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RESUMO

Espécies reativas de oxigénio e os radicais livres sdo produzidos durante o metabolismo
aerdbico normal. A superproducdo dessas espécies esté relacionada com o estresse oxidativo
que pode levar a oxidacao de proteinas, lipidios, DNA e desencadear uma série de eventos
que resultam na morte celular. O estresse oxidativo também esta relacionado a fisiopatologia
de doencas neurodegenerativas e transtornos mentais como ansiedade e depressao. Assim,
antioxidantes podem potencialmente ser utilizados como tratamento e/ou adjuvantes nessas
condicdes. Nesse contexto, a curcumina, um polifenol extraido do rizoma de Curcuma longa
L (Zingiberaceae) possui atividades antioxidante e anti-inflamatoria, entretanto, apresenta
baixa biodisponibilidade. Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi comparar a atividade
antioxidante in vitro da curcumina (CUR, 0,0625, 0,25 e 1 g/L) com uma preparacdo de
curcumina micronizada (CM, 0,0625, 0,25 e 1 g/L) sobre as capacidades redutora de ferro
(FRAP) e removedora de radicais livres (DPPH), bem como sobre o efeito protetor contra a
oxidacdo da glutationa (GSH) induzida pelo perdxido de hidrogénio e inibicdo da formacdo de
radical hidroxila. Acido ascorbico (0,0625, 0,25 e 1 g/L) foi utilizado como controle positivo.
A CM demonstrou maior capacidade removedora de radical livre do que a CUR no ensaio de
DPPH nas concentracdes de 0,0625 e 1 g/L e equivalente ao do acido ascorbico em todas as
concentracdes. CM apresentou maior potencial redutor que CUR nas concentracdes de 0,0625
e 1 g/L, sendo ambas menos efetivas que o &cido ascérbico. Nenhum dos grupos apresentou
diferenca significativa sobre o efeito protetor contra oxidacdo da GSH. Porém, sobre a
inibicdo da formacdo de radical hidroxila a CM e CUR foram significativamente mais
eficazes que o acido ascorbico na concentracdo de 1 g/L. Os resultados mostram pela primeira
vez que o potencial antioxidante da CM ¢é superior ao da CUR. Mais estudos sdo necessarios
para a elucidacdo do mecanismo antioxidante da CM e de seus potenciais efeitos in vivo.

Palavras-chave: estresse oxidativo; antioxidante; curcumina micronizada.



ABSTRACT

Reactive oxygen species (ROS) and free radicals are produced during normal aerobic
metabolism. The overproduction of ROS is related to oxidative stress and lead to oxidation of
proteins, lipids, DNA, and trigger a series of events that result in cell death. Oxidative stress is
also related to the pathophysiology of neurodegenerative diseases and mental disorders such
as anxiety and depression. Thus, antioxidants can potentially be used as treatment and/or
adjuvants under such conditions. In this context, curcumin, a polyphenol extracted from the
rhizome of Curcuma longa L (Zingiberaceae) has antioxidant and anti-inflammatory
activities, however, presents low bioavailability. The aim of this study was to compare the in
vitro antioxidant activity of curcumin (CUR, 0.0625, 0.25 and 1 g/L) with a micronized
curcumin preparation (CM, 0.0625, 0.25 and 1 g/L) on the iron-reducing (FRAP) and free
radical scavenging (DPPH) capacities, as well as on the protective effect against hydrogen
peroxide-induced glutathione (GSH) oxidation and inhibition of hydroxyl radical formation.
Ascorbic acid (0.0625, 0.25 and 1 g/L) was used as a positive control. The CM showed higher
free radical scavenging capacity than the CUR in the DPPH assay at concentrations of 0.0625
and 1 g/L and equivalent to the ascorbic acid at all concentrations. CM presented higher
reduction potential than CUR at concentrations of 0.0625 and 1 g/L, and both were less
effective than ascorbic acid. None of the groups presented a significant difference in the
protective effect against oxidation of GSH. However, on the inhibition of hydroxyl radical
formation, CM and CUR were significantly more effective than ascorbic acid at the
concentration of 1 g/L. The results show for the first time that the antioxidant potential of CM
is superior to CUR. Further studies are needed to elucidate the antioxidant mechanism of CM
and its potential in vivo effects.

Keywords: oxidative stress; antioxidant; micronized curcumin.
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1 INTRODUCAO

O sistema nervoso central demanda grande quantidade energética e
consequentemente elevada taxa metabdlica , representando 20% do consumo total de
oxigénio do organismo (FEDOCE et al., 2018; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1985).
Um elevado consumo de oxigénio esta relacionado com maior producdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO’s) e isso potencialmente pode causar danos as células do
sistema nervoso central (SAHIN; GUMUSLU, 2007).

ERO’s podem ser classificadas em radicais livres (superdxido, O3 ), radical
hidroxila (OH"), ou ndo radicais, como peroxido de hidrogénio (H,0,) (Figura 1)
(GANDHI; ABRAMOV, 2012). Sdo geradas no organismo por fontes exdgenas (como
as radiaces ultravioleta e ionizante e farmacos) e enddgenas (resultado do processo de
respiracdo celular). Na mitocéndria, as ERO’s sdo formadas pela cadeia respiratoria de
elétrons através de cinco complexos: NADH-coenzima Q redutase (CoQ, complexo 1),
succinato desidrogenase (complexo I1), coenzima Q-citocromo ¢ redutase (complexo
[11), citocromo c oxidase (complexo IV) e ATP sintase (complexo V) (Figura 2)
(MAAS; VALLES; MARTENS, 2017). Sendo os complexos | e Ill os principais
responsaveis pela producdo de O; mitocondrial (ORELLANA; SLACHEVSKY, 2013;
ZUCKERMAN et al., 2003).

’QZQ‘ 0:16! ZQZQ:

Oxigénio (0,) Anion superéxido (057) Peréxido (0572)

H 00 H 0 - O H-

Peroxido de hidrogénio (H,0,) Radical hidroxila (OH*) fon hidroxila (OH*")

Figura 1. Exemplos de espécies reativas de oxigénio (ERO’s). A reducdo consecutiva de
oxigénio através da adi¢do de elétrons causa a formacdo de uma variedade de ERO’s que
incluem anion superéxido (03), radical hidroxila (OH"), ion hidroxila (OH") e peréxido de
hidrogénio (H,0,). O ponto vermelho indica um elétron desemparelhado. Fonte: adaptado de
KIM et al., (2015).
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Figura 2. Formagdo de espécies reativas de oxigénio na cadeia transportadora de elétrons
(CTE). No ciclo de Krebs ocorre uma série de reacdes enzimaticas que fornecem elétrons (do
piruvato via acetil-CoA) a CTE na forma de NADH e FADH,. Esses elétrons passam entdo por
transporte vetorial ao longo da CTE, gerando um gradiente de energia eletroquimica pelo qual o
adenosina difosfato (ADP) pode ser fosforilado em adenosina trifosfato (ATP) no complexo V.
Para manter o fluxo de elétrons (e geragdo de ATP) os elétrons devem ser “removidos” da CTE,
e isso é realizado no complexo IV (citocromo-oxidase), onde os elétrons reduzem o oxigénio a
agua em quatro etapas consecutivas (mas combinadas) de um elétron. Embora todo o processo
seja realmente eficiente, cerca de 1-2% do oxigénio molecular consumido durante a respiracdo
fisiologica normal é reduzido em reacdes colaterais de um elétron (principalmente no complexo
I e 1) no radical &nion superoxido, 05 (também comumente apenas chamado “superdéxido”). O
superoxido assim gerado é quase imediatamente dismutado em peroxido de hidrogénio (H,0,)
pela superoxido dismutase (SOD). Fonte: adaptado de Fedoce et al, 2018.

