns componentes-chaves que, embora
presentes em concentracdes muito baixas, regulam o sabor, aspecto e valor nutritivo
(WHO, 1994; KITAZURU et al., 2004; TRINDADE et al., 2007; SILVA et al., 2007).
Esses componentes sdao muito sensiveis a irradiacdo e, se a dose de radiacdo for alta,
pode causar transformacdes prejudiciais no sabor, odor e cor desses alimentos
(VILLAVICENCIO, 1998; DELINCEE 1998). O processo de irradiacdo causa minimas
alteracdes no aroma, sabor, cor e perfil nutritivo dos alimentos (ALOTHMAN et al.,
2009). Segundo DIEHL (1992; 1995), com doses de até 1,0kGy, as perdas nutricionais
sdo consideradas insignificantes e nenhuma das altera¢cdes conhecidas encontradas nos
alimentos irradiados € nociva ou perigosa, estando dentro dos limites encontrados
normalmente para alimentos (DELINCEE et al., 1998).

Entretanto, o nivel das modificacdes (em aroma, sabor, cor e perfil nutritivo)
pode variar dependendo da matriz de alimento utilizada (o tipo de alimento em questao),
da dose de irradiacdo utilizada e do tipo de radiacdo empregada (BHAT & SRIDHAR,
2008; BHAT et al., 2007; MEXIS et al., 2009).

Na reunido de setembro de 1997, a conclusdo final divulgada foi: a OMS aprova
e recomenda a irradiacdo de alimentos, em doses que ndo comprometam suas
caracteristicas sensoriais, sem a necessidade de testes toxicologicos. E importante

lembrar que as propriedades funcionais dos alimentos também n&o podem ser
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comprometidas (DELINCEE, 2005). Tem sido feitas investigacdes em todo mundo ao
longo dos dltimos anos e mais dados e trabalhos cientificos disponiveis irdo contribuir
para 0 aumento da comercializacdo e aceitagdo desta técnica, além de garantir doses
viaveis que ndo comprometam as qualidades e caracteristicas dos alimentos
(ALOTHMAN, 2009).

44



4. Materiais e Métodos

4.1 Materiais

4.1.1. Amostras

As amostras de acafrdo e gengibre n&o irradiadas foram adquiridas da SANTOS
FLORA COMERICO DE ERVAS LTDA, uma empresa de comércio de ervas,
especiarias e extratos secos da cidade de Sdo Paulo — SP, Brasil. A amostra de zedoaria,
também ndo irradiada, foi doada pela mesma empresa. As plantas ja foram adquiridas
na forma seca, sendo que o acafrdo e o gengibre foram adquiridos na forma de po e a
zedoaria na forma rasurada. Conforme os laudos cedidos, o acafrdo era originario da
Turquia, colhido em 2009 e processado em setembro de 2009. O gengibre era originario
do Brasil, foi colhido no ano de 2010 e processado em agosto de 2010. J& a zedoaria
adquirida era originaria da India, foi colhido em 2010 e processado em julho de 2010.

As plantas foram pesadas e separadas em sacos plasticos contendo

aproximadamente 1 Kg cada, e posteriormente armazenados em temperatura ambiente.

4.2 Métodos

4.2.1 Irradiacéo

As amostras de acafrdo, gengibre e zedoaria, previamente embaladas em sacos
plasticos, foram irradiadas nas doses de O; 5; 10; 15 e 20 kGy. As taxas de dose para
acafrdo foram de 3,7; 7,0; 152 e 26,4 kG/h, para gengibre de 3,5; 7,8; 4,7 € 29,7 kGy/h e
para zedoaria de 4,38; 9,3; 7,1 e 5,5 kGy/h para as amostras irradiadas com 5; 10; 15 e

20 kGy respectivamente. Dosimetros Amber 3042 Batch foram utilizados para a
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medicdo da dose de irradiacdo. As irradiacdes foram feitas no irradiador multipropdésito
de 60Co do Centro de Tecnologia de Radiacdes IPEN-CNEN/SP.

4.2.2 Preparagédo dos Extratos

O processo de extracdo das substancias presentes nos alimentos pode ocorrer de
diversas maneiras. Por isso, foram realizados pre-testes com o intuito de avaliar cinco
modificacdes de uma metodologia, no que diz respeito ao solvente utilizado em cada
uma delas, para a obtencdo dos extratos de acafrdo, gengibre e zedoaria e
posteriormente, verificar qual seria a melhor extracdo para analisar a atividade
antioxidante dentre os extratos irradiados e ndo irradiados. O critério utilizado para
escolher o melhor solvente foi aquele que apresentou o maior teor de fendlicos totais.
Segundo dados da literatura, o teor de fendlicos totais estd diretamente relacionado a
capacidade antioxidante, ou seja, quanto maio o teor de fendlicos totais, maior a
atividade antioxidante (KAUR e KAPPOR, 2002; NUUTILA et a.l, 2003).

A metodologia testada foi a descrita por CHEN et al., (2008) com modificacdes,
ja que partiu-se de amostras secas e nao frescas. Além disso, as amostras foram
ultrassonificadas por 20 minutos e centrifugadas a 6000g por 15 minutos antes de serem
concentradas em um rotavapor. A partir do residuo coletado ap6s a etapa de
centrifugacdo foram feitas trés novas extragcdes, conforme descrito na FIGURA 8. Os
solventes utilizados no pré-teste foram: metanol, metanol/agua (70:30, v/v), acetona,

acetona/metanol (50:50, v/v) e acetona/metanol (70:30, v/v).

Depois de realizar o pré-teste optou-se por trabalhar com os seguintes solventes:
- Acafrdo: acetona/metanol (70:30, v/v);
- Gengibre: acetona/metanol (50:50, v/v);

- Zedoaria: acetona/metanol (50:50, v/v).
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O critério de selecdo foi o melhor resultado em teor de fendlicos totais
SINGLETON e ROSSI (1965), com modificacBes. Este método sera citado com

maiores detalhes no item 4.2.

5.

AMOSTRA-0,83g

EXTRACAO COM 25 ml DE
SOLVENTE

|

AGITACAO POR 12 HORAS

l

1

ULTRASSONIFICACAO POR20 |

MINUTOS

* 2a., 3a. e 4a extragdo

CENTRIFUGAGAO A 6000 g
POR 15 MINUTOS

[ RESIDUO

* As 28, 32 e 42 extragOes foram agitadas por 1 hora

SOBRENADANTE

VOLUME COMPLETADO PARA |

25ml

FIGURA 8: Esquema das extracdes de acafrdo, gengibre e zedoaria segundo CHEN et

al., (2008) com modificagoes.
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Descricdo do método de extracio

Conforme apresentado na FIGURA 8, foram pesadas 0,83g de amostra seca das
plantas estudadas e adicionados 25 ml de solvente, sendo acetona/metanol (70:30, v/v)
para acafrdo e acetona/metanol (50:50, v/v) para gengibre e zedoaria. Em seguida as
amostras foram agitadas por 12 horas ou mais (overnight) em agitadores magnéticos
(marca Quimis, modelo Q.261.2) e ultrassonificadas (marca Thornton) por 20 minutos.
Os extratos foram entdo centrifugadas (centrifuga marca ALC, modelo 4239R — Italia) a
6000g por 15 minutos. O sobrenadante foi recolhido e direcionado para o baldo de
rotavapor e a seguir sofreu novas extracbes. O sobrenadante resultante das quatro

extragdes foi evaporado e o volume final foi ajustado para 20 ml de acetona.

