Universidade
Estadual de LondRrina

MARIANA ASSIS DE QUEIROZ CANCIAN

POTENCIAL ANTIOXIDANTE E ANTIMICROBIANO DE
HIDROLISADO ENZIMATICO DE CURCUMA LONGA E
PIPER NIGRUM

Londrina
2017



MARIANA ASSIS DE QUEIROZ CANCIAN

POTENCIAL ANTIOXIDANTE E ANTIMICROBIANO DE
HIDROLISADO ENZIMATICO DE CURCUMA LONGA E
PIPER NIGRUM

Dissertacao apresentada ao Programa de Pés-
Graduagdao em Ciéncia de Alimentos, nivel
Mestrado, da Universidade Estadual de
Londrina, como requisito parcial a obtencdo do
titulo de Mestre em Ciéncia de Alimentos.

Orientadora: Profa. Dra. Wilma Aparecida
Spinosa

Coorientador: Profa. Dra. Thais de Souza
Rocha

Londrina
2017



Ficha de identificac&o da obra elaborada pelo autor, através do Programa de Geracéo
Automatica do Sistema de Bibliotecas da UEL

Cancian, Mariana Assis de Queiroz .
Potencial antioxidante e antimicrobiano de hidrolisado enzimatico de Curcuma longa e

Piper nigrum / Mariana Assis de Queiroz Cancian. - Londrina, 2017.
76 f -l

Orientador: Wilma Aparecida Spinosa.

Coorientador: Thais de Souza Rocha.

Dissertacéo (Mestrado em Ciéncia de Alimentos) - Universidade Estadual de Londrina,
Centro de Ciéncias Agrarias, Programa de Pds-Graduacéo em Ciéncia de Alimentos, 2017.

Inclui bibliografia.

1. Hidrolisado enzimatico - Tese. 2. Curcuma longa - Tese. 3. Piper nigrum - Tese. 4.
Atividade Antioxidante - Tese. |. Spinosa, Wilma Aparecida . II. Rocha, Thais de Souza. |l
Universidade Estadual de Londrina. Centro de Ciéncias Agrarias. Programa de
Pos-Graduacéo em Ciéncia de Alimentos. IV. Titulo.




MARIANA ASSIS DE QUEIROZ CANCIAN

POTENCIAL ANTIOXIDANTE E ANTIMICROBIANO DE
HIDROLISADO ENZIMATICO DE CURCUMA LONGA E PIPER
NIGRUM

Dissertagcao apresentada ao Programa de Pés-
Graduacdo em Ciéncia de Alimentos, nivel
Mestrado, da Universidade Estadual de
Londrina, como requisito parcial a obtencédo do
titulo de Mestre em Ciéncia de Alimentos.

BANCA EXAMINADORA

Orientadora: Profa. Dra. Wilma Aparecida Spinosa
Universidade Estadual de Londrina — UEL

Prof. Dr. Regildo Marcio Gongalves Da Silva
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita
Filho — UNESP

Prof.Dr. Gilberto Alves
Universidade Paranaense — UNIPAR

Londrina, 29 de maio de 2017.



A Deus, sempre em primeiro lugar.
Ao meu filho, Conrado, razao dos meus Sorrisos.

A Geovana, por dividir todos os primeiros dias de
sua vida com esse projeto.

Ao meu marido, Thiago, por ser sempre presente
e por acreditar, dividir e viver minhas escolhas.

Aos meu Pais, Geraldo e Vani, e irmas, Paula e
Manuela, pelo incentivo e confiancga.

A minha avé Geralda, pelo exemplo de vida.

Dedico.



AGRADECIMENTO

A Deus, por me dar forca, sabedoria e guiar meus passos pelos
melhores caminhos.

A Universidade Estadual de Londrina, pela infraestrutura e
oportunidades de aprendizado.

A Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoa de Nivel Superior
(CAPES) pelo financiamento deste estudo.

A chefia, coordenacgao, docentes e profissionais do Departamento de
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da Universidade Estadual de Londrina pelos
ensinamentos e atengao.

A Profa. Dra. Wilma Spinosa, pela orientacdo, atencdo, paciéncia e
ensinamentos ao longo do desenvolvimento deste trabalho. Minha admiragao,
respeito e gratidao.

A Profa. Dra. Thais de Souza, pela coorientagdo, disposicdo,
amizade e ensinamentos. Minha admiragao, respeito e gratidao.

A Profa. Dra. Célia Maria Landi Franco, Prof. Dr. Marcio Schmiele e
a aluna Mariana Souza Costa pelo suporte nas analises realizadas em Sao Paulo.

Aos doutorandos que em diferentes metodologias foram professores,
Marcela Moreira Terhaag, Natalia Niguma, Leonel Constantino e Lycio Shinji
Watanable. Obrigada por toda disposicdo e atencéo, vocés foram essenciais no
desenvolvimento deste trabalho.

A minha amiga de laboratério que se tornou amiga de vida, Marcela
Moreira Terhaag, pela amizade, apoio, incentivo e sabias palavras. Foi realmente
uma sorte encontrar alguém que vivesse as mesmas dificuldades e felicidades de
ser mae e esposa académica.

Aos meus amigos de turma, que mesmo recente espero levar para a
vida toda, Thamires Peixoto, André Ribeiro e Felipe Pedote, pela amizade e suporte
durante todo o mestrado, vocés sao fantasticos.

Aos meus amigos de laboratério Beto, Taina, Rodrigo, Denise,
Fernanda e Mate por facilitar e dividir as dificuldades do dia a dia, tornando esta

jornada mais facil.



As queridas estagiarias Tamara e Fernanda, por dividir
metodologias, duvidas e momentos de descontragdes no dia a dia. E ao estagiario
Matheus pelo trabalho desenvolvido.

Aos meus amados sogros, Solange e Polaco, pelo suporte no
cuidado com o Conrado, ao cuidarem dele, cuidaram de mim também, e tornaram
essa caminhada menos pesada. E a toda familia Cancian, por sempre acreditarem
em mim.

A minha avé Geralda, que sempre me cativou e me ensinou tanto
com sua simplicidade e forca.

A minha amada familia Assis de Queiroz, pelo incentivo e apoio. Ao
meu pai Geraldo por todo exemplo, amor e forca, mesmo que distante. A minha
mae, Vani, pelos conselhos, compreensédo e cuidado durante essa caminhada. A
minha irma Paula por dividir anseios e dar tantos conselhos durante os ultimos dois
anos. A minha irma Manuela, que mesmo pequena, foi companheira e amiga.

Ao meu filho, Conrado, por me impulsionar na carreira académica e
entender todos os momentos de auséncia. Por ser sempre minha motivagao e por
tornar meus dias mais felizes e completos. A minha pequena Geovana, que é tdo
esperada e mesmo assim ja viveu comigo momentos unicos. Vocés sempre serao
minha razao de viver!

Ao meu marido Thiago por toda paciéncia, amor, incentivo, apoio e
confianca durante o mestrado. Por acreditar em mim, desde o processo seletivo até
a ultima apresentacgao. E principalmente por dividir todos os momentos de sua vida

comigo, sem duvida, esse titulo também é seu.

MUITO OBRIGADA!



"Verba colant, scripta manet".
(Citacao em latim que significa: "As palavras voam, os escritos permanecem").



QUEIROZ-CANCIAN, MARIANA ASSIS. Potencial Antioxidante e Antimicrobiano
de Hidrolisado Enzimético de Curcuma longa e Piper nigrum. 2017. 76 pgs.
Dissertagcao (Mestrado em Ciéncia De Alimentos) — Universidade Estadual de
Londrina, 2017.

RESUMO

Este estudo teve como objetivo desenvolver um hidrolisado com alto teor de agucar, a
base de Curcuma longa e Piper nigrum e avaliar suas propriedades antioxidantes e
antimicrobiana. A composi¢cao quimica e a propriedade de pasta das matérias primas
foram determinadas. Para extrair a curcumina e verificar sua capacidade antioxidante, os
solventes etanol: agua (80:20 v/v), metanol: agua (80:20 v/v), acetona: agua (80:20 v/v),
agua e acido acético foram utilizados. O parametro tempo de hidrélise foi determinado por
estudo cinético e a concentragdo enzimatica de a-amilase e amiloglucosidase para as
etapas de liquefacao e sacarificacdo de hidrélise através de um Delineamento Central
Composto Rotacional. Do hidrolisado a base de Curcuma longa e Piper nigrum foram
determinados a morfologia das matrizes por microscopia eletrénica de varredura, a
conformagéao tautomeérica da curcumina por Infravermelho com Transformada de Fourier,
a determinacao de compostos polifendlicos e atividade antioxidante, por DPPH, ABTS e
FRAP, e a atividade antimicrobiana, por macrodiluigdo. A farinha do rizoma de curcuma
apresentou 59,23 g 100 g-1 de amido e 4,18 g 100 g-1 de curcumina. Os polifendlicos
totais dos extratos obtidos foram verificados e a atividade antioxidante foi avaliada pelos
meétodos de DPPH, ABTS e FRAP. O teor de polifendlicos totais apresentou alta
correlagao (0,85 < r < 0,94) com as determinagdes antioxidantes, e sua maior extragao foi
obtida em extrato etandlico. O coeficiente de correlagédo entre o teor de polifendlicos totais
e o teor de curcumina foi de apenas 0,67, 0 que sugere a presenga de outros compostos
polifendlicos nos extratos. O perfil de viscosidade da farinha do rizoma de curcuma e
pimenta-do-reino indicou temperatura de pasta e de pico iguais a 74,25 °C e 91,5 °C,
respectivamente. Através de delineamento experimental, obteve-se condicbes de
hidrélise que resultaram em dextrose equivalente de 100%, destes 97,43% foram de
glicose e 2,31% de maltose. As condigbes ideais para a hidrélise foram, para a etapa de
liquefagao, 95 °C, pH 6,03, 0,23 g de a-amilase 100 g-1 de amido em 10 min; para a
sacarificagdo as condigdes foram 60 °C, pH 4,50, 1,60 mL de amiloglucosidade 100 g-1
de amido em 8 h. O hidrolisado a base de Curcuma longa e Piper nigrum em meio
aquoso apresentou 0 mesmo teor de curcumina presente na curcuma, sugerindo que a
hidrolise do amido permitiu a liberagao deste composto de sua matriz. A avaliacéo do teor
de polifendlicos totais e atividade antioxidante, observada pelos métodos DPPH e ABTS,
do hidrolisado foi inferior & obtida na farinha do rizoma de ctrcuma. E possivel que outros
compostos polifendlicos da curcuma nao tenham sido recuperados no hidrolisado. Ja,
através do método FRAP, a atividade antioxidante foi a mesma do extrato de curcuma, o
gue leva a crer que a curcumina seja o composto responsavel pela redugao do ion férrico.
As linhagens bacterianas S. aureus, B. cereus, E. coli, K. pneumonie, Salmonella
Enteritidis, Salmonella Typhi e P. aeruginosa foram sensiveis ao extrato etandlico de
curcuma e ao hidrolisado. Os resultados comprovaram a agao antioxidante e
antimicrobiana hidrolisado enzimatico obtido.

Palavras-chave: Curcumina. Piperina. Radicais Livres. DPPH. ABTS. FRAP.
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ABSTRACT

This study aimed to the develop a hydrolyzed material with high sugar content, made from
Curcuma Ilonga and Piper nigrum, and evaluated its antioxidant and antimicrobial
properties. The chemical composition and the pasting properties were determined.The
solvents ethanol:water (80:20 v/v), methanol:water (80:20 v/v), acethone:water (80:20 v/v),
water and acetic acid were used to extract the curcumin and evaluate its antioxidant
activity. The factor time of hydrolysis was determined by cinetic study and a-amylase and
amyloglucosidase concentration’s for liquefaction and saccharificarion were determined by
a Central Composite Rotatable Design (CCRD). The morphology, by scanning electron
microscopy, the tautomeric equilibrium of curcumin by Fourier transform infrared
spectroscopy, determination of polyphenolic content, antioxidant activity, by DPPH, ABTS
and FRAP, and antibacterial activity, by macrodiluition were evaluated for the Curcuma
longa and Piper nigrum hydrolyzed material. The turmeric rhizome flour showed 59.23 g
100 g-1 of starch and 4.18 g 100 g-1 of curcumin content. Total polyphenolics content in
the obtained extracts were verified and antioxidant activity were evaluated by DPPH,
ABTS, and FRAP methods. The total polyphenolics content showed strong correlation
(0.85 = r =< 0.94) with antioxidant determinations, and the ethanol extract was found to be
the most effective. The correlation coefficient of total phenolic content and curcumin
content was only 0.67, which suggests the presence of others phenolic compounds in the
extracts. The viscosity profile of turmeric rhizome flour and black pepper showed pasting
and peak temperatures equal to 74.25 °C and 91.5 °C, respectively. Through
experimental design, it was obtained hydrolysis conditions that resulted in 100% dextrose
equivalent, where 97.43% were glucose and 2.31% were maltose. The optimal hydrolysis
conditions were, for liquefaction, 95 °C, pH 6.03, 0.23 g of a-amylase 100 g-1 starch in 10
min; for saccharification the conditions were 60 °C, pH 4.50, 1.60 mL of amyloglucosidade
100 g-1 starch in 8 h. The Curcuma longa and Piper nigrum hydrolyzed material in
aqueous medium showed the same curcumin content present in the turmeric, it suggests
that starch hydrolysis allowed the liberation of this compound from its matrix. The
evaluation of total polyphenolics content and antioxidant activity, verified by DPPH and
ABTS methods, of hydrolyzed material were lower than turmeric rhizome flour. It is
possible that other phenolic compounds of turmeric had not been recovered in the
hydrolyzed material. However, by FRAP method, the antioxidant activity was the same of
the turmeric extract, leading to belief that curcumin is the compound responsible for the
reduction of the ferric ion. The bacteria lineages, S. aureus, B. cereus, E. coli, K.
pneumonie, Salmonella Enteritidis, Salmonella Typhi and P. aeruginosa, studied were
sensitive to the ethanolic extract of turmeric and to the hydrolyzed material. The results
demonstrated the antioxidant and antimicrobial actions of the hydrolyzed material
obtained.