Em homeostase, a producdo de ERO’s € controlada por diversos sistemas
antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos (SENKOWSKI; GALLINAT, 2015). A
enzima superdxido dismutase (SOD) catalisa a dismutagdo do O; a H,0,, utilizando
ferro ou manganés como cofator (DASURI; ZHANG; KELLER, 2013; GANDHI,
ABRAMOV, 2012), e entdo, 0 H,0, é eliminado pela enzima catalase (CAT) no citosol
ou pela glutationa peroxidase (GPx) na mitocondria (FEDOCE et al., 2018). A
glutationa (GSH) ¢ sintetizada a partir do dipeptideo y em combinagdo com a glicina
pela acdo da glutationa sintetase, consistindo em  trés aminoacidos,
glutamato, cisteina e glicina. Sendo o grupo tiol da cisteina o local ativo e responsavel

por suas fungdes protetoras contra o estresse oxidativo e que reconhecido como
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o tiol ndo proteico mais importante nos sistemas vivos (DASURI; ZHANG; KELLER,
2013; GANDHI; ABRAMOV, 2012). A GSH reduzida esta envolvida na remoc¢éo de
EROQO’s, como 05 e OH', além de doar elétrons para redugdo de peroxidos pela GPx
através da reacdo de oxidagdo da GSH em glutationa oxidada na forma dimerizada
(GSSG) (Figura 3). A GSH também pode sofrer oxidacdo e formar dissulfetos do tipo

GSSR com o tiol da cisteina presente em proteinas.

Fe?* Fe3+
. "
SOD

03 "

2 H202 Reacdo de Fenton OH

/ 2 GSH \ ‘ ‘

GOl GS.H Catalase

redutase peroxidase

S

H,0 H,0 + 0,

Figura 3. Enzimas envolvidas na geragdo e inativacdo de espécies reativas de oxigénio. O H,0,
pode sofrer conversdo espontanea para o radical hidroxila (OH") por meio da reacdo de Fenton.
O OH" é extremamente reativo e ataca a maioria dos componentes celulares. O H,0, pode ser
desintoxicado via glutationa (GSH) peroxidase ou catalase para H,0 e 0,. Fonte: adaptado de
Li etal, 2013.

Quando ocorre uma superproducdo de ERO’s e uma diminui¢cdo nas defesas
antioxidantes, ha geracdo de OH" via reacdo de Fenton dependente de ions metalicos.
Isso resulta em estresse oxidativo que altera a homeostase neuronal e favorece a
ocorréncia de lesdes oxidativas em proteinas, lipidios e &cidos nucléicos, podendo
resultar em morte celular (DASURI; ZHANG; KELLER, 2013; GANDHI,
ABRAMOV, 2012; MAAS; VALLES; MARTENS, 2017; UTTARA et al., 2009;
ZHANG et al., 2013). Esse desequilibrio parece estar relacionado a fisiopatologia de
diversas condigdes centrais como doencas neurodegenerativas, transtornos mentais
como ansiedade e depressdo e também com a hipertensdo arterial pulmonar e
aterosclerose (BUTTERFIELD; HALLIWELL, 2019; GILHOTRA; DHINGRA, 2010;
KANCHANATAWAN et al., 2018; MACCARTHY; SHAH, 2003; MANOHARAN et
al., 2016; SAMARGHANDIAN et al., 2017).

Quando um organismo € submetido a uma determinada situacdo estressora, diversos
sistemas, como o sistema nervoso autbnomo e eixos neuroenddcrinos, como 0 eixo

hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA) séo ativados a fim de responder adequadamente a
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essa demanda (MCEWEN, 2006). Tal resposta (chamada de alostase) tem por objetivo
superar as demandas e, posteriormente, a homeostase é reestabelecida. Entretanto, em
determinados casos (como em situagdes de estresse cronico), o restabelecimento da
homeostasia pode ser prejudicado, predispondo o individuo a efeitos deletérios que
resultam no estabelecimento de um fendmeno chamado de sobrecarga alostatica
(FEDOCE et al., 2018; RASGON; MCEWEN, 2016). Esse fenbmeno esta relacionado a
hiperativacdo do eixo HPA, com aumento dos niveis de cortisol, que por sua vez esta
relacionados a um aumento de dano oxidativo (FEDOCE et al., 2018).

Além da producdo excessiva de ERO’s e da hiperativacdo do eixo HPA, a
neuroinflamacdo parece estar presente em diversos transtornos neuropsiquiatricos
(SKAPER; FACCI; GIUSTI, 2014; STREIT, 2010; SVENUNGSSON et al., 2001).
Diversos estudos ja demonstraram que em pacientes com transtornos mentais como
ansiedade e depressdo, 0s niveis de citocinas pré-inflamatérias como fator de necrose
tumoral a (TNF-a), interleucinas 1B e 6 (IL-6) e interferon alfa (INF-a) estdo
aumentados (CRASKE et al., 2017; FEDOCE et al., 2018; GILHOTRA; DHINGRA,
2010; HEWLINGS; KALMAN, 2017; KANCHANATAWAN et al., 2018). Esse
“ambiente inflamado” pode levar a um aumento na produgdo de ERO’s ou vice-versa
(FEDOCE et al., 2018).

Apesar de ndo ser claro o que se estabelece antes, se é o0 estresse
oxidativo/neuroinflamacdo ou os transtornos neuropsiquiatricos, vislumbra-se que
compostos antioxidantes, capazes de contrabalancear a geracdo de espécies reativas nas
celulas e restabelecer a homeostase, possam ser utilizados como uma terapia adjunta
para tais condicdes.

A curcumina € o principal polifenol natural encontrado no rizoma de Curcuma
longa L. (Zingiberaceae) nativa da Asia (figura 4). Os principais constituintes ativos da
curcumina sdo os curcumindides e 0s sesquiterpenos, 0s quais SA0 responsaveis por
aumentar a solubilidade das derivacGes de curcumina e assim, adequam a formulagédo de
farmacos. Os curcuminodides sdo fenois naturais e comumente utilizados como corantes
ou aditivos alimentares. A composicdo quimica desta molécula confere menos
solubilidade em agua com pH &cido e neutro, mas é altamente soltvel em metanol ou
etanol. Os grupos aromaticos da curcumina oferecem hidrofobicidade a molécula e o
ligante confere flexibilidade, mas tambem, consiste em uma molécula lipofilica, capaz

de atravessar a barreira hematoencefalica, ndo apresentando efeitos toxicos em animais
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e em humanos mesmo em elevadas doses (AMALRAJ et al., 2017; HATCHER et al.,
2008; XU et al., 2005).

curcumin (C,,H,,0,) MW: 368.37

Figura 4. Estrutura quimica da curcumina extraida do rizoma de Curmuma longa.
Nomenclatura IUPAC: (1E,6E)-1,7-bis(4-hydroxy-3-methoxyphenyl) hepta-1,6-diene-3,5-dione
(PUBCHEM, [s.d.]).