Este procedimento foi realizado com todas as plantas estudadas, nas diversas
doses de radiacdo propostas. Os extratos foram colocados em frascos ambar, sob

atmosfera de nitrogénio e armazenados no freezer até -18°C até o momento das analises.

4.2.3 Screening fitoquimico por cromatografia em camada delgada (CCD)

A determinacdo qualitativa do perfil de compostos bioativos foi realizada por
cromatografia de camada delgada (CCD) segundo WAGNER E BLADT (1996). Os
extratos de acafrdo, gengibre e zedoaria nas diversas doses de radiacdo estudadas foram
aplicados em cromatofolhas de silica gel sendo eluidas em diferentes sistemas de
solventes, a saber: acetato de etila / cido férmico / agua (90:5:5), hexano/ acetato de
etila (60: 40) e cloroférmio. Como solucdes reveladoras foram utilizadas: NP-PEG
(substancias polifendlicas, principalmente flavonoides), anisaldeido sulfarico e vanilina
sulfurica (compostos de origem triterpénica) e Dragendorff (alcaldides), preparadas de
acordo com WAGNER E BLADT (1996) e CHAVES (1997). Os extratos de zedoaria
foram concentrados para a andlise da seguinte forma: 500uL foram evaporados sob

atmosfera de nitrogénio e redissolvidos em 20uL de metanol.
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4.2.4 Determinacéo de sélidos soluveis

Os solidos soltveis foram determinados por gravimetria. Tubos de ensaio foram
identificados e colocados em estufa a 105°C por 5 horas, retirados, resfriados em
dessecador e pesados em balanca analitica. Apds a pesagem foram adicionados 1 ml dos
extratos de acafrdo, gengibre e zedoaria, em todas as doses de radiacdo estudadas. Os
tubos foram colocados novamente em estufa a 105°C e deixados por 12 horas ou mais
(overnight) para total evaporagdo da 4gua. No dia seguinte os tubos foram retirados da
estufa, resfriados em dessecador e pesados em balanca analitica. A diferenca entre o
valor da pesagem final e inicial corresponde ao peso dos sélidos sollveis presentes em 1
ml dos respectivos extratos. O resultado foi obtido em mg/ml de extrato (AOAC, 1995).
A finalidade de determinar os sélidos solUveis se deve a padronizacdo da concentracao

dos diferentes extratos obtidos para a avaliacdo da atividade antioxidante dos mesmos.

4.2.5 Quantificacdo dos fenolicos totais

A determinacéo do teor de fendlicos totais foi realizada de acordo com o método
descrito por SINGLETON & ROSSI (1965) com modificagdes. O método consiste em
uma reacdo colorimétrica que utiliza como reagente o Folin-Ciocalteu e solucéo
saturada de carbonato de sddio. O Folin-Ciocalteu reage quantitativamente com o0s
compostos fendlicos da amostra e a absorbancia € medida espectrofotometricamente no

comprimento de onda de 750nm.

Para a analise das amostras os extratos nas diferentes doses de radiacdo testadas
foram diluidos nas seguintes proporgdes: acafrdo 1:30, gengibre 1:15 e zedoéria 1:10.
Uma aliquota de 20ul da amostra nas suas respectivas concentracfes foi adicionada a
100ul de reagente Folin-Ciocalteu e 80pl de solugédo saturada de carbonato de sédio
(75¢/L). A mistura reacional foi incubada a 37 °C por 30 minutos, ao abrigo da luz e a
temperatura ambiente, para o desenvolvimento da cor. O ensaio foi realizado em leitor

de microplacas Spectramax M5 (Molecular Devices) e a leitura da absorbancia foi feita

49



no comprimento de onda de 750nm. O acido galico foi utilizado como padréo e agua

destilada como branco.

A quantidade total de fenolicos em cada extrato foi calculada empregando-se a
equacdo da reta obtida a partir da curva analitica do padrdo de &cido galico (20-100 mg
L™?). Os resultados foram expressos em mg de equivalentes de acido géalico (EAG) / g

de residuo seco da amostra.

4.2.6. Determinacdo da atividade antioxidante

4.2.6.1 Determinacdo da atividade antioxidante pelo método DPPH (I1Csq)

A capacidade antioxidante dos extratos nas diferentes doses de radiacéo
estudadas foi avaliada a partir do método espectrofotométrico baseado na reducéo do
radical estavel DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila), em solugdo, através do método
descrito por BRAND-WILLIAMS et al., (1995). Quando o DPPH reage com um
antioxidante, que pode doar oxigénio, ele é reduzido. Esta reacdo leva a uma diminuicéo

da absorbancia, devido ao consumo do radical DPPH, entre 515 - 531nm.

A partir de uma solucdo de DPPH a 0,06mM em metanol (MeOH) 80% v/v foi
preparada a curva de calibracdo utilizando aliquotas desta solucdo nas seguintes
concentrag0es: 0, 10, 20, 30, 40, 50 e 60 puM/ml.

A uma aliquota de 20ul dos extratos, em quatro diferentes concentracdes, foi
adicionado 200ul de solucdo de DPPH (150uM em MeOH 80% v/v). A mistura
reacional foi incubada por 30 minutos, ao abrigo da luz e a temperatura ambiente. O
ensaio foi realizado em leitor de microplacas Spectramax M5 (Molecular Devices), e 0
decaimento da absorbancia foi avaliado a 520nm. Os resultados foram expressos em mg
/ g de residuo seco de amostra necessaria para reduzir em 50% (ICso) @ concentracao
inicial de DPPH.
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4.2.6.2 Avaliacdo da capacidade protetora da oxidacao lipidica utilizando o aparelho

Rancimat®

Para avaliar a capacidade protetora utilizou-se o aparelho Rancimat® 743, marca
Metrohm, conectado ao programa PC: 743 Rancimat 1.0, onde foi medido o periodo de
inducdo relativa aos acidos graxos da banha (marca Sadia) contendo os extratos de
acafrdo, gengibre e zedoéria, nas diferentes doses de radiagdo estudadas. O valor do
extrato foi previamente calculado com base no residuo seco do mesmo para que sua
concentracdo no substrato (banha) fosse de 1 mg/ml. O volume dos extratos foram
colocados nos tubos do Rancimat® e evaporados sob atmosfera de nitrogénio. Em
seguida, aproximadamente 3,00g de banha de porco sem antioxidante foram

adicionados a cada tubo.

Com a programacao da temperatura de 110°C, AT = 1,5°C, fluxo de ar de 20L/h,
os tubos foram acoplados ao aparelho Rancimat®, até que a curva de condutividade em
relagdo ao tempo de inducdo (T1) fosse finalizada para se calcular o indice de Atividade
Antioxidante (IAA). Um controle foi também preparado com a banha de porco sem

antioxidante. O BHT a 1,0 mg/ml foi utilizado como padrao.