Key words: Curcumin. Piperine. Free Radicals. DPPH. ABTS. FRAP.
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1. INTRODUGCAO GERAL

A Curcuma longa L., conhecida como curcuma ou acafrdo, € uma
planta cujo interesse econdmico e alimentar tem-se no seu rizoma. Dentre os
constituintes de sua composi¢ao quimica, a carcuma tem em maior propor¢ao o amido
e em menor quantidade proteinas, lipideos e fibras, além dos metabdlitos secundarios,
como os pigmentos curcuminoides e os 6leos essenciais (MANIGLIA, et al., 2015). As
plantas, assim como a curcuma, sdo fontes de substancias fitoquimicas como
polifendis, flavonodides, taninos e outros metabdlitos secundarios. Tais substancias
apresentam propriedades funcionais de beneficio a saude (NEGI, 2012; KASOTE, et
al., 2015) e sdo chamadas de compostos bioativos, que podem ser usados nas dietas
alimentares.

O rizoma de curcuma (Curcuma longa L.) vem despertando grande
interesse cientifico devido as diversas propriedades biologicas da curcuma como
atividade anti-inflamatéria, anticancerigena, antimicrobiana e antioxidante com
atribuicdo principal destas atividades aos pigmentos curcuminoides, em especial a
curcumina (GANGWAR, et al., 2013; PRASAD, et al., 2014; GUPTA, et al., 2015;
WANG, et al.,, 2015). Os antioxidantes sdo substancias que, presentes em
concentracdes baixas comparadas ao substrato oxidavel, retardam significativamente
ou inibem a oxidacdo do substrato (LOPEZ-ALARCON; DENICOLA, 2013). A
atividade antimicrobiana é a capacidade de causar dano a um microrganismo,
eliminando-o ou impedindo sua multiplicacdo. Pesquisas para avaliar a atividade
antimicrobiana podem ser realizadas por meio de estudos com microrganismos que
causam intoxicacdo alimentar (agentes infecciosos e produtores de toxinas) e
microrganismos deteriorados, como o Staphylococcus aureus e Escherichia coli
(DAVIDSON, TAYLOR; SCHMIDT, 2013; CHAKRABORTY et al., 2014).

Apesar do alto interesse cientifico, a curcumina apresenta baixa
biodisponibilidade o que limita sua absor¢do no organismo e gera rapida eliminagéo
sistémica (SUETH-SANTIAGOA, et al., 2015). Estudos apontam que a
biodisponibilidade da curcumina pode ser melhorada através do uso da piperina, que
€ principal composto ativo das pimentas-do-reino (Piper nigrum Linn) (SHOBA et al.,
1997; KASIBHATTA; NAIDU, 2007). Shoba et al. (1997) observaram em estudos in
vivo 0 aumento de 2000% na biodisponibilidade celular da curcumina quando
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administrada concomitantemente com a piperina na proporcdo de 1:0,01
curcumina:piperina.

O presente trabalho teve por objetivo desenvolver um hidrolisado por
via enzimética de curcuma adicionado de pimenta-do-reino. Além disso, objetivou-se
avaliar a atividade antioxidante e a atividade antimicrobiana in vitro do rizoma de

curcuma e do hidrolisado desenvolvido.
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Produzir um hidrolisado enzimatico, a partir da farinha de rizoma de
curcuma com pimenta-do-reino, com alto teor de dextrose equivalente e avaliar suas

atividades antioxidante e antimicrobiana.
2.2. OBJETIVO ESPECIFICO

— Determinar o melhor solvente extrator de curcumina para determinacdo de
polifendlicos totais, analises de atividade antioxidante, por meio dos testes DPPH,
ABTS e FRAP, e atividade antimicrobiana;

— Definir as propriedades de pasta do amido da farinha de rizoma de cdrcuma e
pimenta-do-reino;

— Definir os parametros, tempo e concentracdo enzimatica de a-amilase e
amiloglucosidase para as etapas do processo de hidrolise enzimética da farinha
de rizoma de curcuma e de pimenta-do-reino;

— Verificar os acucares gerados no processo de hidrdlise enzimatica da farinha de
rizoma de clircuma e de pimenta-do-reino;

— Verificar a conformagéo tautomérica da molécula de curcumina presente na farinha
de rizoma de curcuma e no hidrolisado de curcuma e pimenta-do-reino;

— Avaliar in vitro a atividade antioxidante dos extratos do na farinha de rizoma de
curcuma e do hidrolisado de curcuma e pimenta-do-reino pelos métodos DPPH,
ABTS, FRAP e determinar o teor de polifendlicos totais;

— Avaliar in vitro a atividade antimicrobiana do farinha de rizoma de carcuma e do
hidrolisado de curcuma e pimenta-do-reino por Concentracdo Inibitéria Minima e
Concentracdo Minima Bactericida pela metodologia de macrodiluicdo em caldo e

contagem em placas em meio sdlido;
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3. METODOLOGIA DE TRABALHO

Os estudos foram desenvolvidos nos laboratérios de pesquisa do
Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, laboratério de Desenvolvimento
de Instrumentacdo e Automacdo Analitica, Laboratério de Espectroscopia e
Laboratério de Microscopia Eletronica e de Microanalise da Universidade Estadual de
Londrina (Londrina, PR) e no laboratério de Amido e Panificacdo da Universidade
Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho (S&o José do Rio Preto, SP).

Os fluxogramas abaixo ilustram a metodologia de trabalho para a
obtencédo do hidrolisado de curcuma e pimenta-do-reino. Todos os métodos foram
descritos no item Material e Métodos do Capitulo 2. Esta dissertacdo for organizada
em capitulos, no Capitulo 1 encontra-se uma meticulosa e atual revisdo bibliogréfica
sobre o0 assunto em estudo. No Capitulo 2, os resultados obtidos foram organizados

em forma de artigo que sera submetido a Revista Food Chemistry.

Figura 1 - Fluxograma da metodologia de trabalho para as matérias-primas farinha do

rizoma de clrcuma e pimenta-do-reino.
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Figura 2 - Fluxograma da metodologia de trabalho para o hidrolisado de cdrcuma e pimenta-do-reino.
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Figura 3 - Fluxograma da metodologia de trabalho para a farinha do rizoma de cdrcuma e o produto hidrolisado de curcuma e

pimenta-do-reino.
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CAPITULO 1- REVISAO BIBLIOGRAFICA
1. CURCUMA

Curcuma longa L. € uma planta herbacea, perene, de pequeno porte
pertencente a familia Zingiberaceae. No Brasil, € conhecida popularmente como
curcuma ou acafrdo e no mercado internacional como turmeric. De acordo com a
Farmacopéia Brasileira o vegetal é constituido por rizomas secos, parte utilizada da
planta e de interesse econdmico, e suas caracteristicas sensoriais sdo odor
fracamente aromatico e sabor picante, levemente amargo (ANVISA, 2010). Planta
originaria do sudeste asiatico e subcontinente indiano é extensivamente cultivada na
China, india, Indonésia e Tailandia. A producdo brasileira de circuma ocorre em
quase todas as regides do pais sendo os estados de Sao Paulo, Minas Gerais e Goias
0s maiores produtores (BERNI et al., 2014).

No Brasil, a aplicacdo da curcuma em alimentos é como aditivo
alimentar (INS 100i), no Compéndio da legislacdo brasileira de aditivos alimentares, a
curcuma (ou em alguns casos a curcumina) aparece como corante de diversos
alimentos, entre eles queijos, iogurte, bala, goma de mascar, gelatinas, vinhos,
conservas carneas, produtos de panificacdo, sopas, sorvete, mostarda, manteiga,
biscoitos e maionese (ANVISA, 2017). Tradicionalmente, a curcuma € usada em
formulacdes de pratos tipicos da india e paises asiaticos, principalmente no curry
indiano. De acordo com a Organizacdes das Nac¢des Unidas para a Agricultura e
Alimentagcdo (FAO) a sua Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) é estabelecida em 0 — 3
mg/kg peso corpoéreo e é restringida a corante natural (FAO, 2003; ANVISA, 2017).

A composicdo quimica da curcuma é influenciada por fatores como
planta matriz, tipo de solo, clima, adubacao, disponibilidade hidrica, época de colheita
e tempo de armazenamento (SCARTEZZINI; SPERONI, 2000). Valores da
composicao centesimal do rizoma fresco, obtidos de diferentes estudos determinaram
gue o maior constituinte € o amido (19 a 50%), seguido de proteinas (6 a 12%), fibras
(1 a 10%) e cinzas (2 a 11%). Os rizomas secos contém o6leo essencial (2,5 a 5%),
curcumina (0,02 a 10,90%) e apresentam de 25 a 70% de amido (ESATBEYOGLU, et
al., 2012; JHA, et al., 2015; SUETH-SANTIAGOA, et al., 2015; MANIGLIA, et al.,
2015).

Os produtos de carcuma disponiveis mundialmente séo trés: a farinha

do rizoma de clUrcuma, a oleoresina de clrcuma e o extrato de curcumina. A farinha
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de curcuma, aplicado em produtos onde seu aroma é desejavel, consiste em raizes
secas e moidas. A oleoresina da curcuma tem como fungéo predominante colorir, ela
€ obtida por extracdo com solventes do p6 de curcuma, com rendimento de cerca de
12% e apresenta teores de 30 a 40% de pigmentos expressos em curcumina e 15 a
25% de oleo volatil. O extrato de curcumina € o corante sem aroma ou sabor residual,
obtido por extracdo com solventes do po de curcuma seco (PEREIRA; STRINGHETA,
1998).

Na india, a circuma, que € utilizada na alimentacéo diaria sob a forma
de especiaria, também é utilizada na medicina tradicional para o tratamento de varios
tipos de doencas (BARANKEVICZ, 2015). Na pratica ayurvédica (sistema medicinal
popular da india), a carcuma é utilizada pelas suas acdes digestivas, imunizante,
antialérgica, antimicrobiana, estimulante, anti-inflamatoria, cicatrizante, antioxidante,
ou ainda pela sua atuacdo em doencas respiratérias (asmas, bronquites e alergias) e
em outros transtornos, como anorexia, doencas hepaticas e sinusite (SUETH-
SANTIAGO et al., 2015).

A coloracdo amarelada da curcuma € devido a presenca de
compostos polifendlicos denominados curcuminoides. Os pigmentos curcuminoides
sdo trés: a curcumina, a demetoxicurcumina e a bisdemetoxicurcumina. Dentre eles,
a curcumina tem sido considerado como a principal classe de metabdlito responsavel
pelas propriedades biolégicas do rizoma da curcuma (PRIYADARSINI, 2009).
Diferentes estudos comprovam suas atividades bioldgicas como efeito antioxidante,
anti-inflamatério, anti-cancer e antimicrobiano (PRASAD, et al., 2014; WANG, et al.,
2015; GANGWAR, et al., 2013; GUPTA, et al., 2015; ).

1.1 AMIDO DE CURCUMA

O amido ¢ a fonte de reserva mais importante dos vegetais e na dieta
humana € a principal fonte de carboidrato. Sua diversidade em matérias-primas
apresenta em comum alta disponibilidade, baixo preco e como caracteristicas
importantes ser fonte renovavel, biodegradavel, e ndo ser toxica (MANIGLIA, 2012).
A producéao mundial de amidos em 2015 foi estimada em 85 milhdes de toneladas (IS,
2016).

Quimicamente, o amido é um homopolissacarideo constituido por
uma mistura de dois polissacarideos: amilose e amilopectina, em proporcdes que

variam com a espeécie procedente e grau de maturacdo do vegetal. A amilose € uma



24

molécula essencialmente linear formada por unidades D-glicose ligadas em a-1,4 e a
amilopectina é uma molécula altamente ramificada e consiste em cadeias de unidades
de D-glicose unidas com liga¢des a-1,4 e a-1,6 nos pontos de ramificacdo (Figura 1)
(LEAL, NETO, 2013).

Figura 1 - Estrutura da amilose [polimero linear composto por D-glicoses unidas em
a-(1-4)] e Estrutura da amilopectina [polimero ramificado composto por D-glicoses
unidas em a-(1-4) e a-(1-6)] (a) e (b) respectivamente.

(a)
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Fonte: Adaptado de MORAES, (2009).
A curcuma ndo tem expressao na industria como fonte de amido, a

extracdo da fécula é considerada uma atividade secundaria, sendo os rizomas usados
principalmente para obtencéo de corante e em uso direto na culinéria. O interesse no
residuo da extracao de 6leos essenciais e corantes da circuma é crescente, uma vez
gue a possibilidade de aproveitamento do mesmo gera um subproduto com alto teor
de amido (LEONEL, 2007). Portanto, devido ao elevado teor de amido e ao fato do
processo de extracdo nédo interferir na obtencéo dos produtos comerciais, este rizoma
pode ser promissor como uma matéria-prima para a industria de amido (LEONEL,;
CEREDA, 2002), seja na forma de subproduto ou na forma integra do rizoma.

O amido de curcuma pode conter vestigios de oleorresina e

curcuminoides resultando em uma corolarcdo amarelada. Estes compostos
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apresentam atividades antioxidantes e, portanto, podem ser classificados como um
amido especial com alto potencial comercial (JYOTHI; MOORTHY; VIMALA, 2003;
BRAGA et al., 2006).

1.2 CURCUMINA

A farinha de curcuma pode conter de 0,02 a 10,9% do peso seco em
curcumina (GOREN, et al., 2009; ESATBEYOGLU et al., 2012). A estrutura quimica
da molécula de curcumina (Figura 2-a) consiste em dois anéis aroméaticos, contendo
um radical metoxi e um grupamento hidroxila, interconectados simetricamente em
conjugagao por uma fragdo B-dicetona (SAHNE, et al., 2017). Essa porcdo da
molécula é responsavel pela transferéncia intramolecular do atomo de hidrogénio, o
que permite a curcumina exibir um tautomerismo ceto-endlico (Figura 2-b). O equilibrio
ceto-endlico é parcialmente dependente da polaridade e do valor de pH do solvente,
gue assume preferencialmente, o sentido enol em razdo da presenca de uma ligacao
de hidrogénio intramolecular e de uma maior planaridade molecular. Em solventes ndo
polares, a curcumina existe na forma de enol, por causa da formacgao de ligacao de
hidrogénio intramolecular, enquanto que em solventes polares existe na forma
dicetonica (ESATBEYOGLU, et al., 2012; JHA, et al., 2015; SUETH-SANTIAGOA, et
al., 2015).

