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INTRODUCAO

Os seres humanos estdo expostos a uma série de agentes oxidantes que podem causar danos oxidativos as biomolé-
culas (lipideos, proteinas e acidos nucléicos), que poderiam levar a um grande nimero de patologias, incluindo cancer e
arteriosclerose. Assim, presume-se que a ingestdo de antioxidantes, capazes de neutralizar os radicais livres, possa ter
um papel importante na prevencgao destas doencas (Harborne e Willians 2000; Fritz et al. 2003).

Os antioxidantes presentes nas plantas podem atuar como agentes redutores, sequestradores de radicais livres,
inibidores de enzimas e como quelantes de metais (Wang e Lin 2000) e a maioria de seus efeitos biologicamente ativos
é derivada das fungbes antioxidantes (Velioglu et al. 1998). Recentemente, ha um aumento no interesse em
antioxidantes naturalmente encontrados em frutos usados em fitoterapicos, a fim de substitui-los pelos antioxidantes
sintéticos, os quais tém uso restrito devido a seus efeitos colaterais, tais como carcinogenicidade (Ito et al. 1983).

Dessa forma, a identificacdo de fontes vegetais com alta capacidade antioxidante é de extrema importancia. Entre as
fontes vegetais temos a C. zerumbet conhecida popularmente como gajitsu, € uma espécie herbacea, perene,
pertencente & familia vegetal Zingiberaceae de ocorréncia espontinea na Asia (Schulz et al. 2002). Suas partes vegetais
empregadas com finalidades terapéuticas sao os rizomas, os quais podem ser empregados na forma de infuso, decocto,
tintura, pdé ou pedagos mastigaveis (Kato e Fischer 1996; Teske e Trentini 1997). Valendo-se disto, algumas empresas
farmacéuticas tém transformado os rizomas em produtos para tratar gastrite e problemas digestivos (Yasuda et
al. 1988).

Neste sentido, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antioxidante dos extratos e éleos essenciais
da C. zerumbet para futuras aplicagGes biotecnoldgicas.

MATERIAL E METODOS

A planta Curcuma zerumbet foi coletada no municipio de Careiro da Varzea/AM e sua identificacdo foi feita pela
taxonomista, Dr. Jana Leon-Skorni¢kovd, depositada no herbario do INPA com nimero de registro 003. O material
coletado dos rizomas e as folhas que separadamente foram lavadas em agua corrente, cortados, secos e triturados em
liquidificador semi-industrial, depois armazenados em sacos pldsticos para posterior utilizagdo. Os rizomas foram
utilizados para preparo dos extratos hidroalcodlico, aquoso e extragdo de 6leos essenciais, enquanto as folhas somente
para obtengdo dos 6leos essenciais.

Amostras
Extrato hidroalcodlico: para cada 200g do rizoma triturado foram misturados em 1000 mL de solugdo hidroalcodlico 1:1
(alcool etilico 96° GL /agua destilada) em frasco Mariotte, para posterior maceragdo, apds 7 dias em contando com
liquido extrator filtrado com algod3do e evaporada em rotaevaporador.
Extrato aquoso: foram misturados 50g do rizoma triturado em 1000mL de dgua destilada. Esta solugdo foi aquecida em
um béquer por cerca de 15min., constantemente agitada com um bastdo. Depois dessa etapa, o extrato foi filtrado com
algoddo e armazenado na geladeira até ser liofilizado. A liofilizagdo foi realizada no aparelho Liofilizador LS 3000
(TERRONI®) por trés dias consecutivos e apds desidratados foram pesados para calcular o teor extrativo (TE), definido
como:
TE = (ME/MM)x 100
Onde: ME: massa do extrato
MM: massa do material

Oleos essenciais: O dleo essencial da folha e do rizoma seco da planta foi extraido por processo de hidrodestilagdo. A
temperatura inicial foi de 100 °C e reduzida posteriormente a 80 2C e com tempo de extragao de 6 horas. Os volumes
foram retirados, medidos em tubo de ensaio graduado e pesados em balanca analitica para calculo de seu rendimento
expresso em porcentagem (%) v/p (volume de dleo por massa de material) e p/p (massa de éleo por massa de material)
(Pinheiro 2005).
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Anilises fitoquimicas

Analises dos compostos organicos nos extratos foram realizadas no Laboratério de Farmacologia e Produtos Naturais,
por Triagem Fitoquimica de acordo com a metodologia de Matos (1980), enquanto os dleos essenciais foram analisados
por Cromatografia de Camada Delgada (CCD) e Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM).
CG-EM foram enviadas para Centro de Biotecnologia da Amazénia (CBA).

Triagem fitoquimica: O extrato aquoso e o extrato hidroalcodlico foram submetidos a uma série de reagdes de
caracterizagdo; para o extrato aquoso realizou-se as seguintes reagdes: heterosideos antocianicos (cores diferentes pela
variagdo do pH); para o extrato hidroalcodlico foram: fendis e taninos (reagdo com cloreto férrico), antonianinas,
antocianidinas, chalconas, xantonas, flavonondis e auronas (presenca de coloragdo em pH 3, 8,5 e 11),
leucoantocianidinas, catequinas e flavononas (coloragdo da amostra alcalinizada e acidificada apds aquecimento),
esteroides e triterpenoides (extragdo com cloroférmio, anidrido acético e 4cido sulfirico), confirmagdo de catequinas
(reagdo com acido cloridrico e aquecimento), segundo metodologia de Matos (1980).