Os resultados foram expressos como indica de Atividade Antioxidante (IAA),

calculado pela formula:

IAA = T1 amostra

TI1 controle

Onde: T1 amostra = tempo de indugéo (h) da banha de porco + extrato contendo

a amostra.

TI controle = tempo de inducéo (h) da banha de porco sem o extrato.
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4.2.7 Quantificacdo de compostos bioativos por CLAE

Os compostos bioativos quantificados foram: curcumina, nos extratos de acafrdo
e zedoéria e 6-gingerol, nos extratos de gengibre, selecionados por sua importancia nas
atividades bioldgicas das plantas estudadas, principalmente no que diz respeito a
atividade antioxidante. N&o apresentaremos os resultados da quantificacdo da curcumina
nos extratos de zedoéria, pois esta se deu em niveis menores que o limite de deteccéo,

cuja metodologia sera descrita posteriormente.

As analises dos compostos bioativos foram feitas em cromatografo liquido
Shimadzu LC-10AD equipado com degaseificador DGU-20% bomba quaternaria LC-
20AT, forno de coluna CTO-202, injetor automatico SIL-20AC HT, controlador CBM-
209, detector de arranjo de diodos SPD M20A e software LC Solution verséo 1,24SPS2.
Os padr6es utilizados foram curcumina — Curcumin from Curcuma longa (Turmeric) —

Sigma-Aldrich e 6-gingerol Sigma-Aldrich.

Validacdo dos métodos

As metodologias para a determinacdo de curcumina e 6-gingerol foram
validadas. A precisdo do método foi determinada pela repetibilidade, calculada pelo

coeficiente de variacdo (CV%) de 10 repeticGes de uma mesma amostra (AOAC, 2007).

A porcentagem de recuperacao foi calculada pela formula:

% de recuperagdo = Xc— X x 100

C
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Sendo: Xc = média dos resultados de amostras contaminadas

X = média dos resultados de amostras ndo contaminadas

C = padréo adicionado

Os limites de deteccdo (LD) e quantificagdo (LQ) foram avaliados de acordo
com AOAC (2007) e estdo relacionados as condi¢bes do equipamento utilizado. Tais
limites foram determinados atraveés de diluigdes consecutivas da mesma amostra
utilizada para a avaliacdo da repetibilidade. Utilizando a maior diluicdo possivel, foram
realizadas 6 injecdes consecutivas. O limite de detecgédo foi determinado com sendo o
desvio-padrdo dos resultados obtidos multiplicados por trés vezes e o limite de

quantificacdo como sendo o desvio-padrdo multiplicado por dez vezes.

Determinacdo da curcumina

Cinquenta pL do extrato de acafrdo foram evaporados sob atmosfera de
nitrogénio. O residuo foi redissolvido com 1,5ml de metanol grau HPLC e filtrado em
filtro 0,45um (Millipore PVDV). 20uL da solucdo obtida foram injetadas no
cromatografo liquido em triplicata. Foi utilizada coluna Thermo ODS-2 Hypersil (250 x
4,0mm, 4um) e pré coluna Shimadzu GVP-ODS (10 x 4,0mm, 5um), ambas mantidas
em temperatura constante de 30°C. A fase mdvel isocratica foi composta por
acetonitrila:dgua deionizada (50:50, v/v), filtrada em membrana (Millipore, PVDF) em

fluxo de Iml/min.

A quantificacéo foi realizada por padronizacéo externa utilizando solucéo padréo
de curcumina em uma curva de calibragdo com 5 pontos (1,92; 9,60; 24,0; 40,0 e
50,0pug/mL; r? = 0,9998). A identificacdo foi feita pela comparagdo do tempo de
retencdo e do espectro de absorcdo, relativamente aos padrdes. A comparagdo do
espectro de absorcdo foi feita no comprimento de onda de 426nm (FIGURA 9). Em

anexo (ANEXO 1) encontra-se o perfil cromatografico do padrdo de curcumina.
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FIGURA 9: Espectro de absor¢do do padrdo de curcumina
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FIGURA 10: Curva de calibracdo, equacéo e coeficiente de determinacédo do padrédo

curcumina
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Determinacdo do 6-gingerol

Cem pL do extrato de Zingiber officinale foram evaporados sob atmosfera de
nitrogénio. O residuo foi redissolvido com 1,5ml de metanol grau HPLC e filtrado em
filtro 0,45um (Millipore PVDV). Vinte pL da solucdo obtida foram injetadas no
cromatografo liquido em triplicata. Foi utilizada coluna Thermo ODS-2 Hypersil (250 x
4,0mm, 4um) e pré coluna Shimadzu GVP-ODS (10 x 4,0mm, 5um), ambas mantidas
em temperatura constante de 30°C. A fase mdvel isocrdtica foi composta por
acetonitrila:dgua deionizada (40:60, v/v), filtrada em membrana (Millipore, PVDF) em

fluxo de Iml/min.

A quantificacéo foi realizada por padronizagao externa utilizando solucgéo padréo
de 6-gingerol em uma curva de calibracdo com 5 pontos (1,92; 4,80; 9,60; 12,0 e
24,0pg/ml; r> = 0,9927). A identificacdo foi feita pela comparacéo do tempo de retengéo
e do espectro de absorcdo, relativamente aos padrdes. A comparagdo do espectro de
absorcdo foi feita no comprimento de onda de 200nm (FIGURA 11). Encontra-se em

anexo (ANEXO 2) o perfil cromatografico do padrdo de 6-gingerol.

200.0 2250 250.0 275.0 300.0 3250 350.0 3750 400.0 4250 450.0 475.0 nm

FIGURA 11: Espectro de absorcao do 6-gingerol
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FIGURA 12: Curva de calibracdo, equacéo e coeficiente de determinacédo do padréo de
6- gingerol.

4.2.8 Andlises estatisticas

Neste estudo, os resultados foram expressos como média + desvio padrdo. Para
comparacdo das médias aritméticas, empregam-se o teste t de Student usando o software
SPSS versdo 16.0 for Windows. Adotou-se o nivel de significancia de 5% de
probabilidade (p<0,05).
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5. Resultados

5.1 Screening fitoquimico por cromatografia em camada delgada (CCD)

A fim de verificar a presenca de algumas classes de metabdlitos secundarios nas
espécies estudadas e possiveis mudancas no perfil fitoquimico das mesmas ap6s o
tratamento por irradiacdo foi realizado um screening fitoquimico utilizando técnicas de
cromatografia em camada delgada e reacGes caracteristicas de identificacdo, conforme
proposto por WAGNER E BLADT (1996) e COSTA (2001). Esta é uma técnica que
analisa qualitativamente o perfil fitoquimico de determinado vegetal e foi empregada
por diversos autores no monitoramento/ identificacdo de compostos bioativos em
diferentes espécies (PEREIRA et al., 2004b; KHWANCHUEA et al., 2007; TIBERTI et
al., 2007). Os resultados encontrados para a identificagdo das principais classes de
compostos bioativos nas espécies estudadas encontram-se na TABELA 3.