Figura 2 - Formula estrutural da curcumina (a) e estrutura quimica de seu equilibrio
ceto-endlico (b).
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Fonte: PRIYADARSINI, 2009

A curcumina isolada estad disponivel comercialmente como uma
mistura dos trés componentes: curcumina (77%), desmetoxicurcumina (17%), e
bisdesmetoxicurcumina (3%) (SUETH-SANTIAGOA, et al., 2015).
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A curcumina € um fitoquimico polifendlico que apresenta baixa
solubilidade aquosa em pH 7 e é soluvel em solventes como dimetilsulféxido, acetona,
nos alcoois metilico e etilico e &cido acético (PRIYADARSINI, 2009). A curcumina e
0S compostos curcuminoides sdo estaveis em meios acidos e temperaturas altas, mas
a partir de 100 °C ha degradacéo. Outro fator determinante para a degradacéo da
curcumina € a exposicao a luz (KIAMAHALLEH, et al., 2016).

A curcumina possui coloragdo amarelo brilhante, e em solucéo
apresenta forte absor¢do na regido UV-Vis com absor¢cdo méxima na faixa de 408 a
434 nm, dependendo do solvente utilizado. Assim, ao se modificar a polaridade do
solvente ha uma alteracdo no comprimento de onda de maxima absorcao (Amax) da
curcumina (PRIYADARSINI, 2009).

A curcumina possui uma série de efeitos na prevencdo e no
tratamento do cancer. Varios estudos indicam que a curcumina é um potente agente
guimiopreventivo, inibindo tanto a iniciagdo como a propagacao de varios tipos de
tumores. Ja foram descritas atividades antiproliferativas sobre os tumores de célon
(SHARMA et al., 2001), de figado (CHUANG et al., 2000), de pele (HUANG et al.,
2005) e de pancreas (LEV-ARI et al., 2006).

Em varias doencas crénicas, em que a inflamacgéo é conhecida por
desempenhar um papel importante, a curcumina tem demonstrado efetividade
terapéutica. Estas doencas incluem o Alzheimer (CHONPATHOMPIKUNLERT et al.,
2010), a esclerose multipla (NATARAJAN; BRIGHT, 2002), a epilepsia (SUMANONT
et al.., 2006), diabetes tipo 2 (NISHIYAMA et al., 2005), a asma (RAM; DAS; GHOSH,
2003) e a AIDS (Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida) (BALASUBRAMANYAM et
al., 2004).

Estudos desenvolvidos em modelos animais e humanos (CHENG et
al., 2001; LAO et al., 2006), comprovaram que a ingestdo da curcumina nao apresenta
niveis toxicos, mesmo em doses de 8g por dia, e é classificado pela Food and Drug
Administration (FDA) como Geralmente Reconhecido como Seguro (GRAS). No
entanto, apesar de seus efeitos farmacoldgicos promissores e seguranca, a curcumina
nao tem sido amplamente usada como agente terapéutico, devida a baixa
biodisponibilidade.

A curcumina apresenta baixa absorcéo intestinal, devida a limitada
solubilidade em agua, rapido metabolismo hepético e eliminacdo sistémica. A

molécula apresenta sitios labeis ao metabolismo, o que faz com que a mesma sofra
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metabolismo hepatico de primeira passagem (PRIYADARSINI, 2009;
ESATBEYOGLU, et al., 2012).

Diferentes métodos tém sido propostos para melhorar a
biodisponibilidade da curcumina. A curcumina pode ter sua solubilidade aumentada
guando complexada com ions metéalicos e pelo uso de encapsulacdo. Uma outra
estratégia € a coadministracdo com piperina, um composto bioativo encontrado na
pimenta-do-reino que inibe a eliminagao sistémica da curcumina por glucoronidagao
hepética e intestinal (SUETH-SANTIAGOA, et al., 2015).

2. PIMENTA-DO-REINO

Pimenta-do-reino (Piper nigrum Linn), da familia Piperaceae, € uma
especiaria popular nos paises orientais. Originaria da india, tem um sabor acre,
pungente e picante e seu cultivo se estende as areas tropicais e subtropicais do globo.
Seu uso é observado em diferentes propdsitos como na dieta humana, na medicina e
como agente de biocontrole. Dentre as espécies mais conhecidas, consumidas e
produzidas de pimenta em nivel mundial estd & pimenta preta (Piper nigrun L.),
conhecida popularmente como pimenta-do-reino no Brasil. A pimenta-do-reino é a
especiaria mais importante e comercializada no mundo. O Brasil € o 3° maior produtor
mundial da pimenta, no periodo entre 1961 a 2014, conforme dados da FAO (2017).
A pimenta-do-reino é rica em acidos polifenélicos e compostos antioxidantes. Dentre
estes compostos, a piperina é conhecida por proporcionar efeitos fisiologicos
benéficos (AHMAD, et al., 2012).

2.1 PIPERINA

Piperina (1-piperoil piperidine - Figura 3), principal alcaldide e maior
componente dos metabdlitos secundarios das pimentas pretas (Piper nigrum Linn), &
um componente presente em diferentes especiarias e confere sabor aos produtos em
que é utilizada. A piperina apresenta caracteristicas bioativas, com propriedades
bioldgicas, além de propriedades inseticidas (FRIEDMAN et al., 2008).

Considerando a atividade biologica da pimenta-do-reino, estudos
cientificos realizados nos ultimos anos tém evidenciado que a piperina apresenta um

amplo espectro de propriedades farmacoldgicas. Dentre essas atividades, destacam-
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se as atividades antioxidantes, hepatoprotetora, efeito anti-inflamatério e analgésico
(ZARAI, et al., 2013) e efeito quimiopreventivo (AHMAD, et al., 2012).

A piperina desperta crescente interesse entre os pesquisadores
devido ao seu excelente efeito potenciador e baixa toxicidade, demonstrando ser um
potenciador eficaz na biodisponibilidade de varios farmacos e outras substancias
farmacoldgicas ativas, como curcumina, resveratrol, epigalocatequina-3-galato e
teofilina, em animais e em voluntarios humanos (BANO et al., 1991; SHOBA et al.,
1997, Dl et al., 2015).

Figura 3 - Estrutura da Piperina
0
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Fonte: FRIEDMAN et al., 2008

Alguns estudos verificaram que a combinacdo de curcumina e
piperina superaram as limitacbes da biodisponibilidade da curcumina de forma
retardar o seu metabolismo hepatico e intestinal (SHOBA, et al., 1997; SURESH,
SRINIVASAN, 2010; MOORTHI; KATHIRESAN, 2013).

Shoba et al. (1997) avaliaram a biodisponibilidade da carcuma quando
ministrada com piperina extraida da pimenta preta ou da pimenta longa em estudos in
vivo. Nos estudos em humanos, os autores observaram que apds a ingestdo de 2 g
de curcumina, os niveis séricos foram muito baixos (1,35+0,23 ug curcumina. mL
sangue). A administragdo concomitante de 20 mg de piperina provocou grande
aumento da concentracdo sérica da curcumina, sendo observado um aumento de
2000% na biodisponibilidade celular da curcumina e nao foram observados efeitos
colaterais. O estudo concluiu que a piperina na dose empregada em voluntarios
normais inibiu a glucoronidacdo hepatica e intestinal provocando o aumento da

biodisponibilidade da curcumina nas células do organismo.
3. HIDROLISE ENZIMATICA

O amido € amplamente utilizado em alimentos e aplicacdes

industriais. Para cumprir a funcdo pretendida, modificacdes fisicas, quimicas ou
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enzimaticas sdo aplicadas para alcancar as propriedades funcionais (DURA;
BLASZCZAK; ROSELL, 2014). Uma de suas aplicacdes na industria alimentar é como
fonte de acucares para producédo de adocantes e hidrolisados, com aplicagdo em
processos fermentativos. Como o amido ndo é diretamente fermentavel ha a
necessidade de uma hidrdlise.

A hidrolise dos biopolimeros de amido cliva as ligacfes glicosidicas
progressivamente, com a necessidade de catalisadores quimicos ou enzimaticos
capazes de catalisar a romper as ligacdes glicosidicas, além de 4gua e aumento da
temperatura (SUMAN, 2012). As modificacfes enzimaticas sdo as mais valorizadas.
As vantagens da hidrélise enzimatica a hidrélise acida séao relacionadas a facilidade
na purificacdo do hidrolisado (remocédo de minerais, odores e sabores indesejaveis),
simplificacdo da linha de producao (reatores unitérios de liguefacdo e sacarificacdo),
gasto energético de producédo (na etapa de liquefacdo) e por ndo gerar substancias
nao indicadas para fins alimenticios como o acido; no entanto, seu custo de linha de
processamento total e mao de obra qualificada sdo maiores e mais exigentes
(SURMELY et al., 2003).

Inicialmente, os granulos de amido sdo dispersos em &agua e
aguecidos, causando a gelatiniza¢éo, que visa favorecer a acdo enzimatica, reduzindo
o tempo de processamento e melhora na qualidade final dos produtos (COPELAND,
et al., 2009). Este aumento da temperatura resulta no inchaco da regido amorfa do
granulo de amido, causando a ruptura das ligacdes quimicas que mantem a estrutura
ordenada, tornando o amido hidratado e suscetivel as reac6es quimicas, como a acao
das enzimas amiloliticas (SUMAN, 2012).

O processo de hidrélise enzimatica do amido é realizado em duas
etapas: a liquefacéo e a sacarificacdo. Existem muitas enzimas usadas para alterar a
estrutura do amido e para alcancar a funcionalidade desejada. As enzimas hidrolisam
ligacdes (a-1—4) ou (a-1— 6) entre residuos de a-D-glicose do amido. Na hidrélise
enzimatica do amido é geralmente utilizado as enzimas a-amilase e amiloglucosidase
(DURA; BLASZCZAK; ROSELL, 2014; LIN et al., 2016).

As enzimas amiloliticas representam o grupo enziméatico de grande
aplicacdo industrial. No processo de liquefagdo ha agédo da enzima a-amilase,
endoenzima que apresenta atividade hidrolitica atuando na clivagem das ligacdes
glicosidicas a-1,4 de forma aleatdria (LEVEQUE et al., 2000). A acdo desta enzima
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reduz o tamanho molecular do amido e diminui a viscosidade da solucéo, liquefazendo
o meio (LIN et al., 2016).

Apbs a liguefacédo, a solugéo é hidrolisada a glicose por uma enzima
sacarificante, a amiloglucosidase. Esta é uma exoenzima que produz D-glicose a partir
da extremidade ndo redutora da cadeia de amido e atua sobre as ligacdes glicosidicas
a-1,4 e a-1,6. O resultado dessa segunda etapa € uma solucéo de sacarideos de baixa
massa molecular, predominantemente glicose e maltose (ROCHA, 2007,
DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2008).

4. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Fonte de nutrientes essenciais para a manutencdo do metabolismo
humano, os alimentos nos fornecem também compostos que promovem beneficios a
saude e reduzem o risco de desenvolvimento de doencas crénicas ndo transmissiveis.
Esses compostos sdo designados de compostos bioativos e seu efeito protetor tem
sido atribuido, em grande parte, a propriedades biolégicas ditas promotoras da saude,
tais como a atividade antioxidante (KASOTE, et al., 2015).

Espécies reativas de oxigénio, tais como radical hidroxila ("OH), &nion
radical superoxido (O2-) e hidroperoxila (ROO*), causam danos ao DNA ou podem
oxidar lipidios e proteinas em nivel celular. O ataque das espécies reativas de oxigénio
as cadeias de acidos graxos poliinsaturados dos fosfolipidios e do colesterol,
constituinte das membranas celulares, produzem radicais que podem reagir com 0
oxigénio e originar radicais peroxilas que por sua vez, propagam a reagao resultando
na oxidacado de diversas moléculas de acidos graxos (VOLP; RENHE; STRINGUETA,
2009).

O estresse oxidativo € definido como o desequilibrio entre a producéo
de espécies reativas de oxigénio e o mecanismo de defesa antioxidante, que é
caracterizado pela incapacidade de antioxidantes endégenos de neutralizar os danos
oxidativos em alvos bioldgicos. Esta relacdo a muito tem sido associada a diferentes
condicbes fisiopatoldgicas. Os antioxidantes podem ser sintetizados in vivo
(antioxidantes enddgenos) ou consumidos (antioxidantes exdgenos), nesse contexto,
presume-se que uma dieta rica em antioxidantes € inversamente proporcional ao risco
de desenvolvimento de algumas patologias, como céancer e doengas cardiovasculares
(LOPEZ-ALARCON; DENICOLA, 2013).
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De forma geral, denominam-se antioxidantes as substancias que,
presentes em concentracdes baixas comparadas ao substrato oxidavel, retardam
significativamente ou inibem a oxidacdo do substrato. Uma das principais reacdes
relacionadas a funcéo dos antioxidantes € a abstracao do hidrogénio. Nesta reacéo,
0 antioxidante € a fonte do hidrogénio que sera abstraido, ou seja, ele doa o atomo de
hidrogénio ao radical livre, removendo a regido reativa da molécula, assim, a molécula
ndo apresenta mais um elétron despareado e torna-se estavel. Mesmo sofrendo
oxidagcdo e se transformando em um radical, os radicais formados a partir de
antioxidantes ndo sao reativos para propagar a reacdo em cadeia, sendo
neutralizados por reacdo com outro radical formando produtos estaveis ou podem ser
reciclados por outro antioxidante (ZILIOLI, 2011; KASOTE, et al., 2015).

Os principais compostos antioxidantes em alimentos capazes de doar
hidrogénio aos radicais livres sdo os fendis e polifendis, tidis, acido urico, acido
ascorbico e carotendides, entre outros. Esses compostos estdo presentes em
matérias-primas de origem vegetal e tém apresentado relevante agdo contra o
estresse oxidativo e consequentemente interesse no combate a doencas
degenerativas, merecendo crescente interesse de pesquisas cientificas (ZILIOLI,
2011).