Cromatografia de Camada Delgada: o perfil cromatografico dos 6leos essenciais e extratos foram avaliados através de
Cromatografia em Camada Delgada (CCD) utilizando placas de silica gel GF254 (ALUGRAMZ®). Foram preparadas 10 mL
das seguintes fases moveis: Hexano/acetona (4:1), Acetato de etila /diclorometano (4:1), Cloroférmio/Etanol 96° GL
(4:1 e 1:4). As amostras dos 6leos essenciais foram diluidas em hexano e os extratos em etanol 96°GL, posteriormente
aplicadas sobre as placas com auxilio de um capilar. Apds a aplicagdo da amostra a placa entrou em contato com fase
movel contida numa cuba cromatografica. Depois que o solvente ascendeu pela placa, esta foi retirada da cuba e
aguardou-se a evaporagdo do eluente para visualizagdo (Matos 1980; Chaves 1997). Verificou-se a coloragdo das
manchas (bandas) no espectro visivel, sob luz ultravioleta (UV) de 254 e 365 nm, e foram reveladas com uso do lodo.
Apds a etapa de revelagdes das manchas foram calculados os fatores de retengdo (Rf).

Determinagao da atividade antioxidante

Este ensaio foi realizado de acordo com Brand-Willians et al. (1995), com pequenas modificagbes, que permitiu a
utilizagdo de microplacas de 96 pocos. Inicialmente, a solucdo de DPPH (0,8 mmol/L) foi preparada. Em seguida foi
realizada a dilui¢do da solugao de forma que sua absorbancia préxima de 1.000 + 0,1. Na microplaca foi adicionado
30pL do extrato e 270uL da solugao de DPPH, em triplicata.

No controle foi utilizado o mesmo volume do teste. Em seguida as microplacas foram incubadas em temperatura
ambiente na auséncia de luz por 30 minutos e entdo mesurado as absorbancias em um leitor de microplacas (DTX800,
Beckman) no comprimento de onde 517nm. Para obtencdo da concentracdo minima inibitdria de 50% dos radicais
DPPH (IC50), uma curva de concentragdo foi feita a partir dela, entdo gerou a equacdo da reta, sendo os resultados
desta equacdo em pmoles/mL. A solucdo do padrdo e da amostra foram oitos concentracido diferentes de 0,781 a
100pg/mL, estas diluigdes foram de 1:1 até a 8° dilui¢do, o Ultimo volume descartado. Padrdo a ser utilizados nesta
determinacgao foi a quercetina Os célculos de inibigao foram feitos mediante a formula seguir:

L Abs2 amostra — Abs controle
%Inibi¢do = 100 X (1 —

Abs controle

Anilise estatistica

Para a analise estatistica foram aplicadas medidas capazes de estimar parametros tais como média e desvio-padrao.
Para os resultados dos dados coletados foram avaliados estatisticamente pela andlise da variancia, ANOVA e
comparagdo realizada pelo teste de Tukey, utilizando-se o nivel de 5% de significancia (Gomes 1985).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O teor extrativo dos extratos aquosos corresponde a 3,94 % (massa do extrato por massa de material) pelo método
decocgdo e o extrato hidroalcolico 24,45 %. O processo de hidrodestilagdo apresentou rendimento de dleo essencial do
rizoma em média 1% v/p e 0,75% p/p; as da folha apresentam maior rendimento em volume que os rizomas sendo,
1,51% v/p e rendimento em peso de 0,95% p/p.

Os 6leos essenciais apresentam forte odor caracteristico, sendo a coloragdo do 6leo da folha verde-escuro e os rizomas
de coloragdo violeta. Guptas et al. (1976) usando o método de hidrodestilagdo encontrou nos rizomas da Curcuma
zedoaria cerca de 1,5 a 5% v/p de éleo; essa diferenga pode ser explicada pelas condigdes de cultivo, colheita e
processamento (Ribeiro e Diniz 2008).

A triagem fitoquimica foi realizada com os extratos aquoso foi positiva para catequinas, flavonas, flavondis e xantonas;
nos extratos hidroalcodlico foram para fendis, catequinas, flavanonas, flavonais, triterpenos, esteroides e saponinas,
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sendo negativo para os outros compostos; que nao significa auséncia, pois, podem ter sido mascaradas com a cor
indicativa de outro metabdlito segundo explica Matos (1980).

A presenga desses compostos bioativos é importante para a aplicagdo na industria farmacéutica, cosmética e
alimenticia. Entre eles principalmente os fendis, flavondides e triterpendides apresentam agdo antioxidante em
consequéncia da estrutura quimica e suas propriedades redutoras (Sousa et al. 2007).