Vaérios estudos demonstram o efeito antioxidante da curcumina. Tal efeito pode
seratribuido aos grupos fendlicos presentes na molécula (ZHENG et al., 2017). Esses
grupos possuem potencial antioxidante devido as suas propriedades como agentes
redutores, doadores de hidrogénio, assim como inibidores de adsorcdo de oxigénio.
Além disso, acredita-se que seja necessaria a formacao de radical fendxi estavel, pois o
grupo fendlico parece ndo ser, por si sO, capaz de eliminar os radicais livres dos
curcuminoides (BUTTERFIELD; HALLIWELL, 2019; SAHU, 2016). Estudos
demonstram que assim como a fluoxetina, a curcumina foi capaz de restaurar o
comportamento e as mudangas neuroquimicas associadas a ansiedade. Através de seu
papel na modulacdo da neuroinflamacdo a partir da inibicdo do fator nuclear NF-xB,
responsavel pela regulacdo da ativacdo de citocinas inflamatérias, como o interferon
alfa (INF-o) (HATCHER et al., 2008). Além disso, a curcumina melhora a cognicao,
assim como a neurogénese através de mecanismo que envolve o aumento dos niveis do
fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) (ZHANG et al., 2015). Por outro lado,
estudos mostram que a curcumina também apresenta um efeito tipo-ansiolitico devido
ao aumento nos niveis de serotonina no hipocampo e cortex pré-frontal, além de atuar
modulando o sistema GABAérgico (BENAMMI et al., 2014; GILHOTRA; DHINGRA,
2010).

Embora a curcumina apresente diversos efeitos benéficos, estudos demonstraram
que a biodisponibilidade é baixa (ANAND et al., 2007). Uma alternativa para melhorar
a biodisponibilidade e potencializar os seus efeitos consiste na técnica de micronizagéo
da matéria-prima através da técnica de dioxido de carbono supercritico (AGUIAR et al.,
2017; FRANCESCHI et al., 2008). A qual permite a obtengdo de um tamanho bem
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reduzido da particula. E dessa maneira, hd um aumento da solubilidade do composto,
devido ao aumento da é&rea de superficie de contato e uma melhora na
biodisponibilidade de compostos pouco sollveis em &gua (BERTONCELLO et al.,
2018; BHAKAY et al., 2011). Essa abordagem vem sendo utilizada em diversos estudo
que confirmam a melhoria de moléculas. A micronizacdo de N-acetilcisteina resultou
em um aumento na taxa de dissolu¢cdo do composto, assim como uma modificacdo da
estrutura cristalina (AGUIAR et al., 2017). A micronizacao do resveratrol aumentou sua
biodisponibilidade em pacientes com cancer colorretal e reduziu os efeitos adversos em
individuos saudaveis (HOWELLS et al., 2011). Alem disso, desmonstrou-se que a
curcumina micronizada previne crises epilépticas de uma maneira mais robusta do que a
forma convencional (BERTONCELLDO et al., 2018).

Portanto, considerando que o processo de micronizacdo é capaz de aumentar a
superficie de contato, taxa de dissolucdo e solubilidade do composto. Nossa hipbtese é

que a CM apresente capacidade antioxidante superior a CUR.
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2 JUSTIFICATIVA

A neurobiologia dos transtornos mentais € complexa e ha presenca de
desequilibrio entre a producdo de espécies reativas dos sistemas antioxidantes. A
investigacdo de compostos antioxidantes com foco na oxidacdo celular pode fornecer
candidatos a novas terapias para tais condi¢cdes. A curcumina apresenta baixa
biodisponibilidade e isso pode limitar o seu uso na clinica. A micronizagdo é um
processo capaz de melhorar significativamente a cinética de moléculas. Nesse sentido, é
mandatdrio comparar os diferentes tipos de preparacdes de curcumina a fim de fornecer

evidéncias para os estudos in vivo subsequentes.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Comparar a atividade antioxidante da curcumina (CUR) e da curcumina
micronizada (CM) in vitro.

3.2 Objetivos especificos

Comparar a atividade antioxidante das duas preparacOes sobre 0s seguintes
parametros: (a) eliminacdo do radical DPPH; (b) poder antioxidante redutor de ferro
(FRAP); (c) protecdo contra a oxidacdo da glutationa (GSH) e (d) inibicdo da formacéo

de radical hidroxila (desoxirribose).
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4 ARTIGO CIENTIFICO

Comparacdo da atividade antioxidante in vitro de diferentes preparacdes de
curcumina

Giovana Pantat, Adrieli Sachett?, Angelo Piato!

L aboratério de Psicofarmacologia e Comportamento, ICBS, Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
Porto Alegre, Brasil

RESUMO

Curcumina é um polifenol extraido do rizoma de Curcuma longa L (Zingiberaceae).
Esse composto apresenta atividade antioxidante, anti-inflamatéria, ansiolitica,
antidepressiva e neurotrofica j& demonstradas em modelos pré-clinicos e clinicos.
Entretanto, pelas suas caracteristicas fisico-quimicas apresenta baixa biodisponibilidade.
A micronizacdo por fluido supercritico € um processo que permite reduzir a
granulometria de algumas particulas quimicas e, dessa forma, alterar aspectos fisico-
quimicos da molécula melhorando por exemplo a sua biodisponibilidade. Nesse
contexto, o objetivo do trabalho foi comparar a atividade antioxidante in vitro da
curcumina (CUR), curcumina micronizada (CM) e &cido ascorbico nas concentracdes
de 0,0625, 0,25 e 1 g/L. CM demonstrou maior capacidade removedora de radicais
livres e potencial redutor do que a CUR, sendo equivalente ao do &cido ascérbico.
Todos os compostos apresentaram efeito protetor contra oxidacgdo da glutationa e foram
capazes de inibir a formacao do radical hidroxila. Nossos resultados demonstram pela
primeira vez que CM possui maior capacidade antioxidante que a CUR.

Palavras-chave: estresse oxidativo; antioxidante; curcumina micronizada

1. INTRODUCAO

A curcumina é um polifenol derivado do rizoma de Curcuma longa L.
(Zingiberaceae), amplamente utilizada tradicionalmente como tempero, conservante de
alimentos e erva medicinal devido a suas diversas propriedades antioxidante, anti-
inflamatoria, antimicrobiana e antitumoral em diversos paises do sudeste asiatico e ao
redor do mundo (LESTARI; INDRAYANTO, 2014; REDDY et al., 2005; SA; DAS,
2008; WRIGHT et al., 2013). Sua estrutura é composta por dois grupos fendis
metoxilados, um grupo B-dicetona e isdbmeros ceto e enol apresentando insolubilidade
em agua (Barzegar, 2012).