Diferentes técnicas tém sido utilizadas para a determinacdo da
atividade antioxidante de substancias biologicamente ativas com fundamentos,
mecanismos de acédo, maneiras de expressar resultado e aplicacdes diferentes. Esses
métodos concendem diferentes informacdes sobre a interacdo entre as espécies
reativas de oxigénio e a amostra em estudo. A validacdo de metodologias para a
avaliacdo antioxidante, em especial para matrizes complexas como a observada em
alimentos, tem se baseado em estimativas da capacidade do produto em interesse
em sequestrar ou causar reducao de radicais, capacidade de o antioxidante proteger
a molécula alvo exposta a radicais livres e a capacidade de antioxidantes inibir a
oxidac&o de lipoproteina de baixa densidade (LOPEZ-ALARCON; DENICOLA, 2013;
BARANKEVICZ, 2015).

Outro fator que influéncia os resultados de analises antioxidantes sao
os sistemas de solventes utilizados na extragdo dos compostos polifendlicos de
matérias vegetais. O tipo de solvente e a polaridade podem afetar a forma de atuar da

molécula quanto a transferéncia de elétrons e de atomos de hidrogénio. Além do
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rendimento da extracdo, ha grande variacdo na composicéao do extrato em funcéo do
sistema solvente utilizado (ROCKENBACH, et al., 2008).

5. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A deterioracao tem sido uma das grandes preocupacgdes e uma das
maiores causas de perdas de alimentos e de prejuizos a saude. O uso de aditivos tem
sido efetivo na prevencéo da deterioracao dos alimentos, entretanto, a demanda por
produtos naturais tem aumentado devido a conscientizacdo sobre os efeitos toxicos
de alguns aditivos e a tendéncia atual de se voltar ao natural. Desta forma, pesquisas
sao necessarias para identificar substancias naturais capazes de substituir os aditivos
na inibicdo de bactérias e de fungos. Algumas plantas podem ser utilizadas como
alternativa para o controle de agentes deteriorantes de alimentos por conterem
substancias com atividade antimicrobiana e por terem sido consumidas por varias
décadas sem causar efeitos adversos ao homem (GUPTA et al., 2015).

A atividade antimicrobiana é a capacidade de um determinado
composto em causar algum dano a um microrganismo, eliminando-o ou impedindo
sua multiplicacdo. Pesquisas para avaliar a atividade antimicrobiana podem ser
realizadas por meio de estudos com microrganismos de interesse na area alimenticia.
As culturas bacterianas mais frequentemente estudadas séo relacionadas a surtos de
toxiinfeccdo e sdo as bactérias Gram positivas, como o Staphylococcus aureus, que
sdo responsaveis por infeccbes pds-operatorias e alimentares e o Bacillus cereus,
cujos esporos apresentam resisténcia térmica e tem habilidade de sobreviver por
longos periodos em alimentos desidratados; e bactérias Gram negativas, da familia
Enterobacteriaceae como Salmonella spp., Escherichia coli e Klebsiella pneumonie,
presentes no intestino humano e de animais e causadoras de infeccfes urinarias e
septicemia (COWAN, 1999; REZENDE, JUNIOR ; AMARAL, 2000).

Atualmente, existem varios métodos para avaliar a atividade
antimicrobiana, como método de difusdo em &gar e método de macrodiluicdo e
microdiluicdo. No método de difusdo de agar, a capacidade antimicrobiana de um
agente pode ser determinada pelo tamanho do halo de inibicdo formado ao redor de
discos de papel com extratos fendlicos depositados sobre o meio agar (PINTO et al.,
2003). No método por macrodiluicdo ou microdiluicdo € determinado a concentracdo
minima que impede o crescimento visivel do microrganismo (Concentracdo Minima

Inibitoria — CMI) e a Concentragdo Minima Bactericida (CMB). O método de
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macrodiluicdo em caldo considera a relac&o entre o crescimento do microrganismo no
meio liquido e a concentracdo de um composto de interesse. Onde n&o houver
crescimento ndo havera turbidez e consequentemente teremos a concentracao que

causa a inibicdo do crescimento do microrganismo em teste (ROZZATO, 2008).
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CAPITULO 2 — HIDROLISADO ENZIMATICO COM ALTO TEOR DE GLICOSE, A
BASE DE CURCUMA LONGA E PIPER NIGRUM, APRESENTA ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE E ANTIMICROBIANA

Mariana Assis de Queiroz Cancian 2, Thais de Souza Rocha 2, Wilma Aparecida
Spinosa @
aDepartamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Universidade Estadual de Londrina

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um hidrolisado enziméatico a base de
Curcuma longa associado a Piper nigrum e determinar sua atividade antioxidante,
pelos métodos DPPH, ABTS e FRAP, determinacdo de compostos polifenélicos e
atividade antimicrobiana, por macrodiluicdo. O melhor solvente para extracdo de
compostos polifendlicos e curcumina foi determinado. O hidrolisado enzimatico de
curcuma e pimenta-do reino foi obtido com valores proximos a 100% de teor de DE e
apresentou o mesmo teor de curcumina presente na curcuma in natura, sugerindo que
a hidrélise do amido permitiu a liberacdo deste composto de sua matriz. Extratos
obtidos a partir de etanol 80% foram selecionados para as andlises. A curcumina pode
ser o composto responsavel pela reducéo do ion férrico na metodologia FRAP, pois o
mesmo teor de curcumina foi encontrado para curcuma in natura e hidrolisado
enzimatico e ndo houve alteragéo da capacidade antioxidante por este método. Outros
compostos polifendlicos presentes na curcuma também sdo responsaveis pela
capacidade antioxidante por transferéncia de elétrons e ndo foram recuperados no
hidrolisado. A presenca de piperina da pimenta-do-reino no hidrolisado foi
comprovada por FTIR, e pode aumentar a biodisponibilidade da curcumina. As
linhagens bacterianas estudadas, S. aureus, B. cereus, E. coli, K. pneumonie,
Salmonella Enteritidis, Salmonella Typhi e P. aeruginosa, foram sensiveis ao extrato
etandlico do rizoma de curcuma e do hidrolisado. Os resultados comprovaram a acao

antioxidante e antimicrobiana hidrolisado enzimatico obtido.
1. INTRODUCAO

A clarcuma é uma especiaria indiana derivada dos rizomas da planta
Curcuma longa L., sua coloracdo amarelada € devido a presenga de compostos
polifendlicos denominados curcuminoides. Devido a grande quantidade de amido

presente no rizoma (MANIGLIA, et al., 2015), a circuma se torna uma matéria-prima
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com potencial para a producdo de hidrolisado rico em aclUcares e de produtos
fermentados.

Os curcuminoides presentes na curcuma sdo trés: a curcumina, a
demetoxicurcumina e a bisdemetoxicurcumina (HMAR; KALITA; SRIVASTAVA, 2017)
e sua aplicacdo na induastria alimentar é principalmente como corante natural
(MANGOLIM et al., 2014). Diversas pesquisas, no ultimo meio século, provaram que
a especiaria tem diferentes propriedades biologicas e estas estdo associadas e
atribuidas, principalmente, a curcumina (MANOLOVA, et al., 2014). A curcumina
apresenta atividades antioxidante, anti-inflamatdria, anticancerigena e antimicrobiana
(PRASAD, et al., 2014; WANG et al., 2015; GANGWAR, et al., 2013; GUPTA, et al.,
2015).

A farinha de rizoma de circuma pode conter de 0,02 a 10,9% do seu
peso seco em curcumina (ESATBEYOGLU et al.,, 2012). A curcumina apresenta
estrutura polifendlica, contém um radical metoxi e um grupamento hidroxila,
interconectados simetricamente em conjuga¢ao por uma fragéo 3-dicetona (SAHNE,
et al., 2017). A fragao B-dicetona é responsavel pela transferéncia de um atomo de
hidrogénio intramolecular, 0 que permite a curcumina exibir um tautomerismo ceto-
enolico. O equilibrio ceto-enolico é parcialmente dependente da polaridade e do pH
do solvente (PRIYADARSINI, 2009; ESATBEYOGLU, et al., 2012).

Os diferentes grupos funcionais da curcumina podem contribuir para
atividades biolégicas, como a atividade antioxidante e antimicrobiana. O
comportamento redox da curcumina pode ser atribuido a diferentes mecanismos de
doacdo de um atomo de hidrogénio quer seja do grupamento fendlico, ou
metoxifendlico ou do endlico, no entanto ainda ndo ha um consenso (JOVANOVIC, et
al., 1999; PRIYADARSINI, et al., 2003; JHA, et al., 2015).

Apesar de apresentar perfil de seguranca e beneficios para a saude,
a curcumina apresenta baixa solubilidade aquosa e rapida eliminacéo sistémica, o que
resulta em baixa biodisponibilidade (KUMAR, et al. 2016). Sabe-se que a piperina,
metabalito secundario presente na pimenta-do-reino, aumenta a biodisponibilidade de
algumas substancias, entre elas a curcumina (MOORTHI; KATHIRESAN, 2013).
Alguns estudos verificaram que a combinacgdo de curcumina e piperina superaram as
limitagcdes da biodisponibilidade da curcumina de forma a retardar o seu metabolismo
hepatico e intestinal (SHOBA, et al., 1997; SURESH; SRINIVASAN, 2010; MOORTHI,;
KATHIRESAN, 2013).
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De forma a buscar uma maior diversidade de produtos a base de
curcuma com aumento da biodisponibilidade de curcumina, este estudo teve como
objetivo desenvolver um hidrolisado a base curcuma e pimenta-do-reino, com alto teor
de dextrose equivalente e capacidade antioxidante e antimicrobiana, para aplicacéo

em produtos alimenticios.
2. MATERIAL E METODOS
2.1. MATERIAL

Farinha de rizoma de curcuma e pimenta-do-reino em pé, foram
obtidas no comércio de Sdo Paulo — SP. Utilizou-se a enzima Termamyl 120L
(Novozymes®, Dinamarca), que € um preparado enzimatico liquido e concentrado a
base de a-amilase termoestavel, de grau alimenticio (GRAS) produzido a partir de
cepas selecionadas de Bacillus licheniformes, com pH 6timo de 6 a 8, temperatura
otima entre 90 e 105 ° C e atividade enzimatica de 120 KNU-T/g. A enzima AMG 300L
(Novozymes®, Dinamarca), que é uma amiloglicosidase GRAS, produzida a partir de
uma cepa selecionada de Aspergillus niger, com pH otimo entre 4 e 4,5, temperatura
Otima de 58 a 60 ° C e atividade enzimatica de 300 AGU/ml (NOVOZYMES, 2015)
também foi utilizada. O reagente padrdo usado na CLAE foi a curcumina, com grau
de pureza superior a 98%, da marca Sigma-Aldrich (Estados Unidos). Outros

reagentes utilizados foram de grau analitico (P.A.).
2.2. CoOMPOSICAO Fisico QuiMICA

As analises fisico-quimicas da farinha de rizoma de curcuma e da
pimenta-do-reino em po foram realizadas, separadamente, em triplicata pelas técnicas
preconizadas de acordo com as normas da AACC (2000): umidade (44-15A), lipideos
(30-10), proteina (46-13), cinzas (08-10). Ja o teor de carboidratos foi estimado por
diferencga. Para A farinha de rizoma de curcuma foram realizadas também as analises
de fibra bruta total, pelo método 962.09 (AOAC, 2012), amido total por método
enzimatico com o kit K-TSTA 09/14, Megazyme (Irlanda), recomendado pela AOAC
(2012) técnica 996.11. O pH foi determinado de acordo com metodologia 981.12
(AOAC, 2012). O teor de agucares soluveis totais foi determinado pelo método de
fenol-sulfarico (Dubois et al., 1956) e o teor de agUcares redutores através do método

de Somogy e Nelson (1945).
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2.3. PROPRIEDADE DA PASTA DO AMIDO DA FARINHA DE RIZOMA DE CURCUMA COM
PIMENTA-DO-REINO

As propriedades de pasta da farinha de rizoma de curcuma com
pimenta-do-reino foram determinadas utilizando um Viscoamilégrafo Brabender (Pt
100, Alemanha).

A razdo das matérias-primas foi baseada na relacdo entre os
principios ativos responsaveis pelas caracteristicas bioativas da curcuma (curcumina)
e da pimenta-do-reino (piperina), assim a propor¢cao considerada foi de 1:100 de
piperina:curcumina, estabelecida conforme Shoba et al. 1997. De acordo com Li et al.
(2015) a piperina esta presente na pimenta na concentracao de 3 a 7%.

A suspensdo da farinha de rizoma de curcuma com pimenta-do-reino
na proporcao de 150 g.L %, no total de 300 mL de agua, foi transferida para o recipiente
de aluminio. A suspenséo foi aquecida de 30 °C a 95 °C a razéo de 1,5 °C . minuto™,
mantendo-se em 95 °C por 10 minutos, e resfriada até 50 °C, na mesma razao,
mantendo-se por mais 10 minutos a 50 °C. Durante todo o experimento, a suspensao
foi mantida sob agitagéo constante de 70 rpm.

2.4. HIDROLISE ENZIMATICA
2.4.1. Determinacdo do Tempo de Liguefacdo e Sacarificacao

No estudo da hidrolise enziméatica da farinha de rizoma de cuircuma e
pimenta-do-reino a variavel tempo foi considerada independente de demais fatores, e
para sua determinacdo foram feitos estudos individuais.

A extensdao da liquefacao e sacarificacéo foi avaliada pela quantidade
de acucares redutores gerados pela acdo das enzimas, expressa em teor de dextrose
equivalente (DE), o que representa uma medida de acUcares redutores presentes no
produto como porcentagem do total de amido (SPINOSA et al., 2016).

Para etapa de liquefagéo, o valor do pH do sistema foi de 6,03+0,15,
valor obtido na suspensao e encontra-se na faixa 6tima de atuagéo da enzima. O valor
da temperatura foi fixado em grandeza superior a temperatura da viscosidade de pico,
obtida experimentalmente, de modo a garantir a total gelatinizacdo dos granulos de
amido. A concentracédo de enzima foi de 0,17 kg.100 g de amido da farinha de rizoma

de curcuma (NOVOZYME, 2015). O tempo de reacéo foi determinado através de um
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estudo experimental onde foi simulada a liquefacéo utilizando Viscoamilégrafo para
acompanhar a queda de viscosidade apds aplicacdo da enzima a-amilase. O tempo
foi definido de acordo com a menor viscosidade e o maior valor de DE.