TABELA 3: Screening fitoquimico das espécies estudadas por cromatografia em

camada delgada

Espécie Compostos Flavondides Alcaldbides
esteroidais / (Compostos
Triterpénicos fenolicos)
Curcuma longa + + +
Zingiber officinale + + -
Curcuma zedoaria + + -

O screening fitoquimico foi realizado em todos os extratos estudados e através
dos cromatogramas obtidos se pode observar que ndo ha mudanca no perfil fitoquimico
das espécies estudadas ap6s o tratamento por irradiacdo, nas doses de 5, 10, 15 e 20
kGy. As manchas obtidas pelos reveladores, que correspondem a substancia marcadora
do substrato, ndo diferem entre a amostra controle e as amostras irradiadas, como
mostram 0s cromatogramas abaixo, FIGURAS 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 e 20.
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FIGURA 13: CCD dos extratos de Curcuma longa com fase movel acetato de etila/
acido formico/ dgua (90:5:5) e NP-PEG como revelador

FIGURA 14: CCD dos extratos de Curcuma longa com fase movel hexano/ &cido de
etila (60:40) e vanilina sulfarica como revelador

58



FIGURA 15: CCD dos extratos de Curcuma longa com fase movel cloroférmio e
Dragendorf como revelador

FIGURA 16: CCD dos extratos de Zingiber officinale com fase movel acetato de etila/
acido formico/ dgua (90:5:5) e NP-PEG como revelador
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FIGURA 17: CCD dos extratos de Zingiber officinale com fase movel acetato de etila/
acido formico/ 4gua (90:5:5) e Anisaldeido como revelador

FIGURA 18: CCD dos extratos de Zingiber officinale com fase movel hexano/ &cido de
etila (60:40) e vanilina sulfarica como revelador
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FIGURA 19: CCD dos extratos de Curcuma zedoaria com fase mével acetato de etila/
acido formico/ 4gua (90:5:5) e NP-PEG como revelador

FIGURA 20: CCD dos extratos de Curcuma zedoaria com fase movel hexano/ acido de
etila (60:40) e vanilina sulfarica como revelador

AQUINO (2007) verificou através de analise cromatografica em camada delgada
(CCD) possiveis mudancas no perfil fitoquimico de algumas espécies de plantas
medicinais apds o tratamento por irradiacdo, entre elas: Boldo-do-Chile (Peumus
boldus), Espinheira Santa (Maytenus ilicifolia), Guarand (Paullinia cupana), Sene
(Cassia angustifolia) e Cha verde (Camellia sinensis). Da mesma forma como ocorreu
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no presente estudo, as manchas obtidas através desta analise ndo diferiram entre si,
demonstrando que o tratamento por irradiacdo (nas doses de 5 e 10 kGy) ndo provocou
mudancas no perfil fitoquimico qualitativo das plantas medicinais estudadas. KOSEKI
et al., (2002) também demonstraram, através de andlises cromatograficas, que néo
houve diferenca significativa nos niveis de flavonoides, compostos fenolicos, taninos e
6leos essenciais de diferentes extratos de ervas desidratadas, tratadas pelo processo de

irradiacdo, com doses de 10, 20 e 30 kGy.

5.2. Quantificacdo dos compostos fenolicos totais

A quantificacdo de compostos fendlicos totais teve o Acido Galico como padrao

nos ensaios realizados com as trés plantas estudadas.

A TABELA 4 apresenta a quantificacdo dos compostos fenolicos totais nos
extratos de acafrdo, gengibre e zedoaria tratados por irradiacdo nas diversas doses de

radiacédo estudadas e a comparagao com os controles (sem o tratamento por irradiacao).

TABELA 4: Teor de compostos fendlicos presentes nos extratos estudados.

Teor de compostos fenolicos
(mg Eqg Acido Gélico / g de residuo seco)
Dose (kGy) Acafrao Gengibre Zedoaria

Média +DP p Média +DP p Média +DP p
0 569,8 + 20,2 - 255,1+ 14,4 - 1059 + 3,3 -
5 577,1+245 | 0,663 2376 +85 | 0,082 101,3+49 0,170
10 536,7+951 | 0,521 | 246,3+52,1 | 0,757 | 112,1+114 0,340
15 4984 +16,2 | 0,001 | 252,0+215 | 0,818 1198+25 0,001
20 4775+ 18,6 | 0,001 286,5 + 6,6 0,008 102,1+8,4 0,426

(n) = 4. p<0,05 indica diferenca significativa em relagdo a amostra controle (0 kGy)
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No ensaio realizado com o acafrdo observa-se que as amostras irradiadas com
15kGy e 20kGy foram as Unicas que apresentaram perdas significativas no teor de
compostos fendlicos totais em relacdo a amostra controle. O maior teor numérico foi

verificado no extrato tratado com 5kGy (577,1 mg/g de residuo seco).

J& no ensaio realizado com o gengibre ndo houve perda significativa no teor de
compostos fendlicos totais nos extratos irradiados em relacdo ao controle. O maior teor
de fenolicos totais foi verificado no extrato irradiado com 20kGy com 286,5 mg/g de

residuo seco.

As amostras de extrato de zedodria irradiadas também nédo apresentaram perdas
significativas no teor de compostos fenolicos totais em relacdo a amostra controle, que
néo sofreu processo de tratamento por irradiagdo. O maior teor foi verificado no extrato
tratado com 15kGy (119,8 mg/g de residuo seco). Os extratos irradiados com 5kGy e
20kGy obtiveram os menores resultados numéricos em relacdo ao teor de compostos
fenolicos totais, mas esta diferenca ndo variou de maneira significativa em relacdo a

amostra controle.

Dentre as trés plantas estudadas, a zedoaria foi a que apresentou menor teor de
compostos fendlicos. No entanto, ja estd bem documentado que os principais principios
ativos responsaveis pelas atividades bioldgicas desta planta, dentre elas a atividade
antioxidante, sao sesquiterpenos, como o curcumenol e a deidrocurdiona (PAMPLONA,
2006). Os resultados de YOSHIOKA et al., (1998) confirmaram o efeito antioxidante da
deidrocurdiona e estes resultados sdo suportados pelos estudos de HARAGUCHI et al.

(1996) que demonstraram a inibicdo da peroxidacao lipidica por sesquiterpenos.

A perda significativa observada nos extratos de acafrdo irradiados com 15kGy e
20kGy podem ser atribuidas a formacdo de produtos de degradacdo induzidos pela
irradiacdo  (SAJILATA & SINGHAL, 2006; WONG & KITTS, 2001).
BREITFELLNER et al., (2002) mostraram que a irradiacdo gama (1 — 10 kGy) em
morangos proporcionaram a degradacdo de &cidos fenolicos como acido cindmico, p-
cumarico, galico e hidroxibenzdico. A hidroxilacdo (decomposicdo) destes &cidos
fenolicos tem sido atribuida a formacdo de radicais hidroxilas livres durante o
tratamento por irradiacdo. SCHINDLER et al., (2005) também observaram a

degradacdo de compostos fendlicos em tomates irradiados com 2kGy, 4kGy e 6kGy e
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atribui este resultado a reacdo de radicais OH com o anel benzeno do sistema, o0 que
resulta na formagdo do radical intermediério hidroxiciclohexadienil. A adi¢do de
oxigénio aos radicais OH seguidos da eliminacdo do radical HO; leva a hidroxilagéo do

anel aromatico, conforme mostra a FIGURA 21.