Diversos estudos tém demonstrado os efeitos benéficos da curcumina. Atua
como antioxidante através do aumento na eliminagdo de ERO’s (Menon & Sudheer,
2007), da inibicdo de enzimas geradoras de ERO’s, como a lipoxigenase e do aumento

na atividade de enzimas antioxidantes, como a superdxido dismutase (Lin et al., 2007;
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Panahi, Alishiri, Parvin, & Sahebkar, 2016). Ao ser administrada oralmente a
curcumina foi capaz de aumentar os niveis de serotonina e noradrenalina tanto no cortex
pré-frontal quanto no hipocampo em modelo de depressdo em camundongos (Xu et al.,
2005) e melhorou o quadro depressivo e a ansiedade em humanos em um estudo
randomizado e controlado (Lopresti & Drummond, 2017). A curcumina mostrou ser
eficiente na reducéo do estresse oxidativo e atenuou a ansiedade em roedores (Da Silva
Morrone et al., 2016). Além disso, estudos demostram que a curcumina apresenta efeito
anti-inflamatorio, principalmente devido a inibicdo da ciclo-oxigenase-2 (COX-2) e da
producdo de citocinas (Menon & Sudheer, 2007). Também reduziu a expressao génica
de citocinas pré-inflamatoérias como o fator de necrose tumoral a (TNF-a), interleucina
1-B (IL-1PB) e proteinas envolvidas na apoptose como fator nuclear kappa-B (NF-xB) e
caspase-3 em modelo de depressao induzida por reserpina (Arora, Kuhad, Tiwari, &
Chopra, 2011). A curcumina também foi capaz de reduzir niveis de inflamacéo,
aumentar a neurogénese e normalizar niveis de estresse oxidativo em ratos expostos
diariamente a estresse por restricdo e a baixas doses de substancias quimicas como
brometo de piridostigmina e N-N-dietil-mtoluamida (DEET), em um modelo de estresse
pos-traumatico (Kodali et al., 2018).

Apesar de seus efeitos benéficos, estudos indicam que a curcumina apresenta
baixa biodisponibilidade (Anand, Kunnumakkara, Newman, & Aggarwal, 2007). A
biodisponibilidade de um composto pode ser melhorada através da micronizacdo da
matéria-prima atraves da aplicacdo da técnica de micronizacdo por didxido de carbono
supercritico (Aguiar et al., 2017). A micronizacdo é uma técnica quimica verde
adequada para preparar e modificar as propriedades de determinado composto. Essa
ferramenta permite obter um tamanho de particula grandemente reduzido, comparado
com o material de partida, aumentando assim a sua solubilidade e a area de contato
superficial (Bertoncello, Aguiar, Oliveira, & Siebel, 2018). Em um modelo de epilepsia
induzida por pentilenotetrazol (PTZ) em peixe-zebra, a micronizagdo da curcumina foi
capaz de potencializar o efeito antiepiléptico quando comparada a uma curcumina nao
micronizada (convencional). Outro estudo mostrou que a micronizagdo do resveratrol
aumentou em 3,6 vezes os niveis do composto no plasma em pacientes com cancer
colorretal quando comparado ao resveratrol ndo micronizado (Howells et al., 2011).

A curcumina é um composto natural com atividade antioxidante e aplicagédo
promissora em diversos transtornos relacionados a oxidacdo celular, entretanto sua

aplicacdo tem sido dificultada devido a baixa biodisponibilidade. Nesse contexto, o
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objetivo desse trabalho foi comparar a atividade antioxidante da curcumina (CUR) e

curcumina micronizada (CM) in vitro.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 CURCUMINA

A curcumina foi obtida da Sigma-Aldrich® (CAS: 458-37-7) e a micronizacao
foi realizada no Laboratdrio de Termodindmica e Tecnologia Supercritica (LATESC) do
Departamento de Engenharia Quimica e de Alimentos (EQA) da UFSC, através de
parceria de pesquisa ja estabelecida (Bertoncello et al., 2018). As diferentes preparacoes
de curcumina foram diluidas em DMSO 1%. O é&cido ascorbico, foi usado como
controle positivo, obtido da Dindmica® e diluido em agua destilada. Dessa forma, os
seguintes grupos experimentais foram testados: DMSO 1%; acido ascérbico (0,0625,
0,25 e 1 g/L); curcumina (CUR 0,0625, 0,25 e 1 g/L) curcumina micronizada (CM
0,0625, 0,25 e 1 g/L). Essas concentracOes foram baseadas em estudos anteriores
(Bertoncello et al., 2018; Gilhotra & Dhingra, 2010; Xu et al., 2005). Todas as analises

foram realizadas em duplicata com um n = 5.

2.2 ANALISES DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

2.2.1 Ensaio de eliminacdo do radical 1,1-difenil-2-2-piciril-hidrazilo (DPPH)

A capacidade sequestradora de radicais livres foi avaliada pelo ensaio de DPPH
baseado em Brand-Williams, Cuvelier, & Berset (1995) com modificagdes. 7,5 pL de
amostra nas diferentes concentraces foram incubadas 24 h no escuro em temperatura
ambiente com 7,5 L de metanol e 285 pL de DPPH diluido (0,24 mg/mL de DPPH foi
diluido em metanol até obter uma absorbancia de 1,12 nm lida em A 517 nm). DPPH e
metanol, sem amostra foram utilizados como controle. Metanol foi utilizado como
branco. Apds incubacdo a absorbancia foi lida em A 517 nm. O célculo para avaliar %

inibicdo do radical DPPH foi realizado segundo a equacao:

% inibic&o do radical DPPH = 100 x [A“’"”‘”e_ (Aamostra _A”“‘"C")]

Acontrole
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2.2.2 Determinacéo do poder antioxidante redutor de ferro (FRAP)

O ensaio de FRAP foi realizado conforme Benzie & Strain (1996) com
modificacdes. O método baseia-se na reducdo de Fe3*(férrico) para Fe?*(ferroso) por
moléculas antioxidantes formando o complexo Fe?*+ TPTZ de coloragéo azul, lido em
A 593 nm. 10 pL das diferentes concentragfes das amostras foram incubadas a 37 °C
durante 15 min com 300 pL da solucéo de trabalho contendo: 2,4,6-Tripiridil-Triazina
(TPTZ) 10 mM + HCI 40 mM, FeCl;.6H,0 20 mM e tampédo acetato 300 mM
(proporgéo 10:1:1). Brancos para cada amostra foram incubados sem TPTZ (substituido
por agua no reagente de trabalho), além do branco sem amostra. Dessa forma, a
absorbancia obtida na auséncia de TPTZ foi subtraida daquela obtida com a presenca do
TPTZ. O aumento na absorbancia devido a formagdo do complexo Fe?* + TPTZ foi

analisado.

2.2.3 Protecéo contra a oxidacao da glutationa (GSH)

A capacidade de prevencdo da oxidacdo de GSH induzida pelo perdxido de
hidrogénio (H,0,) foi medida pela presenca de grupos sulfidrilas remanescentes de
GSH que reagem com 5, 5'-ditiobis (acido 2-nitrobenzoico) (DTNB), conforme Ellman
(1959) com modificagbes. 10 pL de cada uma das amostras foram incubadas por 30
min. no escuro, a temperatura ambiente com meio de reacdo contendo 50 pL tampéo de
fosfato de potéssio (200 mM, pH 6,4) e 42 uL de H,0, (5 mM). Ap6s o periodo de
incubacdo, foram adicionados 12 pL do meio incubado a 238uL de DTNB, lido em 412
nm ap6s 5 min. Amostras sem GSH foram utilizadas como branco da amostra e 0 meio
de incubacdo sem amostra foram utilizados como controle. O célculo para avaliar a
porcentagem de grupos sulfidrilas remanescentes de GSH foi realizado segundo a

equacéo:

Acontrole = (Aamostra - Abranco)]