A etapa de sacarificacdo foi realizada pelo uso da enzima
amiloglucosidase. Os fatores pH, temperatura e concentracdo de enzima em relacao
ao substrato foram fixados em 4,50, 60 ° C e 0,3 mL.100 g%, respectivamente
(NOVOZYME, 2015). O pH foi ajustado com acido fosforico 6 M, de grau alimenticio.
Para a determinacdo do tempo necessério para sacarificagdo, foi conduzido um
estudo cinético com uma concentracao enzimatica fixa conforme metodologia descrita

por Spinosa et al., 2016. A agitacdo foi constante, a 150 rpm, durante todo processo.
2.4.2. Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)

Para otimizar a maxima obtencao de teor DE (YY) do hidrolisado de
curcuma e pimenta-do-reino foi avaliado a influéncia da concentragcédo das enzimas a-
amilase (X1) e amiloglucosidase (X2) através de um Delineamento Composto Central
Rotacional (DCCR) 22, incluindo 4 pontos axiais (xa) e 5 repeticdes no ponto central,
totalizando 13 ensaios. A distancia do ponto axial foi de +1,41, calculado conforme a
Equacéo 1.
a = (2" 74 Equacéo 1

Onde a é a distancia do ponto axial e n o numero de variavel
independente. Os ensaios foram realizados de forma a obter um modelo matematico
de segunda ordem, com o objetivo de predizer o valor de DE (Y) obtido no hidrolisado
de curcuma e pimenta-do-reino.

O modelo obtido neste estudo foi validado através da execucao de
determinacdo em triplicata nas condi¢des ideais previstas. Os resultados, obtidos a
partir do modelo empirico, foram comparados aos teores de DE mensurados nos

experimentos de validacdo por meio do teste t, para p < 0,05.

2.4.3. Perfil dos acucares obtidos na hidrolise por Cromatografia de troca

anidnica de alta eficiéncia

O perfil de agucares obtidos no hidrolisado de cdrcuma com pimenta-
do-reino foi analisado usando o HPAEC-PAD (ICS 3000, Dionex Corporation, EUA)
equipado com amostrador automatico AS40, conforme metodologia descrita por
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Moraes, Branzani e Franco (2014) com adaptacgdes. Aliquotas de 20 uL das amostras
filtradas foram automaticamente injetadas no equipamento constituido por uma coluna
de troca aniénica CarboPac PA-200 (250 x 3 mm) em combina¢cdo com uma guarda-
coluna CarboPac PA-200. A forma de onda empregada foi a standard quadruple com
0S seguintes potenciais de pulso e duracdes: E1 = 0,10 V (t1 = 0,40 s); E2 = -2,00 V
(t2=0,02s); E3=0,60V (t3=0,015s); E4=-0,10V (14 = 0,06 s). Os parametros da
fase médvel utilizados para a separacao foram constituidos pelo eluente A (200 mM
NaOH) e eluente B (1 M acetato de sédio e 100 mM NaOH), com fluxo de 0,5 mL.min"
L e temperatura de 30 °C. Os eluentes foram preparados com agua deionizada ultra-
pura (18 MQ.cm™?) e degaseificados com N2. O gradiente 6timo foi: 0 - 10 min:
gradiente linear de 100 mM de hidréxido de sodio; 10 - 25 min: gradiente linear de 70
a 130 mM de acetato de sddio e constante de 100 mM de hidréxido de sédio; 25-30
min: gradiente linear de 100 mM de hidréxido de sddio. Uma mistura de maltodextrinas
(grau de polimerizacdo de 1 a 7) foi usada para identificacdo da série homologa de
comprimento de cadeias. Os dados foram coletados e analisados utilizando-se o
software Chromeleon, versdo 6.8 (Dionex Corporation, EUA).

2.5. EXTRAGCAO E QUANTIFICACAO DE CURCUMINA

A metodologia utilizada para o preparo dos extratos da farinha de
rizoma de curcuma e do hidrolisado de curcuma e pimenta-do-reino para obtencao de
curcumina segue a descri¢cao de Chirangini, Sharma e Sinha (2004), com adaptagodes.
Pesou-se 1 g da matéria em estudo e adicionou-se 10 mL de solvente extrator. Os
solventes utilizados foram etanol: agua (80:20 v/v), metanol: agua (80:20 v/v),
acetona: agua (80:20 v/v), agua e acido acético (AKINOLA, et al., 2014; JHA, et al,;
2015; GUPTA, et al., 2015; HUANG, et al., 2016). Para o hidrolisado foi utilizado
apenas o solvente etanol: agua (80:20 v/v). A mistura foi homogeneizada em agitador
rotatério por 20 horas a 150 rpm. A amostra foi centrifugada a 15.000 rpm por 15
minutos. O sobrenadante foi armazenado em frascos ambar, protegidos da luz e
mantido sob refrigeracdo até a realizagdo das analises de atividade antioxidante e
compostos polifendlicos.

A quantificacao de curcumina por CLAE foi realizada em cada extrato
com seu respectivo solvente extrator e para a comparacao entre o rizoma de circuma
e o hidrolisado o solvente foi acetonitrila. Os extratos da farinha de rizoma de curcuma

e dos hidrolisados de curcuma e da pimenta-do-reino foram preparados de acordo
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com metodologia descrita por Long, et al. (2014), com adaptacGes. Partiu-se de 0,1 g
da amostra em que se adicionou 5 mL de solvente extrator. Esta solucao foi levada
ao banho ultrassonico por 30 minutos seguida de centrifugacdo a 11.000 rpm por 50
minutos. O sobrenadante obtido foi filtrado em membrana de 0,22 um PTFE e PVDF,
de acordo com o solvente. A quantificacdo de curcumina foi realizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (Shimadzu Corp., Japédo), equipado
com detector UV-VIS (Wichitnithad, et al.,2009). O volume de injeg&o foi de 10 L com
fluxo de 2,0 mL.mint. A coluna utilizada foi C-18 Altech (150 mm, 4,6 mm i.d, 5um,
Shiseido, Japan). A fase mdvel era isOcratica e composta por uma mistura acetonitrila:
acido aceético 2%, na proporcdo 55:45. Os analitos em cada amostra foram
identificados por comparacéo no tempo de retencdo em 13,6 minutos no comprimento
de onda 425 nm, com o padrdo de curcumina. A integracao dos picos cromatograficos

foi realizada com o auxilio do software LC Solutions (Shimadzu Corp., Japao).
2.6. DETERMINAGAO DE COMPOSTOS POLIFENOLICOS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os extratos obtidos em diferentes solventes foram caracterizados quanto a
espectrometria de absorcéo UV-Vis (Genesys6 UV-VIS Thermo®, EUA) e pH (981.12
- AOAC, 2012). A determinacdo de compostos polifendlicos totais e a avaliacado da
atividade antioxidante, pelos métodos DPPH, ABTS, FRAP foram realizadas para as
matérias-primas rizoma de curcuma e pimenta-do-reino em pé e no hidrolisado, em
extrato etanodlico. Para o hidrolisado, os resultados foram expressos em relacédo a

concentracéo inicial de circuma.
2.6.1. Determinacdo de compostos polifendlicos totais

O teor de polifendlicos totais nos extratos foi estimado utilizando-se o
reagente de Folin-Ciocalteu, de acordo com a metodologia proposta por Singleton;
Orthofer e Lamuela-Raventos (1999). Para a reacdo, foram misturados 0,5 mL de
cada extrato, 0,5 mL de reagente Folin-Ciocalteau 0,9 N e 0,5 mL de solucéo de
carbonato de sédio a 10%. Feita a homogeneizagdo, as amostras foram mantidas em
temperatura ambiente com prote¢&o de luz por 1 hora. A absorbancia foi determinada
em comprimento de onda a 765 nm em espectrofotdmetro UV-VIS. Soluc¢des de acido
galico de 4,0 a 16,0 mM foram usadas para a curva analitica. Os resultados foram

expressos em mg equivalente de acido galico por g de amostra (mg EAG.g™?).
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2.6.2. Ensaio pelo método DPPH

A reducao do radical livre 2,2‘-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) foi
determinada pela mudancga colorimétrica medida a 517 nm, através de metodologia
descrita por Brand-Williams; Cuvelier e Berset, (1995) com adaptacao de Casagrande,
et al. (2007). Para a reacédo, misturou-se 1 mL de tampao fosfato 0,1 M (pH 5,5), 1 mL
de etanol absoluto, 50 yL de amostra e 0,5 mL de solugédo 250 uM DPPH. As misturas
foram mantidas ao abrigo da luz durante 15 minutos, em seguida, as absorbancias
foram lidas em espectrofotbmetro. O controle positivo foi preparado sem a amostra e
indica o0 maximo de doacéao de elétrons do radical DPPH. O branco foi preparado com
a mistura sem a solugdo DPPH, sem a amostra e com 50 pL do solvente extrator
utilizado. Solugbes de etanol com concentragdes conhecidas de Trolox (100 a 1.000
MM) foram usadas para a curva analitica. Os resultados da atividade antioxidante

foram expressos em mg equivalente de Trolox por g de amostra (mgET. g?).
2.6.3. Capacidade de sequestro de radical livre estavel ABTS

O método utilizado esta de acordo com proposto por Re et al. (1999)
e adaptado por Sdnchez-Gonzalez, Jiménez-Escrig, Saura-Calixto (2005). O radical
cation do composto 2,2-azino-bis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid (ABTS) foi
produzido através da reacdo em ambiente escuro, por 16 horas, a temperatura
ambiente, de 7mM da solucéo estoque ABTS com 2,45 mM de persulfato de potassio.
A solucdo ABTS** foi diluida com tampao fosfato (pH 7.4, 20 mM) para uma
absorbancia de 0,700 em comprimento de onda de 730 nm. A reagao se deu com a
adicdo de 10 uL de amostra em 4 mL da solucdo ABTS* diluida. As leituras de
absorbancia foram realizadas ap6s 6 minutos de reacdo. Solucdes de etanol com
concentragbes conhecidas de Trolox (0,75 a 7,5 yM) foram usadas para a curva
analitica. Os resultados da atividade antioxidante foram expressos em mg equivalente

de Trolox por g amostra (mgET. g1).
2.6.4. Método de reducédo de ions de ferro (FRAP)

O método utilizado foi de acordo com Benzie e Strain (1999). O reagente FRAP
foi preparado pela mistura de 2,5 mL de uma solugédo 10 mM TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-
triazina) em 40 mM HCI, 2,5 mL de 20 mM cloreto de ferro (FeCls.6H20) e 25 mL de

0,3 mM tampao acetato em pH 3,6. A solucao foi incubada a 37 °C por 30 minutos.
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Para a reacao, uma aliquota de 30 pL de cada extrato, 90 pyL de agua ultra-pura e 900
ML do reagente FRAP foram misturados em ambiente escuro e mantidos em banho-
maria a 37 °C. A leitura no espectrofotdmetro foi realizada a 595 nm ap6s 30 minutos
de reagao. Como branco, foram utilizados 900 pL do reagente de FRAP e 100 uL de
agua ultra-pura. Solucbes de etanol com concentracdes conhecidas de Trolox (50 a
600 mM) foram usadas para a curva analitica. Os resultados da atividade antioxidante

foram expressos em mg equivalente Trolox por g amostra (mg ET.g™?).
2.7. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

A farinha de rizoma de curcuma e o hidrolisado de circuma e pimenta-
do-reino foram avaliados por microscopia eletrénica de varredura (FEI Quanta 200,
FEI Company, Holanda) com atmosfera de vacuo de 10° torr. As amostras
previamente liofilizadas foram montadas em suportes de aluminio com fita de carbono,
pulverizadas com um filme de ouro (BALTEC SDC 050, Sputter Coater, Alemanha) e
observadas. As eletromicrografias foram geradas em modo topograficos (elétrons

secundarios) a 9 kV.
2.8.INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

A transformacéo tautomérica da curcumina na matriz alimentar da
farinha de rizoma de curcuma e do hidrolisado de curcuma e pimenta-do-reino foi
avaliada por FTIR. Os espectros de FTIR das amostras previamente liofilizadas foram
obtidos com auxilio de espectrofotbmetro IR Prestige — 21 (Shimadzu, Brasil). O
numero de scans foi de 32 e a faixa de comprimento de onda de 400 a 4000cm™. As
pastiihas de KBr foram preparadas por prensagem, ap0s as amostras serem

misturadas com KBr, previamente seco, na proporcéo de 1/5 (m/m).
2.9. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA
2.9.1. Preparo dos In6culos Bacterianos

Para determinacao da atividade antimicrobiana foram utilizadas cepas
de Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Bacillus cereus (LMUEL), Escherichia coli
(ATCC 25922), Klebsiella pneumonie (ATCC 13883), Salmonella Enteritidis (ATCC
13076), Salmonella Typhi (LACEN) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853). As

cepas foram cultivadas em caldo infusdo cérebro e coracéo (BHI) por 24 horas. Em
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seguida, procedeu-se a padronizacdo do in6culo com o auxilio da escala
nefelométrica de McFarland 0.5 para obter uma concentracéo de 108 UFC por mL. A
partir desta suspensdo, foi realizada uma diluicdo (1:10) em &gua peptonada
tamponada 0,1 %, para obtencéo do inéculo final de 10’ UFC.mL™.

2.9.2. Obtencao dos Extratos

Os extratos da farinha de rizoma de curcuma e do hidrolisado de
curcuma e pimenta-do-reino foram obtidos apés dissolugdo em etanol 80%, em
agitador orbital a 150 rpm, no escuro e a temperatura ambiente. As amostras foram
filtradas e esterilizadas por filtracdo a vacuo em membrana de 0,22 um, até obtencéao
de um filtrado limpido. Este foi concentrado em rotaevaporador a vacuo a 60 °C até
obtencdo de um extrato solido. Este foi ressuspenso em etanol 80% e dissolvido em
uma mistura de etanol 80% e dimetil sulféxido (DMSO) a 10% na proporgéo de 1:1,

até concentracédo de 10 mg.mL2.
2.9.3. Concentracdo Minima Inibitéria (CMI)

A CMI foi determinada pelo método de macrodiluicdo em caldo,
através de metodologia proposta por Chakraborty, et al. (2014) com adaptacdes. As
concentracfes dos extratos da farinha de rizoma de curcuma e do hidrolizado de
curcuma e pimenta-do-reino testadas foram 0,25; 0,5; 1,0; 1,25 e 2,0 % (v/v). Foram
inoculados 100 pL de cada suspensao bacteriana em tubos contendo aliquotas das
diferentes concentracdes de cada extrato e caldo Mueller-Hinton (MH) até volume final
de 5 mL. Os tubos foram incubados a 37 °C por 24 horas, e ap0s este periodo, foram
inspecionados visualmente. Tubos com aspecto limpido demonstram auséncia de
crescimento microbiano. A CMI é considerada a menor concentracao do extrato capaz

de inibir o crescimento microbiano. Todos os testes foram realizados em triplicata.
2.9.4. Concentracao Bactericida Minima (CBM)

A determinacédo da concentracdo bactericida minima (CBM) foi obtida
pela semeadura de 0,1 mL de cada tubo utilizado para a determinacéo da CMI (tubos
com auséncia de crescimento bacteriano) em placas contendo agar MH. Apos 24
horas de incubacdo a 37 °C foi considerada como CBM a menor concentragédo de
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extrato que inibiu completamente o desenvolvimento dos microrganismos testados.

