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FERREIRA, M.I. INTENSIDADE LUMINOSA E EXCLUSAO DA RADIACAO UV
NA PRODUCAO DE Curcuma longa L. E PURIFICACAO MAGNETICA DE
CURCUMINOIDES. 2016. 106p. TESE (DOUTORADO) - INSTITUTO DE
BIOCIENCIAS, UNESP - UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA, BOTUCATU.

RESUMO

Curcuma longa L. ¢ uma monocotiledénea da familia Zingiberaceae. E uma importante fonte
de curcuminoides e apresenta variagdes significativas de produtividade em diferentes
condigdes agro-climaticas. No presente trabalho investigamos os efeitos dos niveis de
intensidade luminosa ¢ da exclusdo da radiagdo UV solar durante diferentes fases do
desenvolvimento de C. longa no teor e rendimento de curcuminoides. Também estudamos o
desempenho ecofisioldgico, a producdo de biomassa, a atividade enzimatica, o teor de
poliaminas e fendis totais dessas plantas durante o cultivo. Além disso, propusemos a
optimizacdo do método de purificagdo de curcuminoides com nanoparticulas magnéticas
chamadas Surface Active Maghemite Nanoparticles (SAMNSs). O delineamento experimental
foi inteiramente casualizado envolvendo 5 niveis de luminosidade e 4 tempos de colheita,
com parcelas subdivididas no tempo, com cinco repetigdes de 8 plantas. Os niveis de
luminosidade foram polietileno anti-uv, pleno sol, 30 %, 50 % e 70 % de sombreamento ¢ as
colheitas em diferentes fases do desenvolvimento foram realizadas aos 65, 128, 174 e 203
dias ap6s o plantio (DAP) correspondendo aos meses de janeiro, abril, maio e junho de 2013.
O experimento foi conduzido na fazenda experimental da Faculdade de Ciéncias
Agronomicas da Universidade Estadual Paulista - UNESP, Botucatu - SP, em Sao Manuel -
SP (22°46'0, 571 "S e 48°34'11, 32" W, 744 metros de altitude). Observou-se que nas plantas
cultivadas sob exclusdo de UV a eficiéncia fotossintética foi mais elevada durante todo o
periodo de crescimento e esta alta assimilacdo de CO, (A) refletiu significativamente no
maior acimulo de biomassa de rizomas e folhas. No final do ciclo de cultivo o teor de fenois
totais (FT), a atividade da peroxidase (POD) e da L-fenilalanina amoénio-liase (PAL)
aumentaram com a exposi¢do a luz e diminuiram sob exclusdo do UV. O contetido de Spm
foi maior nos rizomas das plantas expostas ao sol, os niveis de Put foram superiores sob
exclusao de UV e o teor de curcumina permaneceu inalterado. Notavelmente, as plantas
protegidas do UV apresentaram aumento na fotossintese e, consequentemente, na producao
de biomassa, levando a um aumento de 44,63 % no rendimento de curcuminoides totais,
comparando com as plantas a pleno sol. No entanto, o maior teor destes compostos foi obtido
aos 65 DAP, sob 70 % de sombreamento. Este dado ¢ interessante para o processo de
purificacdo, uma vez que nesta fase do desenvolvimento a biomassa ¢ reduzida e o teor de
curcuminoides ¢ acentuado. O processo de purificagdo com nanoparticulas magnéticas
(SAMN?s) foi otimizado considerando a influéncia da polaridade do solvente e a concentracdo
de nanoparticulas, levando a um rendimento de 69,7 mg de curcuminoides g de p6 de
rizoma de C. longa, um aumento correspondente a 17,6 maior em relacio ao protocolo
anteriormente relatado, levando a recuperacao de > 98 % de curcuminoides e oferecendo
possibilidades reais para a producgdo industrial competitiva destes compostos.

Palavras-chave: agafrao-da-terra, fotossintese, nanoparticulas, compostos bioativos, HPLC



FERREIRA, M.I. LIGHT INTENSITY AND UV EXCLUSION IN Curcuma longa L.
PRODUCTION AND MAGNETIC CURCUMINOIDS PURIFICATION. 2016. 106p.

THESIS (DOCTOR - BIOLOGICAL SCIENCES/BOTANY) - INSTITUTO DE
BIOCIENCIAS, UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA.