% grupos sulfidrilas remanescentes de GSH = 100 x [

Acontrole

2.2.4 Ensaio de desoxirribose

A capacidade de inibir a formacdo de radical hidroxila a partir do H,0, via
reacdo de fenton, foi avaliada pelo método de desoxirribose baseado em Halliwell,
Gutteridge, & Aruoma (1987) com modificagcbes. Ao qual a producdo de OH' leva a

oxidacdo de desoxirribose e producdo de malondialdeido (MDA), medido através das
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substancias reativas a acido tiobarbitirico (TBARS). Foram incubados 40 pL de
KH,PO, — KOH (50 mM, pH 7,4), 10 pL de desoxirribose (60 mM), 10 uL de FeCl; (1
mM), 10 uL de EDTA (1,04 mM), 10 uL de &cido ascorbico (2 mM), 10 uL de H,0,
(10 mM) e 10 pL das amostras nas diferentes concentragdes. As misturas reacionais
foram incubadas a 37 °C durante 1 h. Apds, foram adicionados ao meio de incubagao
100 pL de TBA a 1% e 100 pL de HCI a 25% e aquecido em banho-maria a 100 °C
durante 15 min. A absorbancia foi lida em % 532 nm. Amostras sem desoxirribose foram
utilizadas como branco da amostra e 0 meio de incubacdo sem amostra foram utilizados
como controle. A porcentagem de inibicdo da formacdo de radical hidroxila foi

realizado segundo a equacéo:

% de inibicdo do radical hidroxila = 100 x [Awntmle —(Aamostra — Abmnco)]

Acontrole

2.3 ANALISE ESTATISTICA

A normalidade dos dados e homogeneidade das variancias foram analisadas
usando os testes de D'Agostino-Persone Levene, respectivamente. Os dados foram
analisados por anélise de variancia de uma via (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey e
sdo apresentados como média + erro padrdo da média (E.P.M.). As diferencas foram

consideras significativas quando p<0,05.
3. RESULTADOS

A figura 1 representa os resultados obtidos do ensaio de DPPH, mostrando que o
poder antioxidante de inibicdo do radical DPPH da CM foi significativamente maior
que a CUR na concentracdo de 1 g/L e equivalente ao controle positivo acido ascorbico
em todas as concentracdes testadas (p<0,0001, F(9,40)=228,2). Porém, CUR foi mais
efetiva que CM e &cido ascorbico na concentragdo de 0,0625 g/L e menos efetiva que o
acido ascorbico na concentracdo de 1 g/L. CM, CUR e &cido ascdrbico em todas as

concentracgdes testadas foram mais efetivas que 0 DMSO 1%.
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Figura 1. Efeito de diferentes tratamentos (DMSO, &cido ascérbico, curcumina e curcumina
micronizada) sobre o percentual de inibicdo do radical DPPH in vitro. Os resultados sdo
expressos como média + E.P.M.*p<0,05 x &cido ascérbico (na mesma concentraco). *p<0,05 x
DMSO 1%. *p<0,05 x curcumina (na mesma concentracdo). ANOVA/Tukey (n=5).
Concentragdes mostradas em g/L.

A figura 2 mostra os resultados do ensaio de FRAP. O poder redutor do ferro no
estado ferrico para ferroso da CM foi significativamente maior que o da CUR nas
concentragdes de 0,25 e 1 g/L (p<0,0001, F(9,40)=316,2). Porém, o potencial redutor do
acido ascorbico foi maior que CM e CUR em todas as concentracGes testadas. Tanto a
CM quanto o 4&cido ascorbico foram melhores que 0 DMSO 1% em todas as
concentragOes testadas. Entretanto, CUR teve maior efeito redutor que DMSO 1%

apenas nas concentracdes de 0,25 e 1 g/L.
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Figura 2. Efeito de diferentes tratamentos (DMSO, &cido ascorbico, curcumina e curcumina
micronizada) sobre o potencial redutor de ferro (FRAP) in vitro. Os resultados sdo expressos
como média + E.P.M. *p<0,05 x 4cido ascérbico (na mesma concentracdo). *p<0,05 x DMSO
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1%. *p<0,05 x curcumina (na mesma concentracdo). ANOVA/Tukey (n=5). Concentracdes
mostradas em g/L.

A figura 3 representa a porcentagem de grupos sulfidrilas remanescentes de
GSH, ap6s inducéo de oxidacédo por peroxido de hidrogénio. CM, CUR, &cido ascérbico
e DMSO foram capazes de prevenir a oxidagdo dos grupos sulfidrilas de GSH, visto que
a porcentagem de grupos remanescentes foi em torno de 80%. Porém ndo houve

diferencas significativas entre os tratamentos nas concentracfes testadas.
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Figura 3. Efeito de diferentes tratamentos (DMSQO, &cido ascérbico, curcumina e curcumina
micronizada) sobre o percentual remanescente de sulfidrilas de GSH in vitro. Os resultados sdo
expressos como média + E.P.M. ANOVA/Tukey (n=5). Concentra¢cdes mostradas em g/L.

A figura 4 ilustra a porcentagem de inibi¢do da formacdo do radical hidroxila.
Tanto CM quanto CUR na concentragdo de 1 g/L foram mais efetivas que o &cido
ascorbico em inibir a formagao do radical hidroxila (F(9,40) = 13,92, p<0,0001). Porém
0 &cido ascorbico foi mais efetivo que CUR na concentracdo de 0,0625 g/L e CM nas
concentragdes de 0,0625 e 2,5 g/L. O DMSO 1% também foi mais efetivo em inibir a
formacéo do radical hidroxila que a CM na concentracdo de 0,25 g/L.
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Figura 4. Efeito de diferentes tratamentos (DMSO, &cido ascérbico, curcumina e curcumina
micronizada) sobre o percentual de inibicdo da formac&o do radical hidroxila in vitro. Os
resultados sdo expressos como meédia + E.P.M. *p<0,05 x &cido ascorbico (na mesma
concentracéo). *p<0,05 x DMSO 1%. ANOVA/Tukey (n=5). Concentracdes mostradas em g/L.

4. DISCUSSAO

Nossos resultados mostram que a curcumina micronizada (CM) apresenta
melhor efeito antioxidante do que a curcumina convencional (CUR). Isso pode ser
verificado através dos testes de DPPH e FRAP que avaliam a capacidade doadora de
elétrons, removedora de radicais livres e redutora respectivamente. Varios estudos
demonstram que o efeito antioxidante da curcumina pode ser atribuido aos grupos
fendlicos que possuem potencial antioxidante devido as suas propriedades como agentes
redutores, doadores de hidrogénio, assim como inibidores de adsorcdo de oxigénio
(Zheng et al., 2017). Resultados semelhantes ja foram observados em diversos estudos,
em que derivados da curcumina possuem melhores efeitos antioxidantes que a
curcumina convencional (Landeros et al., 2017; Sahu, 2016; Singh et al., 2018).
Entretanto, esse é o primeiro estudo que avalia o efeito antioxidante de uma preparacao
de curcumina micronizada.