Todos os testes foram realizados em triplicata.
2.10. ANALISE ESTATISTICA

Todas as analises foram feitas em triplicatas e seus resultados
expressos em meédiat desvio padrédo (DP) e analisados por meio de analise de
variancia (ANOVA). Diferencas foram avaliadas usando o teste-t com ajuste de Tukey,
em nivel de significancia de 0,05. As correlagdes entre os dados obtidos foram
calculadas usando o coeficiente de correlacdo de Pearson (r), em nivel de
significancia de 0,05. O software utilizado foi o Statistica versdo 10.0 (StatSoft, EUA).

3. RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1.ComposIGCAO Fisico QUIMICA

A farinha do rizoma de circuma apresentou 10,28 + 0,19 g 100 g de
umidade, 3,75 + 0,02 g 100 g ' de cinzas, 7,29 + 0,12 g 100 g* de proteinas, 2,90 +
0,18 g 100 g de lipideos, 1,66 + 0,10 g 100 g* de fibras totais, 1,05 + 0,06 g 100 g
de acuUcar redutor, 19,50 + 0,05 g 100 g* de agucar total, 59,23 + 1,19 g 100 g de
amido total, 4,18 + 0,01 g 100 g* de teor de curcumina (extraido em acido acético
glacial), pH de 6,03 + 0,01. A pimenta-do-reino apresentou 10,07 + 0,15 g 100 g de
umidade, 6,91 + 0,06 g 100 g ' de cinzas, 8,79 + 0,35 g 100 g* de proteinas, 2,05 *
0,04 g 100 g de lipideos e 72,20 g 100 g - de carboidrato. Resultados expressos em
base seca.

Os resultados de composicéo fisico-quimica da farinha de rizoma de
curcuma e da pimenta-do-reino estdo de acordo com o relatado na literatura para
produtos comercializados a granel (MANIGLIA, et al., 2015). O maior componente da
farinha do rizoma de clrcuma foi o amido (59,23 g 100g), assim, este rizoma torna-
se uma matéria-prima com potencial para a extracao e aplicagdo do seu amido, por
exemplo, em producdo de biofiimes (MANIGLIA, et al., 2014), na matriz para
encapsulacdo de ingredientes alimentares (SARI, et al., 2015) e na producao de

hidrolisado e produtos fermentados.
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3.2.EXTRACAO DE CURCUMINA EM DIFERENTES SOLVENTES

A Figura 1 mostra os espectros do UV-VIS no estudo da extracdo de
curcumina com os diferentes solventes que foram selecionados a partir da literatura
sobre o assunto (AKINOLA, et al., 2014; JHA, et al.; 2015; GUPTA, et al., 2015;
HUANG, et al., 2016).

Figura 1 - Espectro de varredura UV-Vis para diferentes extratos de curcumina: (a)
Etanol 800 mL.L-1; (b) Metanol 800 mL.L-1; (c) Acetona 800 mL.L-1; (d) Acido acético
1000 mL.L-1; (e) Agua.
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Fonte: o proprio autor.

Os picos obtidos nas extragOes variaram de 421 a 426 nm, valores
correspondentes ao comportamento da molécula de curcumina em solventes polares
(PRIYADARSINI, 2009), com excecdo na extracdo em meio aquoso onde ndo se
observa pico de absorcdo no espectro UV-VIS. Esses valores de comprimento de
onda ndo coincidem com os utilizados para a determinacdo da capacidade
antioxidante pelos meétodos DPPH, ABTS e FRAP e determinacdo de teor de
polifendlicos totais, e desta forma, supfe-se ndo ha interferéncia da matriz da
amostra.

A variacdo no comprimento de onda de absorcdo maxima (421 a 426
nm) pode ser explicado pelo efeito solvatocromico sofrido pela curcumina, ou seja, ao
se modificar a polaridade do solvente observou-se um deslocamento do pico. Este

mesmo comportamento foi relatado por Sueth-Santiagoa et al. (2015).
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A Tabela 1 mostra os valores encontrados para pH, quantificacao de

curcumina por CLAE, teor de polifendlicos totais e atividade antioxidante para a farinha

de rizoma de clUrcuma extraido em diferentes solventes.

Tabela 1 - Atividade antioxidante pelas metodologias DPPH, ABTS e FRAP,
Polifendlicos Totais, pH e quantificagado de curcumina por CLAE obtidos nos diferentes

solventes de extracao.

Atividade Antioxidante

Sovente  pH L, Poledicos MAseATIDUAANE
Etanol 80%  6,61°+0,02 3,14°#0,01  16,004£0,12  10,48%t0,54  9,243+0,67  2,68":0,10
Metanol 80%  6,822£0,02  3,900+0,06 5,68°£0,08 6,72+0.40  4,49°40,08  0,90°+0,02
Acetona 80%  6,62°+0,02  3,11¢+0,03  12,18°+0,36 7,88°40,40  9,8020,43  2,942+0,07
Agua 5,71¢£0,01  0,01%+0,00 0,709£0,04 0,11940,01  0,53°+0.08  0,09%+0,00
ﬁgigt(i)co 1,479+0,03  4,18%40,01  12,19°+0,34 6,48°+0,40  4,84P+0,51  2,545+0,04

Valores expressos como médiatDP (n=3). Diferentes letras dentro das colunas indicam diferenca significatica (p <
0,05). Resultados expressos em g curcumina. 100 g “'de clrcuma para teor de curcumina por CLAE; em mg EAG.
g! de farinha de rizoma de clircuma para determinagéo de Polifendlicos Totais e g ET.100 g* de farinha de rizoma
de cdrcuma para para DPPH, ABTS e FRAP.

O pH do meio é importante na estabilidade da curcumina, logo os
solventes sdo fundamentais para a extracdo e manutencao da molécula. A curcumina
€ estavel a pH &cido, mas instavel a pH neutro e basico (GOEL, et al., 2008;
PRIYADARSINI, 2009; ESATBEYOGLU, et al., 2012). Wang, et al. (1997) mostraram
que, em média, 90% de curcumina é rapidamente degradada em sistemas tampao
fosfato de pH 7,2. Price e Buescher (1997), ao estudarem a cinética da degradacéo
alcalina da curcumina, constataram que a molécula pode sofrer degradacao quimica
em pH entre 7,5 a 10,2. No presente estudo, os solventes foram testados de modo a
minimizar a degradacdo da molécula uma vez que o pH na extracdo para cada
solvente, variou entre 1,47 a 6,82.

Ao comparar os resultados estatisticos do teor de curcumina em
relacdo aos solventes extratores, obteve-se que apenas o etanol e a acetona nao
apresentaram diferenca significativa. A melhor extracdo de curcumina foi alcancada
no solvente acido acético (4,18 g.100 g1), seguido de metanol 80% (3,90 g.100 g),
etanol 80% (3,14 g.100 g) e acetona 80% (3,11 g.100 g!). O comportamento da
molécula de curcumina em pH acido, como o do acido acético (pH = 1,47), favorece o

deslocamento do equilibrio ceto-endlico para a fragdo cetdnica, causando uma
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instabilidade molecular, quando comparada a fracdo endlica, e isto pode influenciar
na atividade antioxidante (PRIYADARSINI, 2009).

Os resultados deste trabalho apontam que os maiores teores de
compostos polifendlicos totais extraidos da farinha de rizoma de curcuma foram
encontrados em ordem decrescente para o solvente etanol 80%, acetona 80% e acido
acético. Os solventes acetona e o acido acético ndo apresentaram diferenca
significativa. Na farinha de rizoma de cuUrcuma sdo encontrados metabdlitos
secundéarios que apresentam anel fenolico em sua estrutura, como taninos e
flavondides (Gupta, et al., 2015), além da curcumina. Desta forma, a eficiéncia de
extracdo destes outros metabdlitos secundarios pode ter influenciado na extracéo de
compostos polifendlicos totais. O ensaio Folin-Ciocalteau é utilizado como medida de
polifendlicos totais em produtos naturais, e determina todas as substancias
fitoquimicas que apresentem em sua estrutura anéis fendlicos (KASOTE, et al., 2015).
A correlacéo entre teor de polifendlicos totais e teor de curcumina foi de apenas 0,67
(Tabela 2), o que reforca a possibilidade da presenca de outros compostos
polifendlicos na extracao.

Tabela 2 — Coeficientes de correlacdo de Pearson para atividade antioxidante pelas

metodologias DPPH, ABTS e FRAP, determinacédo de compostos Polifendlicos Totais
e gquantificacdo de curcumina por CLAE.

Polifendlicos  ABTS DPPH FRAP Teor de
Totais Curcumina
Polifenélicos Totais 1,00 0,85* 0,91* 0,94* 0,67*
ABTS 1,00 0,88* 0,86* 0,55
DPPH 1,00 0,81* 0,78*
FRAP 1,00 0,65*
Teor de Curcumina 1,00

* Significatica (p < 0,05).

Os coeficientes de correlacdo observados entre os teores de
compostos polifendlicos totais e os métodos antioxidantes ABTS, DPPH e FRAP
assumiram uma relacao direta positiva igual a 0,85, 0,91 e 0,94, respectivamente (p <
0,05). Esta correlacdo entre compostos polifendlicos totais e atividade antioxidante
também j& foi reportada em diferentes estudos com extratos de plantas, onde
coeficientes de correlacbes superiores a 0,9 foram obtidos (DUDONNE, et al., 2009;
GORINSTEIN et al.,2010, FLOEGEL, et al., 2011).

N&o ha um método universal para a medida de atividade antioxidante.

Diferentes metodologias séo aplicadas para estimar de forma in vitro a capacidade
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antioxidante de um composto (LOPEZ-ALARCON ; DENICOLA, 2013; KASOTE, et
al., 2015). Os solventes etanol e acetona foram melhores na extracdo dos compostos
com capacidade antioxidante pelo mecanismo de transferéncia de elétron, das
metodologias ABTS e DPPH. Ja para a metodologia de reducdo do ion férrico do
composto TPTZ (FRAP) os melhores solventes extratores foram acetona, etanol e
acido acético.

A combinagdo das analises in vitro para as metodologias
antioxidantes e determinacdo de polifendlicos totais indicam que a presenca de
compostos fitoquimicos no rizoma de curcuma, em especial a curcumina,
apresentaram capacidade antioxidante proporcional ao teor de polifendlicos totais
extraido. A partir dos resultados obtidos pode-se inferir que a capacidade antioxidante
da curcumina atua no combate do estresse oxidativo pelos mecanismos de
transferéncia de atbmos de hidrogénio e elétron e leva a estabilizacdo de radical
metalico.

A partir dos resultados observados neste item, o etanol foi definido
como o solvente a ser usado para extracdo nas analises de antioxidante e

antimicrobianos no estudo.

3.3. PROPRIEDADE DA PASTA DO AMIDO DA FARINHA DE RIZOMA DE CURCUMA COM
PIMENTA-DO-REINO
A Tabela 3 e a Figura 2 apresentam, respectivamente, os parametros
da propriedade de pasta e o perfil de viscosidade para a farinha de rizoma de circuma
e pimenta-do-reino, na propor¢ao de 100:1.

Tabela 3 - Propriedades de pasta da farinha de rizoma de cidrcuma e pimenta-do-
reino.

Temperatura Viscosidade (UB)
de pasta
(°C) Pico Quebrat Final Setback?
carcuma e 520+ 38+ 2320 + 1800 +

pimenta-do- 74,25 + 1,06

reino 14,14 0,06 84,85 98,99

UB - Viscosidade em Unidades Brabender
1Quebra = Viscosidade de Pico — Viscosidade Minima
2 Setback = Viscosidade Final — Viscosidade de Pico



54

Figura 2 - Perfil amilografico da pasta da farinha de rizoma de circumae pimenta-do-
reino.
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Fonte: o proprio autor.

Perfil viscoamilografico semelhante ao encontrado neste trabalho foi
descrito por Leonel et al. (2003) e Jyothi et al. (2003) em estudo de Curcuma longa e
Curcuma Zedoaria, respectivamente. Os granulos de amido sofrem o processo de
gelatinizacdo quando aquecidos em excesso agua. Neste processo, ha a absorcéo da
agua e o inchamento do granulo até a ruptura da ordem molecular em seu interior. A
temperatura de pasta é obtida no momento em que o equipamento registra a primeira
resisténcia ao torque em funcao do inchamento dos granulos de amido, resultando em
aumento da viscosidade. A temperatura de pasta determinada foi igual a 74,25 °C.
Com o aguecimento continuo e a aplicacao constante da forca de cisalhamento, os
granulos de amido continuam a inchar, até atingir a viscosidade de pico, que foi de
520 UB. A temperatura no pico de viscosidade foi de 91,5 °C. Desta forma, trabalhar
em temperaturas iguais ou superiores a de 91,5 °C garante uma maior disponibilidade
do amido ao ataque enzimatico (COPELAND, et al., 2009). O baixo valor da
viscosidade de quebra (48 UB) mostra que a pasta da farinha de rizoma de cdrcuma
e pimenta-do-reino apresenta alta estabilidade ao aquecimento e agitacdo mecanica,
ja o alto valor de viscosidade de setback (2083 UB) indica a alta tendéncia a

reorganizagdo das moléculas de amido de curcuma durante o resfriamento.
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3.4.HIDROLISE ENZIMATICA
3.4.1. Determinacdo do Tempo de Liquefacdo e Sacarificacao

O tempo necessario para as etapas de hidrélise enzimatica
(liguefacdo e sacarificacdo) foram determinados considerando-o um fator
independente das variaveis, pH, temperatura e concentracado de enzima em relacao
ao substrato (amido de curcuma). O tempo foi determinado de acordo com a maior
resposta de agucar redutor expressa em DE (teor de dextrose equivalente).