[ 0 OH
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FIGURA 21: Mecanismo de ataque do benzeno pelo radical livre *OH
(OPPENLANDER, 2003)

O fato do teor de compostos fendlicos em algumas amostras irradiadas, como o
gengibre irradiado com 20kGy e a zedoaria com 15kGy, terem sido maiores que 0s
encontrados em amostras controle também podem ser explicados. Segundo ZOBEL
(1997) varios fatores podem contribuir para a producdo de fitoquimicos, como
compostos fenolicos, pelo vegetal em diferentes niveis, como exposicdo a fontes de
radiacdo, estocagem a baixas temperaturas e exposi¢do a temperaturas extremas. Em
termos de exposicéo a fontes de radiacdo a producéo de fitoquimicos dependera da dose
aplicada, sensibilidade da substancia em relacdo a irradiacéo e o efeito da irradiacdo por

si s6 sob os constituintes do vegetal que podem ser responsaveis pela producdo e/ou
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acumulacdo de fitoquimicos / antioxidantes em determinadas plantas (ALOTHMAN,
2009). BENOIT et al., (2000) encontraram um aumento no teor de compostos fendlicos
em cogumelos Agéricus irradiados com 2kGy em relagdo a amostra controle, néo

irradiada.

Além disso, a quebra de determinadas moléculas de polifendis pela radiagdo
gama em outras de peso menor peso molecular pode resultar em uma maior
extratabilidade dos tecidos dos vegetais (BHAT et al., 2007b; GONZALEZ-
AGUILLAR et al.,, 2007; TOMAS-BARBERAN & ESPIN, 2000). ADAMO et al.,
(2004) relataram que o processo destrutivo da oxidacdo e da irradiacdo com raios do
tipo gama séo capazes de quebrar ligagdes quimicas de polifendis, resultando assim em
fenois sollveis, com menores pesos moleculares, capazes de aumentar o teor de

fenolicos com capacidade antioxidante no extrato final.

VARIYAR (1998) atribui a degradacdo de taninos pela irradiacdo e a
interrupcao da estrutura de compostos fendlicos ao aumento da extragcdo e consequente

teor de compostos fendlicos em pimentas irradiadas.

A maior parte dos extratos irradiados estudados ndo apresentaram diferenca
significativa em relacdo ao teor de fenolicos totais comparando-se com o controle ndo
irradiado e os resultados do presente estudo vem de encontro ao que tem sido
apresentado na literatura. CHATTERJEE et al., (2009) mediram o teor de compostos
fenolicos em amostras de acafrdo (Curcuma longa) e feno grego (Trigonella foneum)
irradiados com 10kGy e compararam com as amostras controles, isentas do tratamento

por irradiagdo. Nenhuma diferenca significativa foi encontrada.

SOMMER et al., (2009) estudaram os efeitos da radiacdo gama sob o teor de
compostos fendlicos em cogumelos do tipo Agaricus e também ndo encontraram
diferencas significativas entre eles. Outros estudos que avaliaram fenolicos totais em
vegetais irradiados, também ndo demonstraram perda significativa desses compostos
(HARRISON & WERE, 2007; LEE et al., 2009; VILLAVICENCIO et al., 2000)
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5.3 Determinacdo da atividade antioxidante

5.3.1 Determinacdo da atividade antioxidante pelo método DPPH (1Csgq)

A capacidade de captacdo de radicais livres foi determinada utilizando-se o
radical estavel 1,1-difenil-2-picrilhidasil (DPPH), de acordo com o0 método proposto por
BRAND-WILLIAMS et al., (1995) com modificacdes.

A TABELA 5 mostra os resultados do Coeficiente de Inibigcdo de 50% (IC50%)
do radical livre DPPH nos extratos tratados com as diferentes doses de radiacédo
estudada e sua comparacdo com a amostra controle, que ndo sofreu processo de

tratamento por irradiagéo.

TABELA 5: Atividade de inibigdo do DPPH (IC50%) pelos extratos estudados

Atividade de inibicdo do DPPH (1C50%)
Dose (mg / g de residuo seco)
(KGy) Acafrao Gengibre Zedoéria
Média +DP P Média +DP p Média +DP p

0 10,8 +0,7 - 154+13 - 93,0+ 3,0 -
5 10,3+0,6 0,386 25,2+0,8 > 0,001 79,2+27 > 0,001
10 76+1,1 0,003 296 +25 > 0,001 86,8+2,0 0,014
15 10,6 +0,3 0,635 250+1,2 > 0,001 78,0 +2,7 > 0,001
20 75+0,2 >0,001 | 42,7+31 >0,001 | 1354+5,.2 > 0,001

(n) = 4. p<0,05 indica diferenca significativa em relacdo a amostra controle (0 kGy)

As amostras irradiadas de acafrdo ndo apresentaram perdas significativas na
atividade antioxidante em relacdo a amostra de extrato controle. A avaliacdo da
atividade de inibicdo do DPPH mostrou que as doses de 10kGy e 20kGy apresentaram

atividade antioxidante superior as amostras controle e tratadas com 5kGy e 15kGy.
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A avaliacdo antioxidante dos extratos de gengibre mostrou uma perda na
atividade de inibicdo de DPPH nos extratos irradiados em relagdo ao controle. O extrato
irradiado com 20kGy foi o0 que apresentou menor atividade antioxidante entre 0s

estudados.

Apenas 0 extrato irradiado de zedoéaria com dose de 20kGy apresentou perda
significativa na atividade de inibicdo do DPPH em relacdo a amostra controle, o que
confere a este extrato uma menor atividade antioxidante. Os extratos irradiados com

5kGy e 15kGy apresentaram maiores valores na atividade de inibicdo do DPPH.

E fato que a literatura mostra resultados conflitantes em relacéo a influéncia da
radiacdo gama na atividade antioxidante de alimentos em geral. Segundo estudos atuais,
a irradiagdo pode tanto aumentar, diminuir como ndo influenciar na capacidade de
sequestrar radicais livres (ALOTHMAN, 2009).

Os fendlicos sdo cotados como 0s maiores responsaveis pela atividade
antioxidante de um alimento quando esta é medida pela captacdo de radicais livres. No
entanto, a quantificacdo destes compostos ndo é o Unico modo de avaliar esta
caracteristica (RICE-EVANS et al., 1996; CZAPSKI, 2005), ja& que a atividade
antioxidante depende também do nimero e da localizacdo de radicais hidroxila no anel
aromatico, assim como suas posi¢cfes mutuas. Isto pode explicar a diferenca entre os
resultados obtidos neste ensaio com relacdo ao ensaio de quantificacdo de compostos
fenolicos (SOMMER et al., 2009).

SOMMER et al., (2009) encontraram resultados conflitantes entre o teor de
compostos fendlicos e a analise da atividade antioxidante em cogumelos irradiados.
Amostras irradiadas com 5kGy apresentaram menores teores de fenolicos totais e, ao
mesmo tempo, maiores quantidades de equivalentes de Trolox, ou seja, maior atividade
antioxidante, dentre as amostras estudadas. No entanto, assim como aconteceu com as
amostras de acafrdo e zedodria (esta Ultima até a dose de 15kGy), ndo houve perda da

atividade antioxidante nas amostras irradiadas em relagdo ao controle.