O DPPH ¢ um radical livre utilizado para avaliar a capacidade antioxidante de
sua eliminacdo por determinado composto perante sua capacidade doadora de um atomo
de hidrogénio ao DPPH, obtendo sua forma reduzida (Lee et al., 2009). No presente
estudo observou-se que a CM apresentou atividade antioxidante de eliminacdo do
radical DPPH equivalente a encontrada para o acido ascorbico. Na concentracdo de 1
g/L, a CM apresentou capacidade antioxidante mais potente que a CUR. Enquanto o
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acido ascorbico teve maior capacidade de eliminacdo que a CUR nas concentracOes de 1
g/L. Esses dados corroboram com encontrados na literatura que indicam que derivados
da curcumina, como os componentes 4-(4-Hidroxifenil)-3,4-di-hidropirimidino-2 (1H)-
ona curcumina e 4-(4-dimetilamino-fenil)-3,4-di-hidro-pirimidino-2  (1H)-tiona
curcumina também parecem ser efetivos em eliminar radicais DPPH, apresentando

taxas de eliminagcdo maiores que 89% (Sahu, 2016).

O metodo FRAP é baseado na capacidade doadora de elétrons de um composto
capaz de reduzir o ferro no estado férrico ao ferroso em solucéo, medido pelo acréscimo
da absorbancia (Halliwell, 1990). A capacidade doadora de elétrons da CM através da
reducdo de ferro, mostrou-se mais eficaz nas concentragdes de 0,25 e 1 g/L em
comparacdo com a CUR. Um estudo que comparou a capacidade antioxidante de um
novo derivado da curcumina (Cur-[G-2]-OH) demonstrou que esse composto € um
terco mais eficaz na reducdo de ferro que a curcumina convencional, apresentando
apenas um terco da fracdo liquida da curcumina em sua molécula, também possuindo
atividade antioxidante mais potentes que o acido ascérbico (Landeros et al., 2017). Os
mecanismos responsaveis por esses resultados se devem pela capacidade doadora do
atomo de hidrogénio bem como a transferéncia de elétrons (Li et al., 2015). Isso
sustenta nossos resultados sugerindo que a capacidade de eliminagéo de radicais obtidos
pelo ensaio de DPPH da CM relacionam-se as suas propriedades redutoras no ensaio de
FRAP.

A protecdo contra oxidacdo de GSH foi medida pelos grupos sulfidrilas
remanescentes de GSH que reagem com DTNB apés oxidacao induzida por H,0,. O
grupo sulfidrila presente no tiol da cisteina ¢ o local ativo e responsavel por suas
funcBes protetoras contra o estresse oxidativo (Dasuri, Zhang, & Keller, 2013; Gandhi
& Abramov, 2012). Sendo assim, sua oxidacdo leva a formacédo de dissulfetos de GSH
e inativacdo da sua capacidade antioxidante, deixando o organismo mais susceptivel a
sofrer danos oxidativos. A CM e a CUR foram capazes de eliminar perdxidos em todas
as concentracOes testadas, com capacidade de inibicdo entorno de 80 %, sendo tdo
efetivas quanto o acido ascorbico nesse ensaio. O que indica sua capacidade de
transferir elétrons e assim prevenir a oxidacdo dos grupos sulfidrilas de GSH,
fornecendo protecédo contra o desequilibrio no estado oxidativo do organismo.

No ensaio de desoxirribose, os radicais hidroxilas gerados pelo Fe**-ascorbato-

EDTA-H,0, (reacdo de Fenton) oxidam a desoxirribose havendo formagéo de MDA
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(Halliwell, Gutteridge, & Aruoma, 1987). Dessa forma, é analisada a capacidade do
composto em inibir a formacdo de radicais hidroxila (OH") e, consequentemente, a
inibicdo da formacdo de malondialdeido (MDA). No organismo, o radical hidroxila
também reage com lipideos de membrana e leva a formagdo de MDA. A inibicdo da
peroxidacdo lipidica € considerada um indice importante de atividade antioxidante, pois
é um ponto final de dano bioldgico que ocorre em varias doencas, incluindo transtornos
neurodegenerativos (Uttara, Singh, Zamboni, & Mahajan, 2009). Nossos resultados
indicam que tanto CM quanto CUR foram capazes de inibir a formagédo de radical
hidroxila e CUR foi equivalente ao acido ascérbico na concentracdo de 2,5 g/L.
Indicando que a curcumina possui capacidade de eliminagdo de peroxidos, inibicdo da
formacéo de radicais livres e assim pode prover protecao contra peroxidagdo lipidica, o
que também tem sido justificado principalmente pela presenca de grupos fendlicos na
molécula. Estudos demonstram que a curcumina pode eliminar anion superoxido e
diminuir os niveis de MDA, e dessa forma, possui efeito neuroprotetor no hipocampo
em ratos expostos a homocisteina (Ataie, Sabetkasaei, Haghparast, Moghaddam, &
Kazeminejad, 2010).

5. CONCLUSOES

A curcumina apresenta atividade antioxidante in vitro capaz de reduzir e
remover radicais livres atuando como doadora ou na transferéncia de elétrons. A
curcumina micronizada apresentou maior atividade antioxidante em relacdo a
curcumina nas concentracdes de 0,25 e 1 g/L, sendo mais eficiente em mecanismos
envolvendo sua capacidade redutora e agindo como doadora de elétrons contra radicais
livres e espécies reativas de oxigénio. Esse estudo mostra que a micronizagdo é um
processo capaz de alterar as caracteristicas fisico-quimicas de compostos e,
consequentemente, melhorar seu perfil de acdo. Mais estudos sdo necessarios para
comparar as diferentes preparac6es de curcumina a fim de fornecer evidéncias para 0s

estudos in vivo.
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5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Demostramos que uma formulagdo micronizada de curcumina apresentou
melhor perfil antioxidante in vitro em comparacdo a uma preparacdo convencional,
sendo tdo efetiva quanto o controle positivo acido ascorbico. Assim, especulamos que a
curcumina micronizada apresenta perfil fisico-quimico, solubilidade, biodisponibilidade
e eficacia melhores do que a curcumina convencional. Porém, mais estudos in vivo sdo
necessarios para a elucidacdo completa desses efeitos. Pretende-se analisar os efeitos da
CM sobre pardmetros comportamentais e bioquimicos em peixes-zebra a fim de

determinar o potencial uso dessa prepara¢do em transtornos mentais.
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You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the
research and/or preparation of the article and to briefly describe the role of the
sponsor(s), if any, in study design; in the collection, analysis and interpretation of data;
in the writing of the report; and in the decision to submit the article for publication. If
the funding source(s) had no such involvement then this should be stated.

Funding body agreements and policies

Elsevier has established a number of agreements with funding bodies which allow
authors to comply with their funder's open access policies. Some funding bodies will
reimburse the author for the gold open access publication fee. Details of existing
agreements are available online.

This journal offers authors a choice in publishing their research:

Subscription

* Articles are made available to subscribers as well as developing countries and patient
groups through our universal access programs.

* No open access publication fee payable by authors.
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» The Author is entitled to post the accepted manuscript in their institution's repository
and make this public after an embargo period (known as green Open Access). The
published journal article cannot be shared publicly, for example on ResearchGate or
Academia.edu, to ensure the sustainability of peerreviewed research in journal
publications. The embargo period for this journal can be found below.

Gold open access

* Articles are freely available to both subscribers and the wider public with permitted
reuse.

* A gold open access publication fee is payable by authors or on their behalf, e.g. by
their research funder or institution.

Regardless of how you choose to publish your article, the journal will apply the same
peer review criteria and acceptance standards.