Na etapa de liquefagcdo o pH do sistema foi de 6,03 = 0,15 sem
necessidade de correcdo. A temperatura foi fixada em valor superior a temperatura da
viscosidade de pico (91,5 °C) garantindo assim a total gelatinizacdo dos granulos de
amido. Tanto o pH quanto a temperatura encontraram-se na faixa 6tima de atuacgao
da enzima a-amilase. A concentracédo de enzima foi de 0,17 mg por 100 g de amido
de cuarcuma (NOVOZYME, 2015).

O comportamento da viscosidade da suspenséao da farinha de rizoma
de curcuma e pimenta-do-reino foi monitorado graficamente utilizando um
Viscoamilografo, e est4 apresentado na Figura 3.

Figura 3 — Perda de viscosidade durante a etapa de liquefacéo.
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Na Figura 3 observa-se a gelatinizacdo do amido da suspenséo, com
0 inicio do aumento da viscosidade na temperatura de pasta (72°C) até a viscosidade
de pico (530 UB) a 91,5 °C. Apos aplicagéo da enzima a-amilase (Figura 3]) houve a
total liquefacdo do meio, isto pode ser observado no gréfico pela queda de viscosidade
de 530 para 0 UB, em uma fracdo de tempo menor que 10 minutos.

Spinosa et. al. (2016), na liquefacdo de quirera de arroz, obteviram
um tempo igual a 22 minutos e DE de 14,69% aplicando a mesma enzima a
temperatura de 89 °C e concentragdo de a-amilase igual a 0,21 por 100g de amido.
Ja Torres et. al. (2012), em estudo de hidrolisado de gengibre, fixou o tempo de 2
horas de liquefacdo variando a temperatura de 95 a 105°C, aplicando a mesma
enzima a-amilase comercial. Como os valores de tempo encontrados na literatura
eram sempre superiores ao encontrado neste trabalho, o processo de liquefacéo do
hidrolisado de curcuma com pimenta-do-reino foi acompanhado apds os 10 minutos
de aplicacéo da enzima. O intervalo de 10 até 60 minutos de liquefacao foi monitorado
com o intuito de verificar se a acdo da enzima a-amilase, e consequente rompimento
das cadeias de amido, chegava ao teor maximo de DE quando a queda de viscosidade
fosse total. Os teores de DE variaram de 4,23% * 0,30 no tempo 10 minutos a 4,87%
+ 0,60 no tempo de 60 minutos e ndo foi houve diferenca significativa (p < 0,05), nos
diferentes intervalos de tempo. Assim, definiu-se que 10 minutos era o tempo ideal
para a liquefagéo. Valor considerado vantajoso para aplicacdes industriais gerando
ndo s6 economia de tempo, mas de custos de processos, como gasto energéticos e
mao de obra.

A etapa de sacarificacdo envolve o uso da enzima amiloglucosidase,
sua aplicacao converte as cadeias de amido, previamente, degradadas pela acéo da
a-amilase. Os fatores concentragdo de enzima em relagdo ao substrato, pH e
temperatura foram fixados em 0,3 mL.100 g%, 4,50 e 60 °C, respectivamente
(NOVOZYME, 2015).

A extensao da sacarificacao foi avaliada nos tempos: 4, 8, 12, 24 e 48
horas, atraves da determinagéo dos teores de DE (Tabela 4).



57

Tabela 4 - Teor de dextrose equivalente (DE) em diferentes tempos da etapa de
sacarificacao

Tempo (h) DE (%)
0 4,87 +0,60¢
4 69,55 + 2,57¢
8 98,91+ 2,112
12 86,05+ 6,03 P
24 66,99 + 1,99°¢
48 66,73 +4,10 ¢

Valores expressos como média £ DP (n=3). Diferentes letras dentro das colunas indicam diferenga significatica
(p < 0,05), aplicado teste de médias de Tukey.

Leonel e Cereda (1999) obtiveram um rendimento de 63,42% de
conversdo de amido de farelo de mandioca em dextrina, utilizando as mesmas
enzimas comerciais, em um processo de sacarificacdo de 24 horas, ja Silva et al.
(2010) obtiveram valores proximos a 100% na hidrolise enziméatica de mandioca,
também em 24 horas de sacarificacdo. Neste estudo, para a hidrélise da farinha de
rizoma de curcuma e pimenta-do-reino o maior teor de DE foi de 98,91%, obtido ao
final de 8 horas, tempo determinado como ideal para a sacarificagcdo. Esta condigédo
foi adotada como ideal para a sacarificacéo. A partir deste tempo, os teores de DE
decresceram (p < 0,05). A queda no teor de DE pode ser atribuida a alta concentracao
de glicose no meio. E pouco provavel que tenha ocorrido contaminagdo microbiana
durante o processo de hidrélise, pois a etapa de liquefacao, realizada a 95 °C, pode
ter reduzido a presenca de microrganismos contaminantes e na etapa de
sacarificacao, realizada a 60 °C durante 8h, quando o maior teor de DE foi registrado,
também inibe o desenvolvimento de microrganismos. A queda no teor de DE pode ser
atribuida a alta concentracéo de glicose no meio. Uma solucéo supersaturada pode

ter sido gerada, onde parte do acucar produzido precipitou e ndo foi quantificado.

3.4.2. Otimizagéo da concentracdo enzimatica na hidrélise

Um delineamento experimental foi usado para otimizar a
concentragcédo das enzimas a-amilase e amiloglucosidase nas etapas de liquefacao e
sacarificacdo da hidrolise enzimatica. A Tabela 5 apresenta os resultados para a

hidrolise do farinha de rizoma de curcuma e pimenta-do-reino.
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Tabela 5 - Matriz do delineamento experimental para otimizacdo da concentracéo
enzimatica na hidrdlise e teores de DE obtidos.

Variaveis S Variavel
Variaveis Independentes

Codificadas Dependente
Tratamento X1 Xz (gﬂ-&rgg?n?c?o . amiloglucosidase Y )
) (mL.100g amido 1) % (DE)
1 -1 -1 0,07 0,55 63,12
2 -1 1 0,07 1,85 87,96
3 1 -1 0,27 0,55 82,18
4 1 1 0,27 1,85 100,00
5 -1,4142 0 0,03 1,20 84,52
6 1,4142 0 0,31 1,20 100,00
7 0 1,4142 0,17 0,28 74,90
8 0 1,4142 0,17 2,12 100,00
9 0 0 0,17 1,20 96,63
10 0 0 0,17 1,20 100,00
11 0 0 0,17 1,20 96,83
12 0 0 0,17 1,20 99,37
13 0 0 0,17 1,20 98,75

“ % de conversdo de amido em acUcares redutores (dextrose)

Um modelo de regresséo polinomial quadratico foi obtido através do
delineamento experimental e esta apresentado pela Equacéo 2. Na equacao canbnica
ajustada aos dados experimentais, a variavel dependente Y é dada pelo teor de DE,

e os termos significativos em nivel de 5% séo indicados por asterisco.

Y =9831" + 6,62" X; — 466" X,> +9,77* X, — 7,07° X,> — 1,76 X,X,  Equagéo 2

De acordo com a Equacéo 2, os termos significativos para o modelo
(p < 0,05) foram os termos lineares e quadraticos das duas variaveis, X1 e Xz. Entre
os termos significativos, os termos lineares apresentaram influéncia positiva e o termo
quadratico influéncia negativa para a resposta DE (Y). A interacdo Xi1.X2 (entre as
enzimas a-amilase e amiloglucosidase) nédo foi significativa. Os coeficientes de
determinacdo experimental (R?) e ajustado (RZajuste), foram de 93,37 e 88,64%,
respectivamente. Foi, entdo, gerado um novo modelo, eliminando a interacdo nao
significativa, e este é apresentado na Equacdo 3, e definido como modelo

reparametrizado.

Y =9831" +6,62* X; — 4,66" X,* +9,77* X, — 7,07* X,° Equacdo 3
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A qualidade do ajuste da equacdo do modelo reparametrizado foi
verificada através de andlise de variancia (ANOVA). Os resultados estdo expressos

na Tabela 6, onde p-valor inferior a 0,05 indica que o termo foi significativo.

Tabela 6 - ANOVA para os teores de DE obtidos na otimizacdo da concentracéo
enziméatica na hidrolise.

Soma de Graus de Quadrado F- p-
Quadrad Liberdade Médio calculado valor
0Ss
X1 (L) 351,10 1 351,10 152,95 0,000
X1 (Q) 151,22 1 151,22 65,88 0,001
Xa(L) 763,75 1 763,75 332,71 0,000
X2 (Q) 347,47 1 347,47 151,37 0,000
Falta de Ajuste 114,87 4 28,72 12,51 0,015
Erro Puro 9,18 4 2,30
Total SS 1685,39 12

O coeficiente de correlagdo (R?) calculado foi 92,64%. A falta de ajuste
nao foi significativa (p = 0,015) considerando-se p < 0,05, valor tido como aceitavel
devido a grande variabilidade inerente aos bioprocessos que envolvem enzimas
(BURKERT, et al., 2005).

A superficie de resposta (Figura 4.A) indica que maiores concentracfes das
enzimas geram maiores teores de DE. No entanto, uma concentracdo enzimatica
otima pode ser observada no grafico de curvas de contorno 2D (Figura 4.B). Para as
enzimas a-amilase e amiloglucosidase os valores 6timos de concentracdo de enzima
em relacdo ao substrato foram de 0,23 g.100 g* e 1,60 mL.100g™?, respectivamente,

gerando um teor de DE méaximo de 100%.
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Figura 4 - Superficie de resposta 3D (A) e curvas de contorno 2D (B) para o teor de
dextrose equivalente (DE) em funcdo da concentracdo de enzima em relagédo ao
substrato (amido de curcuma) para a-amilase e amiloglucosidase.
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Fonte: o proprio autor.

A taxa e extensdo da hidrélise amilolitica de amidos granulares varia
de acordo com a origem botanica (COPELAND, et al., 2009). Torres et. al. (2012)
obtiveram rendimentos de até 75,66% na hidrolise de gengibre, Spinosa et. al. (2016)
valores de 75,46% na hidrélise de quirera de arroz, ambos utilizando as mesmas
enzimas comerciais deste trabalho, e Silva et al. (2010) 100% na hidrélise de
mandioca utilizando enzimas produzidas por microrganismos isolados do solo do
cerrado brasileiro. Desta forma, é possivel verificar que o amido da curcuma foi
bastante suscetivel a acdo enzimatica. O sinergismo entre as duas enzimas,
associada as condi¢cfes da gelatinizacdo, temperatura e pH durante os processos de
hidrolise (liquefacdo e sacarificacdo) garantiram total acesso das enzimas aos
granulos do amido de curcuma, resultando em um hidrolisado com teores de DE
préoximos a 100%.

O teor maximo de DE foi calculado pelo modelo polinomial (Equacéo
3) com os valores 6timos de concentracdo de enzima determinados através do
delineamento experimental. Este resultado foi comparado com o obtido
experimentalmente nas condi¢des consideradas ideais. O modelo foi valido dentro do
intervalo de confianga de 95%, com valor de p = 0,0187.
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3.4.3. Perfil dos aclcares obtidos na hidrélise de circuma com pimenta-do-reino

O perfil de acucares contidos no hidrolisado de curcuma e pimenta-
do-reino esta apresentado na Figura 5. A proporcdo dos acUcares produzidos
encontra-se na Tabela 7. Os resultados indicam que as enzimas a-amilase e
amiloglucosidase tiveram atuacdo efetiva nas condicbes Otimas de hidrélise,
rompendo praticamente todas ligagdes glicosidicas a-1,4 e a a-1,6 das cadeias do
amido do rizoma de cdrcuma. O amido foi convertido em um hidrolisado com teor de
DE de 100%, onde 97,43% eram glicose (DP1) e 2,31% maltose (DP2), n&o restando
dextrinas e nem cadeias de oligossacarideos.

Tabela 7 - Proporcdo de acucares obtidos no hidrolisado de circuma e pimenta do
reino.

Tempo de Retencéo

AcuUcar (min) %
min
DP1 2,67 97,43
DP2 5,10 2,31
DP3 7,27 0,05
DP4 9,43 0,04
DP5 12,70 0,06
DP6 15,10 0,09
DP7 17,48 0,02

100,00

DP — Grau de Polimerizacéo
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Figura 5- Cromatograma de elui¢do dos acucares contidos no hidrolisado de curcuma
e pimenta-do-reino.
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3.5. MORFOLOGIA DA FARINHA DE RIZOMA DE CURCUMA E DO HIDROLISADO DE CURCUMA E
PIMENTA-DO-REINO

Micrografias foram obtidas em microscopio eletrénico de varredura do
rizoma de curcuma in natura e do hidrolisado de circuma e pimenta-do-reino (Figura
6). Na Figura 6.a foi possivel observar a matriz da farinha do rizoma de carcuma,
observando-se granulos de amido envoltos por proteinas e fibras. Os granulos de
amido de curcuma apresentaram tamanhos préximos a 20 ym, formatos irregulares
com superficie rugosa (Figura 6.b), provavelmente devido a interacdo dos granulos
com fibras, proteinas e lipideos. J& Leonel, Sarmento e Cereda (2003) visualizaram
granulos de amido de curcuma predominantemente triangulares e de tamanho
variavel. E possivel que as diferencas observadas sejam devidas ao modo de extrac&o
do amido pois, Leonel, Sarmento e Cereda (2003) isolaram o amido por moagem
Uumida, enquanto que neste trabalho, o amido néo foi isolado e 0 que se visualizou foi
uma farinha comercial obtida da moagem de rizomas de curcuma.

ApoOs tratamento enzimatico, foi observado que a estrutura granular
foi completamente degradada (Figura 6.c e 6.d). Assim, uma rede fraca pode ser
visualizada em func&o da acg&o das enzimas a-amilase e amiloglucosidase. E possivel

concluir que a hidrdlise enzimatica causou alteragcdo morfolégica da matriz, pois esta
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ficou altamente fragmentada e com diversos poros, demonstrando a intensa atividade

enzimatica sobre os granulos de amido.