Outra possivel causa para o fato da radiagcdo gama aumentar a atividade
antioxidante de vegetais ja documentados em literatura é o aumento da atividade de

enzimas como a fenilalanina amoénia-liase e peroxidase (BHAT et al., 2007b;
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GONZALEZ-AGUILLAR et al., 2007; TOMAS-BARBERAN & ESPIN, 2000). Esta é
outra hipotese para a obtencdo de valores de captagdo de radicais livres mais altos em
alguns extratos irradiados de agafrdo e zedoaria em comparagdo ao controle.

Da mesma forma como ocorreu no presente estudo, CHATTERJEE et al.,
(2009) ndo encontraram perdas na capacidade de captacdo de radicais livres em
amostras de acafrdo (Curcuma longa) irradiadas com 10kGy. MISHRA et al (2006)
utilizaram doses de irradiacao de até 10kGy para a mesma andlise em folhas de “cha”
(Camellia sinensis) e também ndo obteve perdas significativas. JO et al., (2008)
obtiveram perdas significativas irradiando “cha” (Cammelia sinensis) na dose de

20kGy, resultado semelhante aos obtidos nos extratos de gengibre e zedoéria.

Perdas na capacidade antioxidante, mais especificamente na capacidade de
captacdo de radicais livres, pela radiacdo gama também tem sido documentadas. Em
geral, esta perda é atribuida a formacdo de produtos de degradacdo induzidos pela
irradiacdo, como discutido no item anterior, e a formacdo de radicais livres (SAJILATA
& SINGHAL, 2006; WONG & KITTS, 2001).

A perda ocorrida nos extratos de gengibre irradiados encontrada neste estudo
ndo se deve a degradacéo de acidos fenolicos, ja que a quantificacdo destes fitoquimicos
n&o foi alterada pelo processo de irradiacdo. Apesar de esta perda ter sido evidenciada, o
custo beneficio do processamento por irradiacdo ainda € positivo se levarmos em conta
a importancia da manutencdo das condicdes sanitarias do alimento e a alta capacidade
antioxidante do gengibre. HE et al., (1998) mostraram que o gengibre tem um efeito
antioxidante maior que outras especiarias como a canela e atribui este resultado a
presenca de tocoferois, fosfolipidios e compostos fenolicos, ou mesmo ao efeito

sinérgico de todos eles.
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5.3.2 Avaliacdo da capacidade protetora da oxidagdo lipidica utilizando o aparelho

Rancimat®

As plantas estudadas (agafrdo, gengibre e zedoaria) foram testadas pelo aparelho
Rancimat®. O indice de atividade antioxidante (IAA) dos extratos destas plantas
irradiados nas diversas doses estudadas, assim como os dos extratos controles serdo
apresentados abaixo. Quanto maior o valor do IAA, melhor a protegdo oxidativa, e

consequentemente melhor a atividade antioxidante.

Conforme citado anteriormente, o IAA foi calculado considerando-se o tempo de
inducdo da amostra dividido pelo tempo de indugéo do controle. Ou seja, valores acima
de 1,0 indicam que a amostra apresentou atividade antioxidante.

A TABELA 6 apresenta o indice de atividade antioxidante (IAA) dos extratos
estudados medida pelo aparelho Rancimat® e a comparacdo dos diversos tratamentos

de irradiagdo com o controle, onde nenhum tratamento foi aplicado.

TABELA 6: indice de Atividade Antioxidante nos extratos estudados

1AA
Dose _ i _
Acafréo Gengibre Zedoéria
(kGy) — — —
Média +DP p Média +DP p Média +DP p
0 3,43+0,2 - 3,82+0,3 - 2,48 +0,2 -
5 2,65+0,1 >0,001 | 4,24+0.3 0,099 1,80+1,3 0,001
10 2,72+0,3 0,054 4,23+0,3 0,115 1,89+13 0,003
15 2,67+0,3 0,003 3,97+0,3 0,495 1,99+0,2 0,010
20 3,06+0,5 0,182 4,16 +0,2 0,122 1,81+0,2 0,005

(n) = 4. p<0,05 indica diferenca significativa em relacdo a amostra controle (0 kGy)
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Todas as amostras de acgafrdo testadas apresentaram atividade antioxidante e
houve perda significativa entre os extratos irradiados com 5kGy e 15kGy em relac¢éo ao
extrato controle. Este Gltimo apresentou maior valor numérico de IAA (3,05).

Com relacdo aos extratos de gengibre todas as amostras apresentaram atividade
antioxidante e ndo houve diferenca significativa entre a amostra controle e as irradiadas.

O maior valor numérico de IAA foi encontrado no extrato irradiado com 5kGy.

Todas as amostras de zedoaria apresentaram atividade antioxidante, porém, neste
ensaio verificou-se diferenca significativa entre o IAA da amostra controle em relagéo
as irradiadas. Houve perda na capacidade protetora da oxidacao lipidica dos extratos de

zedoaria irradiados.

O valor do 1AA para o padrdo de BHT do ensaio foi de 3,72. Apenas as amostras
de gengibre apresentaram valores superiores ao padrdo, o que ja era esperado, pois 0
padrdo foi utilizado na forma pura, e os extratos das plantas estudadas sdo extratos

totais, ou seja, contém diversas outras substancias além dos compostos antioxidantes.

Os resultados do presente estudo vém de encontro com o que tem sido publicado
em literatura. MURCIA et al., (2004) avaliaram a influéncia da irradiacdo na atividade
antioxidante por meio da protecdo da oxidacdo lipidica em especiarias: anis, canela,
menta, noz-moscada, alcaguz, baunilha, além do gengibre que também foi objeto do
presente estudo. A metodologia utilizada pelos autores também foi o teste do
Rancimat®. As amostras irradiadas (1, 3, 5 e 10kGy) ndo apresentaram diferencas
significativas (p<0,05) na atividade antioxidante em comparagdo as amostras néo
irradiadas, da mesma forma como os resultados obtidos neste estudo para o acafrdo nas
doses de 10kGy e 20kGy e para o gengibre. O efeito insignificante da irradiacdo na
composicdo de plantas secas pode ser explicado pela sua baixa concentracdo de agua,
que limita a possibilidade da formacéo de radicais livres que poderiam interferir na
atividade antioxidante das amostras irradiadas (VENSKUTONIS et al., 1998).

A possivel degradacdo de compostos fendlicos e outros fitoquimicos
responsaveis pela atividade antioxidante por meio da protecéo lipidica apés a irradiacao
pode explicar a diferenca significativa encontrada nos ensaios realizados com os

extratos de acafréo irradiados com 5kGy e 15kGy, como discutido em itens anteriores.
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No caso da zedoaria, como j& mencionado anteriormente, 0s principios ativos
com maior responsabilidade frente a atividade antioxidante sdo sesquiterpenos, ou seja,
6leos essenciais (compostos volateis) (PAMPLONA, 2006; YOSHIOKA et al., 1998).
De acordo com ARAUJO (2004) o alto teor de compostos terpénicos presentes na
composicdo de um 6leo essencial implica num produto instavel, sensivel ao calor assim
como a luz. Desta forma, diferentemente do gengibre e do agafrdo, a atividade
antioxidante da zedoaria ndo € mantida muito tempo em altas temperaturas, o0 que pode

explicar o baixo valor de IAA obtido no teste de Racimat® para esta espécie.