For gold open access articles, permitted third party (re)use is defined by the following
Creative Commons user licenses:

Creative Commons Attribution (CC BY)

Lets others distribute and copy the article, create extracts, abstracts, and other revised
versions, adaptations or derivative works of or from an article (such as a translation),
include in a collective work (such as an anthology), text or data mine the article, even
for commercial purposes, as long as they credit the author(s), do not represent the author
as endorsing their adaptation of the article, and do not modify the article in such a way
as to damage the author's honor or reputation.

Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivs (CC BY-NC-ND)

For non-commercial purposes, lets others distribute and copy the article, and to include
in a collective work (such as an anthology), as long as they credit the author(s) and
provided they do not alter or modify the article.

The gold open access publication fee for this journal is USD 3800, excluding taxes.
Learn more about Elsevier's pricing policy:
https://www.elsevier.com/openaccesspricing.

Green open access

Authors can share their research in a variety of different ways and Elsevier has a
number of green open access options available. We recommend authors see our open
access page for further information.

Authors can also self-archive their manuscripts immediately and enable public access
from their institution's repository after an embargo period. This is the version that has
been accepted for publication and which typically includes author-incorporated changes
suggested during submission, peer review and in editor-author communications.
Embargo period: For subscription articles, na appropriate amount of time is needed for
journals to deliver value to subscribing customers before an article becomes freely
available to the public. This is the embargo period and it begins from the date the article
is formally published online in its final and fully citable form. Find out more.

This journal has an embargo period of 12 months.

Language (usage and editing services)

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a
mixture of these). Authors who feel their English language manuscript may require
editing to eliminate possible grammatical or spelling errors and to conform to correct
scientific English may wish to use the English Language Editing service available from
Elsevier's WebShop.

Authors whose native language is not English are strongly advised to have their
manuscripts checked by an English-speaking colleague prior to submission.



44

Our online submission system guides you stepwise through the process of entering your
article details and uploading your files. The system converts your article files to a single
PDF file used in the peer-review process. Editable files (e.g., Word, LaTeX) are
required to typeset your article for final publication. All correspondence, including
notification of the Editor's decision and requests for revision, is sent by e-mail.

Authors must provide and use an email address unique to themselves and not shared
with another author registered in EES, or a department.

Authors are required to submit, with the manuscript, the names, addresses and e-mail
addresses of 3 potential referees. Note that the editor retains the sole right to decide
whether or not the suggested reviewers are used.

The suggested reviewers should not come from the same institute, and should not all
come from the same country.

A peer review system involving two or more reviewers is used to ensure high quality of
manuscripts accepted for publication. The Managing Editor and Editors have the right
to decline formal review of a manuscript when it is deemed that the manuscript is

1) on a topic outside the scope of the Journal,

2) lacking technical merit;

3) present limited innovation and originality;

4) focused on foods or processes that are of narrow regional scope and significance;

5) fragmentary and providing marginally incremental results; or

6) is poorly written.

PREPARATION

This journal operates a single blind review process. All contributions will be initially
assessed by the editor for suitability for the journal. Papers deemed suitable are then
typically sent to a minimum of two independent expert reviewers to assess the scientific
quality of the paper. The Editor is responsible for the final decision regarding
acceptance or rejection of articles. The Editor's decision is final and although often
disappointing it is not useful to send complaint letters to them. More information on
types of peer review.

Use of word processing software

It is important that the file be saved in the native format of the word processor used. The
text should be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as
possible. Most formatting codes will be removed and replaced on processing the article.
In particular, do not use the word processor's options to justify text or to hyphenate
words. However, do use bold face, italics, subscripts, superscripts etc. When preparing
tables, if you are using a table grid, use only one grid for each individual table and not a
grid for each row. If no grid is used, use tabs, not spaces, to align columns. The
electronic text should be prepared in a way very similar to that of conventional
manuscripts (see also the Guide to Publishing with Elsevier). Note that source files of
figures, tables and text graphics will be required whether or not you embed your figures
in the text. See also the section on Electronic artwork. To avoid unnecessary errors you
are strongly advised to use the 'spell-check’ and ‘grammar-check’ functions of your word
processor.

Subdivision - numbered sections
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Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be
numbered 1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section
numbering). Use this numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to
'the text'. Any subsection may be given a brief heading. Each heading should appear on
its own separate line.

Introduction

State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a
detailed literature survey or a summary of the results.

Introduction

State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a
detailed literature survey or a summary of the results. The last sentence of the
introduction should state the aim of the paper.

Material and methods

Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already published
on peer reviewed articles could be indicated by a reference and only relevant
modifications should be described. Authors must provide all the details about their
starting material, the source, the bioactive components responsible for the observed
effects and changes in their content upon processing. Details of the ethical committees
authorization should provide here when necessary. The last paragraph of the session
should provide the details of the statistical methodology.

Results

Results should be clear and concise.The figures to highlight the most relevant findings
of the paper and do not replicate the same data both in figures and tables. Be sure the
numbers and the letters are not too small and in the different colors are clearly
distinguishable.

Discussion

This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A
combined Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations
and discussion of published literature.

Discussion

This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A
combined Results and Discussion section is often appropriate for the type of article
published.

Conclusions

The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section,
which may stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion
section.

Conclusions

The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section,
which may stand alone or form a subsection of the Results and Discussion section.
Supplementary material/Appendices JFF do not encourage the use of supplemnetary
material however when providing additional data is necessary to support paper results
and favor the repeatability of the study you can upload this on a separate file.

Tables and figures should be given separate numbering: Table S1; Figure S1,...

Title page information

« Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems.
Avoid abbreviations and formulae where possible.

» Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and family
name(s) of each author and check that all names are accurately spelled. Present the
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authors' affiliation addresses (where the actual work was done) below the names.
Indicate all affiliations with a lowercase superscript letter immediately after the author's
name and in front of the appropriate address.

Provide the full postal address of each affiliation, including the country name and, if
available, the e-mail address of each author.

« Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages
of refereeing and publication, also post-publication. Ensure that the e-mail address is
given and that contact details are kept up to date by the corresponding author.

* Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the
article was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address')
may be indicated as a footnote to that author's name. The address at which the author
actually did the work must be retained as the main, affiliation address. Superscript
Arabic numerals are used for such footnotes.

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose
of the research, the principal results and major conclusions. An abstract is often
presented separately from the article, so it must be able to stand alone. For this reason,
References should be avoided, but if essential, then cite the author(s) and year(s). Also,
non-standard or uncommon abbreviations should be avoided, but if essential they must
be defined at their first mention in the abstract itself.

Abstracts should not exceed 150 words.

Highlights

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet
points that convey the core findings of the article and should be submitted in a separate
editable file in the online submission system. Please use 'Highlights' in the file name
and include 4 bullet points (maximum 85 characters, including spaces, per bullet point).
You can view example Highlights on our information site.

Graphical abstract

Graphical abstract is mandatory for this journal. It consists of an illustration conveying
to the reader the main message of your paper. Graphical abstract is placed together with
title and highlights on the web site and it is visible to everybody. Should not be one of
the figure of the paper it is meant to pitch your article and induce the colleagues to read
it.

Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using British
spelling and avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for
example, ‘'and’, 'of). Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly
established in the field may be eligible. These keywords will be used for indexing
purposes.

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the
first page of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be
defined at their first mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of
abbreviations throughout the article.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the
references and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title
or otherwise. List here those individuals who provided help during the research (e.g.,
providing language help, writing assistance or proof reading the article, etc.).
Formatting of funding sources
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List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's
requirements:

Funding: This work was supported by the National Institutes of Health [grant numbers
xxxX, yyyy]; the Bill & Melinda Gates Foundation, Seattle, WA [grant number zzzz];
and the United States Institutes of Peace [grant number aaaa].