Figura 6 - Micrografias eletronicas da farinha de circuma in natura e do hidrolisado de
curcuma e pimenta-do-reino. a: curcuma in natura em 800 x. b: cdrcuma in natura em
3000 x. c: hidrolisado de curcuma e pimenta-do-reino em 800 x. d: hidrolisado de
curcuma e pimenta

3.6. INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)
A Figura 7 mostra os espectros de FTIR da farinha de rizoma de

curcuma e do hidrolisado de circuma e pimenta-do-reino.
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Figura 7 - Espectro de FTIR de (i) farinha de rizoma de curcuma e (ii) hidrolisado de
curcuma e pimenta-do-reino.
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Comparando os espectros pode-se observar que ambos apresentam
bandas similares, com o pico largo em torno de 3420 cm indicando a presenca de
hidroxilas, o pico 2925-2920 cm™ a hidroxila do enol e o pico de 1385 cm™ o
grupamento metil do fenol. Todas essas ligacdes podem ser encontradas nos diversos
constituintes, como amido e proteina, das matrizes alimentares estudadas. O perfil
observado apresenta espectros que também correspondem a molécula de curcumina,
assim como os encontrados em diferentes estudos de curcumina isolada (KOLEV, et
al., 2005; MOHAN et. al., 2012; GANGWAR, et al., 2013, MANGOLIM et al., 2014). As
bandas correspondentes a C=0 e C=C séo observadas na regido de 1630-1450 cm"
1, e sdo atribuidas a vibracéo presente no tautomerismo ceto-endlico (KOLEV, et al;
2005), e entre 1300-1000 cm™* é observado o grupo C-O-C (KOLEV, et al., 2005;
MOHAN et. al., 2012; GANGWAR, et al., 2013). Desta forma, pode-se inferir que a
conformacdo tautomérica da curcumina na curcuma in natura e no hidrolisado se
encontravam na forma ceto-endlica, assim como o observado por Mangolim et al.
(2014), ao verificarem que nao foram observadas bandas na regido carbonilica mais
significativas (1800-1650 cmt) correspondente a conformacéo cetbnica.

A Unica excecdo foi a banda a 2365 cm™ (Figura 7.ii) observada no

hidrolisado. Esta banda nao foi verifica em nenhum dos estudos, ja citados, de
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curcumina isolada. Assim, é provavel que esta banda corresponda a ligacdo -C-H
aromaticos proveniente da molécula de piperina presente na pimenta-do-reino. O
mesmo foi relatado por Zarai et al. (2013) em espectro de FTIR de piperina isolada. A
confirmacdo da presenca de piperina no hidrolisado pode promover maior
biodisponibilidade da curcumina, aumentando seus efeitos benéficos no organismo
humano (LI, et al., 2015).

3.7.ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

O teor de curcumina, o teor de compostos polifendlicos totais e a
atividade antioxidante foram avaliados para a farinha de rizoma de curcuma e
pimenta-do-reino, e para o hidrolisado de farinha de rizoma de circuma e pimenta-

do-reino. A Tabela 8 apresenta os resultados obtidos.

Tabela 8 - Atividade antioxidante pelas metodologias DPPH, ABTS, FRAP,
determinacdo de Polifendlicos Totais e quantificacdo de curcumina por CLAE do
rizoma de curcuma, pimenta-do-reino e hidrolisado de curcuma e pimenta-do-reino.

Curcumina* Totais** DPPH ABTS FRAP
Pimenta- ; 4384010 0,19°40,01  0,36°+0,01  0,84+0,05
do-reino
a.
Curcuma  2,58%+0,05 16,00040,12 1048 io’i 02434067  2.68%40.10

Hidrolisado  2,55%+0,30 12,28°+0,22 2,06°+0,24 4,38+0,10 2,48%+0,08
*Extracdo em acetonitrila
**Em extrato etandlico 80%
Valores expressos como médiatDP (n=3), diferentes letras dentro das colunas indicam diferenca significatica (p <
0,05), Resultados expressos em g curcumina, 100 g “‘de farinha do rizoma de circuma para teor de curcumina por
CLAE; em mg EAG, g de farinha do rizoma de circuma para determinagéo de Polifendlicos Totais e mg ET, g*
de farinha do rizoma de cdrcuma para DPPH, ABTS e FRAP.

A pimenta-do-reino esta presente no hidrolisado em uma proporcéo
100 vezes menor que a farinha do rizoma de curcuma, assim, mesmo apresentando
resultados para as atividades antioxidantes e compostos polifendlicos, é possivel
afirmar que a acdo antioxidante observada para o hidrolisado € proveniente
principalmente da curcuma.

A conformacéo estrutural da molécula de curcumina do rizoma de
curcuma e no hidrolisado de curcuma e pimenta-do-reino esta na forma ceto-endlica
(Figura 7). Nesta configuragdo, a fracdo endlica atua como um doador de elétrons,
além disso, o grupamento fendlico e a por¢cdo metoxi também doam elétrons

favorecendo reacdes caracteristicas da atividade antioxidante (PRIYADARSINI, 2009;
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ESATBEYOGLU et al.,, 2012), Assim, 0 extrato de curcuma e do hidrolisado
apresentaram capacidade antioxidante pelos mecanismos de transferéncia de atbmos
de hidrogénio e elétrons.

O teor de curcumina no rizoma de curcuma e no hidrolisado néo
diferiram significamente (p < 0,05). Nao foi observada extragcdo da curcumina em
extrato aquoso (Tabela 1). No entanto, no preparo do hidrolisado, o amido foi
totalmente convertido em acucares (Figura 4), o que pode ter contribuido para a
liberacdo da curcumina da matriz de amido. Desta forma, € possivel inferir que toda
curcumina extraida do rizoma de clircuma estava presente no hidrolisado.

Os resultados para a determinacdo de compostos polifendlicos totais
e as atividades antioxidantes pelas metodologias DPPH e ABTS do hidrolisado foram
inferiores e diferiram significamente do rizoma de cdrcuma. O hidrolisado foi
preparado com a suspensao da farinha de rizoma de cdrcuma em agua, e submetido
a hidrolise enzimatica do amido. Conforme a Tabela 1, a extragdo em agua apresenta
baixos teores de compostos polifendlicos totais. Isso mostra que, no hidrolisado,
mesmo tendo extraido completamente a curcumina, outros compostos polifendlicos,
como taninos e flavondides, podem néo ter sido recuperados. Desta forma, a atividade
antioxidante, para DPPH e ABTS, também foram baixas.

A atividade antioxidante pela metodologia FRAP foi significativamente
igual entre o extrato de rizoma de ctrcuma e o hidrolisado (p < 0,05). E possivel que
a curcumina seja a responsavel pelo mecanismo de reducdo do ion férrico, pois foi

extraida em teores semelhantes no hidrolisado e no extrato de rizoma de cUrcuma.

3.8. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA: CONCENTRAGCAO MINIMA INIBITORIA (CMI) E
CONCENTRAGAO BACTERICIDA MiNIMA (CBM)

A atividade antimicrobiana do extrato etandlico da farinha de rizoma
de curcuma e do hidrolisado de carcuma e pimenta-do-reino foi comprovada e estao
descritas na Tabela 9. Todas as linhagens bacterianas estudadas apresentaram
sensibilidade aos extratos analisados. Um controle branco foi testado para cada
indculo, nele continha meio de cultura, os solventes puros (etanol 80% e DMSO 10%,
1:1) e cada inéculo teste. Em todos os controles brancos foram observados
crescimento microbiano, indicando que nao ha interferéncia dos solventes nos

resultados antimicrobianos.
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Tabela 9 - Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) e Concentracao Bactericida Minima
(CBM) (mg,mL?) de extrato etandlico da farinha de rizoma de circuma e do
hidrolisado de clrcuma e pimenta-do-reino.

CMI (mg.mL™1)
Bactéria
Curcuma Hidrolisado
025 05 10 125 20| 025 05 10 125 20
Gram -
E. coli + + - - - + + - - -
S.Enteretidis  + + - - - + + - - -
S.Typhi + + - - - + + - - -
P. aeruginosas + + - - - + + - - -
K. pneumonia + + - - - + + - - -
Gram +
S. aureus - - - - - - - - - -
B. cereus - - - - - - - - - -
CBM (mg.mL™1)
Bactéria
Curcuma Hidrolisado
0,25 05% 1,0% 1,25% 2,0% |0,25% 0,5% 1,0% 1,25% 2,0%
Gram -
E. coli * * + + - * * + + -
S.Enteretidis * * + + - * * + + -
S.Typhi * * + + - * * + + .
P. aeruginosas * * + - - * * + - -
K. pneumonia * * + + - * * + + -
Gram +
S. aureus + + + - - + + + R _
B. cereus - - - - - + - - - -

Legenda: (+)cresimento microbiano, turvacdo do meio para CMI e placas de petri com crescimento de
colénias para CBM , (-) sem crescimento, meio sem turvacdo para CMI e placas de petri sem

crescimento de colbnia para CBM, * Concentracdo ndo avaliada em CBM por ser positiva em CMI.
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A concentracdo minima inibitéria (CMI) tanto do extrato da farinha de
rizoma de curcuma quanto do hidrolisado de circuma e pimenta-do-reino foi igual a
1,00 mg.mL?! para as bactérias Gram-negativas e 0,50 mg.mL* para as bactérias
Gram-positivas. A CMI para as bactérias Gram-negativas foi superior as bactérias
Gram-positivas, possivelmente pela presenca de uma membrana externa com dupla
camada fosfolipidica que é capaz de restringir a penetracdo de substancias no interior
da célula e assim impedir a acao antimicrobiana (GUL, et al., 2004).

A CBM seguiu a mesma tendéncia que a CMI, sendo necessarias
maiores concentragfes para as bactérias Gram-negativas. Os valores para CBM
foram entre 2,00 e 1,25 mg.mL! para as bactérias Gram-negativas e entre 1,25 e 1,00
mg.mLpara as bactérias Gram-positivas. No geral a atividade antibacteriana dos
extratos etanodlicos da farinha de rizoma de curcumae do hidrolisado de curcuma e
pimenta-do-reino pode estar relacionada a presenca da curcumina, da piperina e dos
demais compostos fitoquimicos nos produtos em estudo.

Péret-Almeida et al. (2008) ao analisarem uma amostra comercial de
farinha de rizoma de ctircuma com 2,4 % de curcumina pelo método de difusdo em
agar frente as bactérias E. coli e S. aureus, ndo observaram atividade antimicrobiana
para extratos etanolicos da farinha do rizoma de clrcuma, no entanto esta
metodologia é limitada para moléculas hidrofébicas, como a curcumina. Chakraborty
et al. (2014) encontraram CMI e CBM de extratos etanolicos da farinha de rizoma de
circumaentre 10,67 a 44,62 ug.mL* frente as bactérias K. pneumoniae, S. aureus, P.
aeruginosa e E. coli, Méndez Alvarez, al. (2016) encontraram CMI de 1000 mg.mL™
para inibicdo de 50 % das bactérias K. pneumoniae e E. coli.

As divergéncias encontradas no presente estudo, em relacdo as
pesquisas acerca da atividade antimicrobiana publicadas anteriormente, podem ser
explicadas pelas diferentes metodologias e ou pelas diferencas na composicao
guimica da planta. Esta pode ser influenciada por diferentes fatores tais como o
ambiente, o local, as condi¢Ges de cultivo e a época de colheita (DE BONA et al.,
2014).

4. CONCLUSAO

A produgcdo de um hidrolisado a base de rizoma de curcuma e

pimenta-do-reino por via enzimatica atinge 100% de conversdao de amido em
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acucares, quando ha aplicagao das enzimas a-amilase e amiloglucosidase nas etapas
de hidrélise, nas seguintes condi¢des: para liquefacdo temperatura igual a 95 °C, pH
6,03, 0,23 g de a-amilase 100 g* de amido em 10 min; para a sacarificacdo as
condicGes de temperatura 60 °C, pH 4,50, 1,60 mL de amiloglucosidade 100 g de
amido em 8 h. O perfil dos acucares obtidos desta hidrolise eram 97,43% de glicose
e 2,31% de maltose.

Diferentes solventes influenciam a extracdo de compostos
polifendlicos e a extracdo do teor de curcumina que estdo presentes no rizoma de
curcuma. A curcumina nao é o unico composto fitoquimico a influenciar na atividade
antioxidante do rizoma de curcuma.

A conformacgdo tautomérica da molécula de curcumina foi
comprovada por espectro de FTIR como ceto-endlica. A presenca de piperina no
hidrolisado também pode ser observada no espectro.

A farinha do rizoma de curcuma e o hidrolisado de circuma e pimenta-
do-reino apresentam atividade antioxidante in vitro pelas metodologias de DPPH,
ABTS e FRAP. Os mecanismos de acao antioxidante comprovados séo transferéncia
de atomos de hidrogénio, elétrons e estabilizacdo de radical metélico.

Extratos etandlicos do rizoma de curcuma e do hidrolisado de
curcuma e pimenta-do-reino apresentam atividade antimicrobiana para as bactérias
patbgenas Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Escherichia coli, Klebsiella
pneumonie, Salmonella Enteritidis, Salmonella Typhi e Pseudomonas aeruginosa.
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CONSIDERACOES FINAIS

Um hidrolisado com alto teor de glicose produzido a partir de circuma
e pimenta-do-reino foi obtido e sua acao antioxidante e antimicrobiana foi comprovada
em determinacdes in vitro. Os proOximos passos serdo a caracterizacdo do produto
obtido quanto ao perfil de agucares, Brix, pH e acidez para avaliacdo de sua aplicacao
como fonte de acucares para aplicacdo em processos fermentativos. Testes in vivo
para comprovar a atividade antioxidante e o aumento da biodisponibidade da molécula
de curcumina pela presenca da piperina no hidrolisado também deveré ser relizado.
Em estudos futuros, a determinacao do perfil de compostos polifendlicos presente na
curcuma e no hidrolisado de curcuma e pimenta-do-reino permitira correlacionar o teor

de curcumina e teor de polifendlicos totais a agdo antioxidante.