Cromatografia de Camada Delgada, testes para detec¢do de compostos organicos, apresentaram separacao de
manchas nos dleos essenciais das folhas e dos rizomas eluidos com hexano/acetona (4:1) conforme a Figura 1 e a
Tabela 1. Observando a placa dos éleos essenciais (Fig. 1) muitas das manchas sdo comuns entre si, como no UV 365
nm banda azul-claro (Rf=0,6). A maioria das manchas reveladas no lodo indica que os rizomas e as folhas tém
compostos similares, pois apresentaram mesmo Rf que é caracteristico de cada composto sob as mesma condi¢Ges de
eluicdo (Falkenberg et al. 2007).
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Figura 1. Placas cromatogréficas do Oleo essencial do rizoma (l) e folha (ll) C. zerumbet eluidas em
hexano/acetona (8:2) reveladas com lodo. Bandas | (rizoma): a) amarela (0,3); b) laranja (0,6); c) verde
(0,7); d) marrom (0,8); Bandas Il (folhas): a); b); c); d); e) rosa (0,8).

Na andlise do cromatograma de CG-EM das amostras de dleos essenciais (fig. 2) varios picos estavam presentes do
rizoma e da folha, sendo um total de 69 e 79 picos respectivamente, os quais correspondem a diferentes compostos. Os
compostos presentes nos 6leos essenciais sdo moléculas de baixo peso molecular, volateis e principalmente pertencem
a classe dos monoterpenos e sesquiterpenoides (Falkenberg et al. 2007).

Lobo et al. (2009) faz referéncia a 37 compostos encontrados pelo mesmo método de cromatografia em oéleos de
rizomas nativos do nordeste da india dos quais o curzerenone (22,3%) foi majoritario seguindo do 1,8-cineole (15,9%) e
germacrone (9,0%) em outra investigacdo do mesmo autor esses mesmos dleos apresentaram 1,8-cineole (18.5%),
cymene (18.42%), a-phellandrene (14.9%) e b-eudesmol (10.6%). Comparando esses constituintes com 6leo do rizoma
de C. zerumbet, a curzerenone (6,95 %) foi encontrada em menor quantidade. O éleo essencial apresentou também
isovelleral (20,99%), methyl-n-tetradecanoate (8,49%) e hydroxy-valerenic acid (5,88 %).

Os compostos volateis majoritarios dos Oleos da folha foram os 1,8 cineole (16,93%), 4,4a,5,6,7,8-
Hexahydronaphthalen-2(3H)-one (9,93 %), curzerenone (8,13 %), camphor (6,15 %) e elemene (4,81 %). Na extra¢do
realizada ano passado o dleo da folha teve a presenca dos mesmos compostos, porém em diferentes porcentagens com
menor quantidade de curzerenone (17,9%) e 4,4a,5,6,7,8-Hexahydronaphthalen-2(3H)-one (12,5%) enquanto houve
aumento de 1,8 cineole (9,5%). Esse 1,8 cineole apresenta a¢do antimicrobiana e antioxidante (Rodrigues, et al. 2009) o
gue aponta esse composto como um marcador do efeito antioxidante do 6leo essencial das folhas de C. zerumbet.

242 1IICONIC



Il Congresso de Iniciagdo Cientifica do INPA - CONIC Manaus, 14 a 18 de Julho de 2014.
ISSN 2178 9665

czrcioe Projoctl INPA Caslos Cleomi Fevereiro 201 $DEFCZ qpd Chscmmtogsam OERCZ C:(GCMSsolstion Dats Prosect] INPA'C wlos Cleomur 20140ERCZ gpd
[F7.000.000 10,000,000

A B

U S PR [P T TP A W

T T
100 200 100 o

00 0

Figura 2. Perfil do Cromatograma do 6leo essencial de C. zerumbet. Nota: A= folha; B= rizoma.

Atividade Antioxidante

As amostras, de um modo geral, apresentam agdo antioxidante com concentracdo inibitéria (Cl 50), em ordem
crescente, o extrato aquoso liofilizado (7,30 +£0,14), extrato hidroalcodlico (7,96 +0,08), extrato aquoso do rizoma ndo
liofilizado (18,11 +1,27); dleo essencial da folha (30,32 +0,33); e por ultimo o d6leo essencial do rizoma (31,73 +0,64). A
comparagdo da “concentragdo eficiente” ou o valor IC50 das amostras com controle positivo BHS (87,24 +1,57)
evidentemente é baixa, mas é indicativo de substancias com potencial antioxidante presentes nos d6leos essenciais.
Valores préximos ao estudo de Sacchetti et al. (2005) que obteve IC50 de 59.6 + 0.42 a 64.3 + 0.45% em espécies como
Cananga odorata, Cymbopogon citratus, Rosmarinus officinalis e Curcuma longa.

CONCLUSAO

As amostras dos oleos esséncias foram as que apresentaram melhor efeito antioxidante e com auxilio da CG-EM foi
possivel identifica um dos compostos envolvidos nessa agdo como 1,8 cineole, apesar de ser necessaria a determinacgdo
dos outros compostos volateis e aplicagdo dos mesmos. Para continuidade pode-se fazer avaliagdo de formulagdes de
higiene e cosmética com uso desses dleos para avaliagdo do efeito conservante e terapéutico.
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