A zedoéria foi também a Unica espécie que apresentou diferencas significativa
no IAA de todas as amostras irradiadas em relacdo a amostra controle. TAJIMA &
HOSSAIN (1989) mostraram em seus estudos que a irradiacdo com raios gama na dose
de 5kGy afetou a recuperacdo de 6leos essenciais em muitas espécies, dentre elas o
acafrdo, o que relata a instabilidade deste fitoquimico frente a irradiacdo. Isto explica os
resultados obtidos no presente estudo.

Ao contrario da zedoéria, os principais fitoquimicos responsaveis pela atividade
antioxidante do acafrdo e do gengibre sdo compostos fendlicos, substancias mais
resistentes a irradiacdo gama que o0s sesquiterpenos. (SOMMER et al.,, 2009;
HARRISON & WERE, 2007; LEE et al., 2009; VILLAVICENCIO et al., 2000).

A Zingiberaceae com maior IAA encontrado neste estudo foi o gengibre. No
trabalho realizado por MURCIA et al., (2004) o gengibre foi uma das especiarias que
apresentou maior IAA, com valores maiores que noz-moscada, baunilha e alcaguz. Da
mesma forma como ocorreu neste estudo, o gengibre apresentou valores de IAA

maiores que o padrdo de BHT.

A atividade antioxidante do extrato de gengibre no estudo de MURCIA et al.,
(2004) foi mantida mesmo apds 30 minutos da ebulicdo da dgua a 100°C, o que indica
que os constituintes desta especiaria, responsaveis por esta atividade, sdo resistentes a
desnaturacdo pelo calor. Este resultado sugere também que o gengibre pode ser
utilizado como aditivo em alimentos cujo processamento envolve altas temperaturas a
fim de evitar a oxidacao lipidica. Muitos estudos tém proposto a adi¢cdo do gengibre
para a conservacdo de produtos carneos (MANSOUR et al., 2000), pescados
(RAMANATHAN & DAS, 1993), dleos e gorduras (MOCHINAGA, 2000). Da mesma
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forma, o acafrdo também pode ser utilizado com esta finalidade, j& que também
apresentou valores altos de IAA, sendo um potente inibidor da peroxidacdo lipidica
(KUNCHANDY & RAO, 1990; SUBRAMANIAN et al., 1994). Ambas as especiarias
poderdo ser utilizadas como aditivos ap0s a irradiacdo com raios gama, pois esta nao
interfere nos IAA dos extratos de gengibre e, apesar da perda significativa encontrada
nos extratos de acafrdo irradiados com 5kGy e 15kGy, mantém os IAA
consideravelmente altos para a aplicacdo desta especiaria como tal.

5.4 Quantificacdo de compostos bioativos por CLAE

Na analise por CLAE quantificou-se os compostos fenolicos que se destacam
por serem 0s principais responsaveis pela atividade antioxidante das plantas estudadas:
Curcumindides, mais especificamente a curcumina, no caso do agafrdo e Gingerais,
mais especificamente 6-gingerol, no caso do gengibre. A quantificacdo de curcumina
também foi feita com os extratos de zedoaria, mas o0s resultados ndo foram
quantificaveis. Desta forma, apresentaremos os resultados da analise de CLAE apenas

para os extratos de acafrdo e de gengibre.

5.4.1 Quantificagdo de curcumina nos extratos de acafrdo

A TABELA 7 apresenta os resultados de quantificagdo de curcumina nos
extratos de acafrdo irradiados nas diversas doses estudadas e sua compara¢do com a

quantificacédo realizada no extrato controle, que nédo foi tratado por irradiacao.
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TABELA 7: Quantificacdo de curcumina nos extratos de acafréo

mg / g de residuo seco
Amostras i
Media +DP p
0 858,55+ 11,4 -
5 882,92 + 17,4 0,031
10 889,03 + 83,6 0,443
15 740,78 + 16,4 > 0,001
20 902,78 + 97,6 0,344

(n) = 6. p<0,05 indica diferenca significativa em relacdo a amostra controle (0 kGy)

O resultado da analise dos extratos de acafrdo demonstrou diferenca significativa
de 5% (p<0,05) na dose 15kGy para quantificacdo de curcumina, evidenciando menor
concentragdo deste composto bioativo neste extrato. Este resultado vem de encontro ao
observado nos ensaios de quantificagdo de compostos fendlicos e na avaliacdo da
capacidade protetora da oxidacdo lipidica utilizando o aparelho Rancimat®. O extrato
de acafrdo irradiado com 15kGy apresentou diferencas significativas nos resultados dos
respectivos ensaios em relacdo ao controle: menor teor de fendlicos totais e menor
indice de atividade antioxidante. Desta forma é possivel verificar a importancia do

composto fenolico curcumina na atividade antioxidante do acafrdo.

Os outros extratos estudados ndo apresentaram perdas significativas na
quantificacdo de curcumina em relagdo ao extrato controle. O extrato irradiado com
20kGy foi o que apresentou maior valor numérico (902,78 mg de curcumina/ g de

residuo seco).

Apesar da perda significativa no teor de curcumina evidenciada no extrato
irradiado com 15kGy, os perfis cromatograficos (FIGURAS 22, 23, 24, 25 e 26) da
analise ndo apresentaram diferencas entre uma amostra e outra, apresentando a mesma
ordem de eluicdo e tempo e retencdo aproximados. O numero 1 representa 0 pico

referente a curcumina, substancia analisada neste ensaio.
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FIGURA 22: Perfil cromatogréafico da amostra controle de acafrdo no comprimento de

onda de 426 nm.
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FIGURA 23: Perfil cromatografico da amostra de acafrdo irradiada com dose de 5kGy

no comprimento de onda de 426 nm.
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FIGURA 24: Perfil cromatogréfico da amostra de acafrdo irradiada com dose de 10kGy

no comprimento de onda de 426 nm.
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FIGURA 25: Perfil cromatografico da amostra de acafrao irradiada com dose de 15kGy

no comprimento de onda de 426 nm.
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FIGURA 26: Perfil cromatogréafico da amostra de acafrdo irradiada com dose de 20kGy

no comprimento de onda de 426 nm.

O ANEXO 3 mostra a comparacdo entre 0os cromatogramas dos extratos de

acafrdo estudados.

5.4.2 Quantificagdo de 6-gingerol nos extratos de gengibre

A TABELA 8 apresenta resultados da quantificacdo de 6-gingerol nos extratos

de gengibre, controle e irradiados nas diversas doses estudadas.
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TABELA 8: Quantificacdo de 6-gingerol nos extratos de gengibre

mg / g de residuo seco
Amostras _
Media +DP p
0 94,08 +4,8 -
5 89,34 +4,2 0,099
10 102,6 + 2,5 0,003
15 103,4 +18,4 0,261
20 103,2 + 4,8 0,008

(n) = 6. p<0,05 indica diferenca significativa em relacdo a amostra controle (0 kGy)

Os resultados acima mostram que ndo houve perda significativa na quantificacao

de 6-gingerol nas amostras irradiadas em relacdo a amostra controle.