Abstract

Curcuma longa L. is a monocot of Zingiberaceae family. It is an important source of
curcuminoids and its productivity differs significantly in different agro-climatic conditions.
In this study we investigate the effects of light intensity levels and exclusion of solar UV
radiation during different stages of the C. longa development on the content and yield of
curcuminoids. We also studed the ecophysiological performance, biomass production,
enzymatic activity, the level of polyamines and total phenols of these plants during
cultivation. In addition, we proposed the optimization of curcuminoids purification method
with magnetic nanoparticles called Surface Active maghemite Nanoparticles (SAMNSs). The
The experimental design was completely randomized with five light levels and four harvests,
in a split plot in time, with five replicates of eight plants. Light levels were anti-UV
polyethylene, full sun, 30 %, 50 % and 70 % of shading and harvest times were 65, 128, 174,
and 203 days after planting (DAP) corresponding to January, April, May, and June 2013. The
experiment was conducted in a experimental farm of Agronomic Sciences College,
Universidade Estadual Paulista - UNESP, Botucatu - SP, in Sao Manuel - SP (22°46'0, 571
"S and 48°34'11, 32" W, 744 meters). It was observed that photosynthetic efficiency was
higher in plants grown under UV exclusion throughout the growing season and this hight
CO; assimilation (4) reflected in significantly higher dry rhizomes and leaves biomass. At
the end of the crop cycle total phenols content (TP), peroxidase (POD) and L-phenylalanine
ammonia-lyase (PAL) activity increased with decreased exposure to light and under UV
exclusion. The Spm content was higher in rhizomes of the plant exposed to full sun, Put
levels were higher under UV exclusion and curcumin content remained unaltered.
Remarkably, the UV exclusion led to higher CO; net assimilation, biomass production and
consequently, a notable 44,63 % higher total curcuminoid yield was observed, comparing
with full sun plants. However the higher curcuminoid content was obtained at 65 DAP, under
70 % shading. This is interesting for the purification process, since at this developmental
stage, the biomass is reduced and curcuminoid content is limited. The curcuminoids
purification process with magnetic nanoparticles (SAMNs) has been optimized considering
the influence of polarity of the solvent and the concentration of nanoparticles, leading to a
yield of 69.7 mg curcuminoids g" of C. longa powder rhizome, a increase of 17.6 times,
compared to the previously reported protocol, leading to the recovery of> 98 % curcuminoids
and providing real possibilities for competitive industrial production of curcuminoids.

Keywords: turmeric, photosynthesis, nanoparticles, bioactive compounds, HPLC



1. INTRODUCAO

A influéncia de fatores ambientais e técnicas de cultivo na fisiologia de plantas
cultivadas € um importante topico de pesquisa, pois influenciam o acimulo de biomassa, bem
como a biossintese de compostos bioativos, alterando a produgdo e qualidade das plantas.
Portanto, determinar as condi¢des de cultivo e 0 momento adequado para a colheita de uma
culura ¢ importante para aumentar a sua produtividade e qualidade. A biossintese e acimulo
de compostos fenolicos, por exemplo, esta sujeito a variacdo em fun¢do de varios fatores,
entre eles a fase do desenvolvimento das plantas (TREUTTER, 2010), a alta intensidade
luminosa e a radiacdo ultravioleta (UV) (MIERZIAK; KOSTYN; KULMA, 2014).

Estas condicdes de luz sdo stressantes para as plantas e sdo uma fonte de radicais
livres, pois niveis ambientais de radiagdo UV solar (280-400 nm) podem conduzir a um
aumento na produ¢do de espécies reativas de oxigénio (ROS), provocando efeitos protetores,
como a inducdo da biossintese de compostos fendlicos que absorvem a radiacao UV-B (280-
315 nm) (JANSEN; GABA; GREENBERG, 1998) e alteracdes nas atividades de enzimas
antioxidantes, bem como do teor de poliaminas (PAs) (JANSEN et al., 2008)

A luz solar também causa danos ao aparelho fotossintético, principalmente ao
fotossistema II (PSII), levando a fotoinibicdo e perda de desempenho das plantas, e em
ultima analise, suprime a assimilagdo fotossintética de CO, (4), o crescimento e a
produtividade. Porém, os comprimentos de onda na faixa do ultravioleta (UV) fazem com
que fotoinibi¢do seja muito mais eficiente do que a radiacao fotossinteticamente ativa (PAR)
(400-700 nm) (TAKAHASHI et al., 2010).

Alguns estudos ja foram realizados para determinar a influéncia da intensidade
luminosa na biomassa e na qualidade da Curcuma longa (BHUIY AN et al., 2012; HOSSAIN
et al., 2009; PADMAPRIYA; CHEZHIYAN; SATHIYAMURTHY, 2007; SRIKRISHNAH;
SUTHARSAN, 2015), indicando que a espécie tem boa produtividade em ambientes
parcialmente sombreados, no entanto, a intensidade de luz adequada para o cultivo da
curcuma varia de acordo com o local, ano e nivel de irradidncia, além disso nada se sabe
sobre o efeito da radiagdo UV sobre essas plantas.

Estudos destinados a correlacionar o tempo de colheita com a biomassa e a produgdo

de curcuminoides foram realizados em diferentes regides (ASGHARI; MOSTAJERAN;



SHEBLI, 2009; COORAY et al., 1988; HOSSAIN, 2010; KUMAR; GILL, 2009) mostrando
que a dependéncia do teor de curcuminoides do periodo de colheita ainda ¢ uma questao de
interesse, pois o tempo de maturidade da espécie pode variar em diferentes regides agro-
climaticas.

Hoje em dia, a curcumina ¢ usada como suplemento alimentar, em véarios paises € a
base molecular para a sua utilizagdo farmacéutica foi ja delineada para uma ampla gama de
doencas (GUPTA; KISMALI; AGGARWAL, 2013). Por esta razdo, a curcumina € seus
derivados estdo atraindo um crescente interesse na area de alimentos e farmacéutica.

Assim, o desenvolvimento de diferentes tecnologias de cultivo que visem a melhoria
na producgdo da espécie, e consequentemente do acafrdo em po, bem como o incremento no
rendimento de curcuminoides puros, visando a purificagdo dessas moléculas ¢ crucial para
otimizacdo do processo de purificacdo. Entre os protocolos de purificagdo existentes,
separacdo ¢ purificacdo por meio de técnicas magnéticas representam alternativas
promissoras para captura seletiva e fiavel de moléculas especificas (HORAK et al., 2007).

Recentemente, foi desenvolvido um material superparamagnético nanoestruturado,
constituido de maghemita estequiométrica (y-Fe203), chamado Surface Active Maghemite
Nanoparticles (SAMNs) (MAGRO et al., 2012a) que apresentam os requisitos fundamentais
para o desenvolvimento de processos eficazes de purificacdo magnéticos para biomoléculas
em matrizes complexas. As SAMNs ja foram utilizadas para imobilizar a curcumina
(MAGRO et al., 2014) e um protocolo para a purificagdo magnética de curcuminoides foi
proposto (MAGRO et al., 2015). Portanto, otimizar a produgdo de C. longae a purificacao
magnética de curcuminoides oferece oportunidades reais de inovacdo na producgdo de

curcuminoides puros.
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6. CONCLUSAO GERAL

O desempenho ecofisiologico, a atividade enzimdtica, o teor de poliaminas, fendis
totais e curcuminoides foram avaliados sob diferentes intensidade de luz e sob a exclusao da
radiagdo UV, em funcdo das fases do desenvolvimento de C. longa, viabilizando a
individualizacdo da melhor condi¢do de exposicao a luz, bem como do tempo ideal para a
colheita, visando a producao de rizomas de alta qualidade .

Observamos que independentemente das condi¢des de luz, o acumulo de biomassa das
folhas apresentou aumento até a segunda colheita, j4 a biomassa dos rizomas apresentou
aumento linear, no intervalo de tempo estudado. Notavelmente, nas plantas protegidas do UV
o aumento da assimilacdo de CO,, durante todo o ciclco da cultura, proporcionou incremento
na produgdo de biomassa e, consequentemente, no rendimento total de curcumina e de
curcuminoides.

Em relacdo ao teor de curcuminoides, ao final do ciclo de cultivo (203 DAP), o teor
de curcumina ¢ DMC nao foram afetados pelas diferentes condicdes de luz; e o ambiente
protegido da radiagdo UV proporcionou o menor teor de BDMC. Concluimos que a luz solar
plena ¢ um ambiente estressante para o cultivo de C. longa e a exclusao da radiagdo UV
fornecida pelo filme de polietileno anti-UV durante o crescimento das plantas conduziu a
melhorias em termos de assimilacdo de CO,, biomassa e rendimento final de curcuminoides
totais.

Porém, encontramos maior teor de curcuminoides no inicio do cultivo, aos 65 DAP.
Nesta fase o ambiente com 70 % de sombreamento foi considerado o melhor para a produgao
de curcuminoides, visando o processo de purificacdo, j4 que nesta fase a biomassa ¢
marcadamente menor.

Para a purificagdo dos curcuminoides de C. longa otimizamos um protocolo ja
estabelecido, utilizando nanoparticulas magnéticas, chamadas de Surface Active Maghemite
Nanoparticles (SAMNs). O rendimento de purificacdo alcancado foi 17,6 maior, em relacao
ao protocolo anteriormente relatado, levando a recuperagdo de > 98 % desses compostos,

oferecendo possibilidades reais para a sua producao industrial competitiva.
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