Da mesma forma como ocorreu nas analises de acafrdo, os perfis
cromatograficos (FIGURAS 27, 28, 29, 30 e 31) da andlise ndo apresentaram diferencas
entre uma amostra e outra, apresentando a mesma ordem de elui¢do e tempo e retengéo
aproximados. O numero 1 representa o pico referente ao 6-gingerol, analisado nesta
cromatografia.
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FIGURA 27: Perfil cromatografico da amostra controle de gengibre no comprimento
de onda de 200 nm.
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FIGURA 28: Perfil cromatogréafico da amostra de gengibre irradiada com dose de 5

kGy no comprimento de onda de 200 nm.
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FIGURA 29: Perfil cromatografico da amostra de gengibre irradiada com dose de 10

kGy no comprimento de onda de 200 nm.
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FIGURA 30: Perfil cromatografico da amostra de gengibre irradiada com dose de 15

kGy no comprimento de onda de 200 nm.
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FIGURA 31: Perfil cromatografico da amostra de gengibre irradiada com dose de 20

kGy no comprimento de onda de 200 nm.

O ANEXO 4 mostra a comparagédo entre os cromatogramas obtidos dos extratos

de gengibre estudados.
Na literatura sobre irradiacdo de alimentos, percebemos que alguns vegetais tém

uma sensibilidade maior ao processamento por irradiagdo, podendo ser evidenciada
através da analise de quantificacdo por CLAE (KOSEKI et al., 2002).
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A irradiacio gama em dose de 10kGy ndo afetou a quantificacdo de
curcumindides como a curcumina, demetoxi curcumina e bisdemetoxi curcumina em
amostras de acafrdo nos estudos de CHATTERJEE et al., (1999). Estudo realizado com
Ginkgo biloba e guarand ndo demonstrou diferenca significativa na quantificacdo de
seus compostos bioativos em doses de até 17,8kGy (SORIANI et al., 2005).

No entanto, SCHINDLER et al., (2005) encontraram reduc¢des na concentracdo
de fenolicos como o p-hidroxibenzaldeido, acido p-cumarico, acido ferulico, rutina e
naringenina em tomates irradiados com 2kGy, 4kGy e 6kGy em analise feita por CLAE
e atribui este resultado a formac&o de radicais hidroxilas livres durante o tratamento por
irradiacao.

Temos representado na TABELA 9 o limite de detec¢do (LD) e quantificagéo
(LQ), o coeficiente de variacdo (CV) e a recuperacdo da analise de curcumina para 0s

extratos de acafrdo e de 6-gingerol para os extratos de gengibre.

TABELA 9: Resultados referentes a validagdo do método nos extratos de acafrdo e

gengibre.
LD LQ o
Repetibilidade | Recuperacéo

ug/ mg de ug/ mg de

g/mg g/mg (CV)° 0% °

padrdo® padrdo®
Curcumina 0,2 0,6 1,51 93,9
6-gingerol 0,18 0,55 0,77 100,06

®(n)=6,"(n)=3, °(n)=10
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6. Conclusoes

. N&o ha diferengas no screening fitoquimico das plantas estudadas ap6s o

tratamento por irradiacgéo.

. O processamento por radiacdo ndo causou diferencas no teor de fendlicos totais
nos extratos de gengibre e zedoaria em relacdo & amostra controle. Os extratos de
acafrdo irradiados com 15kGy e 20kGy apresentaram diferenca significativa no teor de

fenolicos totais em relacéo ao controle.

. Né&o houve perda significativa na capacidade de captar radicais livres (DPPH)
nas amostras de acafrdo irradiadas em relacdo ao controle e para a zedodria esta perda
foi significativa apenas na dose de 20kGy. Os extratos de gengibre irradiados
apresentaram perda significativa na capacidade de captar radicais livres, mas o custo
beneficio do processamento por irradiacdo ainda é considerado positivo.

. A capacidade protetora da oxidacdo lipidica ndo foi perdida apds a irradiacédo
nos extratos de gengibre e para os extratos de acafrdo esta perda foi evidenciada nos
extratos irradiados com 5kGy e 15kGy. No entanto, estes extratos de agafrdo continuam
com IAA relativamente altos. Estes resultados sugerem que o acafrdo e o gengibre
irradiados podem ser utilizados como aditivos para a conservacdo de produtos
alimenticios cujo processamento envolve altas temperaturas a fim de evitar a oxidagao
lipidica. J& no caso da zedoéria, devido ao fato de seus principios ativos antioxidantes
serem em sua maior parte sesquiterpenos (6leos essenciais) houve perda na capacidade

protetora da oxidacao lipidica.

. O perfil cromatografico dos extratos de gengibre ndo apresentou diferengas
significativas na quantificacdo de 6-gingerol. Ja o perfil cromatografico dos extratos de
acafrdo mostrou uma perda na quantificagdo de curcumina na dose de 15kGy. O extrato

irradiado com 20kGy ndo apresentou a mesma perda.

. Nas condi¢cdes do presente experimento, pode-se concluir que os resultados

apresentados foram promissores e que a tecnologia de processamento de Zingiberaceae,
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mais especificamente de acafrdo (Curcuma longa), gengibre (Zingiber officinale) e

zedoéria (Curcuma zedoaria), por radiacdo gama pode ser viavel para as industrias.
. Para seguranca da manutencdo da atividade antioxidante das plantas estudadas,

deve-se aplicar doses de radiacdo até 10kGy, ja que as maiores perdas foram

encontradas nas doses de 15kGy e 20kGy.
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FIGURA — Perfil cromatografico do padrdo de curcumina no comprimento de onde de

426 nm.
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PDA Multi 1

Pa
o
on
=]
-
o
=}
=1
Pa
o
o
=1
==l
o

0.0

FIGURA — Perfil cromatografico do padrdo de 6-gingerol no comprimento de onde de
200 nm.
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ANEXO 3

ulf
200000+
100000+
B Datal
|Dratal
y/Datald
Datad
0 — Diatab
—T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0.0 25 50 75 0.0 25 15.0
min
uv
125000+
k
¥
H
100000+
75000+
50000+
25000+
Datal
fADatal
h {Datald
0+ —Datad
k Diatah
— T T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T
0.0 25 50 FE 100 125 15.0
min

FIGURA - Comparacdo entre os perfis cromatograficos dos extratos de acafrdo

estudados.

Sendo:

Data 1: Acafrao controle

Data 2: Acafrdo irradiado com dose de 5kGy
Data 3: Acafrdo irradiado com dose de 10kGy
Data 4: Acafrdo irradiado com dose de 15kGy
Data 5: Acafrdo irradiado com dose de 20 kGy
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ANEXO 4
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FIGURA — Comparacdo entre os perfis cromatograficos dos extratos de gengibre
estudados.

Sendo:

Data 1: Gengibre controle

Data 2: Gengibre irradiado com dose de 5kGy
Data 3: Gengibre irradiado com dose de 10kGy
Data 4: Gengibre irradiado com dose de 15kGy
Data 5: Gengibre irradiado com dose de 20 kGy
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