It is not necessary to include detailed descriptions on the program or type of grants and
awards. When funding is from a block grant or other resources available to a university,
college, or other research institution, submit the name of the institute or organization
that provided the funding.

If no funding has been provided for the research, please include the following sentence:
This research did not receive any specific grant from funding agencies in the public,
commercial, or not-for-profit sectors.

Units

Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of
units (SI). If other units are mentioned, please give their equivalent in SI.

Temperatures should be given in degrees Celsius. The unit "billion™ is ambiguous and
should not be used.

Abbreviations for units should follow the suggestions of the British Standards
publication BS 1991. The full stop should not be included in abbreviations, e.g. m (not
m.), ppm (not p.p.m.), % and /should be used in preference to 'per cent' and 'per'. Where
abbreviations are likely to cause ambiguity or may not be readily understood by an
international readership, units should be put in full. Current recognised (IUPAC)
chemical nomenclature should be used, although commonly accepted trivial names may
be used where there is no risk of ambiguity.

The use of proprietary names should be avoided. Papers essentially of an advertising
nature will not be accepted.

Math formulae

Please submit math equations as editable text and not as images. Present simple
formulae in line with normal text where possible and use the solidus (/) instead of a
horizontal line for small fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to be
presented in italics. Powers of e are often more conveniently denoted by exp. Number
consecutively any equations that have to be displayed separately from the text (if
referred to explicitly in the text).

Formulae must be typewritten, each on a separate line. Leave ample space around the
formulae.Subscripts and superscripts should be clear.All symbols used in the formulae
should be explained in the margin where they are first used. Take special care to show
clearly the difference between zero (0) and the letter O, and between one (1) and the
letter 1.Give the meaning of all symbols immediately after the equation in which they
are first used.All equations should be numbered serially at the right-hand side in
parentheses.The use of fractional powers instead of root signs is recommended. Levels
of statistical significance which can be mentioned without further explanation are P<
0.05, P< 0.01 and P< 0.001. In chemical formulae, valence of ions must be given as e.g.
Ca2+ and CO2- 3, not as Ca++or CO3 --. Isotope numbers should precede the symbols,
e.g. 180.

The repeated writing of complicated chemical formulae in the text is to be avoided
where reasonably possible; instead, the name of the compound followed by its
abbreviation (ethylene-diamine-tetraacetic acid, EDTA) should be given in full. The
abbreviation is to be used in the case of a very long name or in the case of a compound
being described as the end product of a gravimetric determination (e.g. phosphate as
P205).
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Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article.
Many word processors can build footnotes into the text, and this feature may be used.
Otherwise, please indicate the position of footnotes in the text and list the footnotes
themselves separately at the end of the article. Do not include footnotes in the Reference
list.

Electronic artwork

General points

* Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

* Embed the used fonts if the application provides that option.

* Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New
Roman, Symbol, or use fonts that look similar.

* Number the illustrations according to their sequence in the text.

* Use a logical naming convention for your artwork files.

* Provide captions to illustrations separately.

* Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version.

 Submit each illustration as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are
given here.

Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word,
PowerPoint, Excel) then please supply ‘as is' in the native document format.

Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic
artwork is finalized, please 'Save as' or convert the images to one of the following
formats (note the resolution requirements for line drawings, halftones, and line/halftone
combinations given below):

EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.

TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 300
dpi.

TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a
minimum of 1000 dpi.

TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep to a
minimum of 500 dpi.

Please do not:

» Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these
typically have a low number of pixels and limited set of colors;

* Supply files that are too low in resolution;

+ Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS
(or PDF) or MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your
accepted article, you submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no
additional charge, that these figures will appear in color online (e.g., ScienceDirect and
other sites) in addition to color reproduction in print. Further information on the
preparation of electronic artwork.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to
the figure. A caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a
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description of the illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum
but explain all symbols and abbreviations used.

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either next
to the relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Number tables
consecutively in accordance with their appearance in the text and place any table notes
below the table body. Be sparing in the use of tables and ensure that the data presented
in them do not duplicate results described elsewhere in the article. Please avoid using
vertical rules and shading in table cells.

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list
(and vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished
results and personal communications are not recommended in the reference list, but may
be mentioned in the text. If these references are included in the reference list they
should follow the standard reference style of the journal and should include a
substitution of the publication date with either 'Unpublished results' or 'Personal
communication’. Citation of a reference as 'in press' implies that the item has been
accepted for publication.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last
accessed. Any further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a
source publication, etc.), should also be given. Web references can be listed separately
(e.g., after the reference list) under a different heading if desired, or can be included in
the reference list.

Data references

This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your manuscript
by citing them in your text and including a data reference in your Reference List. Data
references should include the following elements: author name(s), dataset title, data
repository, version (where available), year, and global persistent identifier. Add
[dataset] immediately before the reference so we can properly identify it as a data
reference. The [dataset] identifier will not appear in your published article.

References in a special issue

Please ensure that the words 'this issue’ are added to any references in the list (and any
citations in the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference management software

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most
popular reference management software products. These include all products that
support Citation Style Language styles, such as Mendeley. Using citation plug-ins from
these products, authors only need to select the appropriate journal template when
preparing their article, after which citations and bibliographies will be automatically
formatted in the journal's style. If no template is yet available for this journal, please
follow the format of the sample references and citations as shown in this Guide. If you
use reference management software, please ensure that you remove all field codes
before submitting the electronic manuscript. More information on how to remove field
codes from different reference management software.

Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style for this journal by
clicking the following link: http://open.mendeley.com/use-citation-style/journal-of-
functional-foods

When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the
Mendeley plugins for Microsoft Word or LibreOffice.
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Reference style

Text: Citations in the text should follow the referencing style used by the American
Psychological

Association. You are referred to the Publication Manual of the American Psychological
Association, Sixth Edition, ISBN 978-1-4338-0561-5, copies of which may be ordered
online or APA Order Dept., P.O.B. 2710, Hyattsville, MD 20784, USA or APA, 3
Henrietta Street, London, WC3E 8LU, UK.

List: references should be arranged first alphabetically and then further sorted
chronologically if

necessary. More than one reference from the same author(s) in the same year must be
identified by the letters 'a’', 'b', 'c’, etc., placed after the year of publication.

Examples:

Reference to a journal publication:

Van der Geer, J., Hanraads, J. A. J., & Lupton, R. A. (2010). The art of writing a
scientific article.

Journal of Scientific Communications, 163, 51-59.
https://doi.org/10.1016/j.S¢.2010.00372.

Reference to a journal publication with an article number:

Van der Geer, J., Hanraads, J. A. J., & Lupton, R. A. (2018). The art of writing a
scientific article.

Heliyon, 19, e00205. https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2018.e00205.

Reference to a book:

Strunk, W., Jr., & White, E. B. (2000). The elements of style. (4th ed.). New York:
Longman, (Chapter 4).

Reference to a chapter in an edited book:

Mettam, G. R., & Adams, L. B. (2009). How to prepare an electronic version of your
article. In B. S.

Jones, & R. Z. Smith (Eds.), Introduction to the electronic age (pp. 281-304). New
York: E-Publishing Inc.

Reference to a website:

Cancer Research UK. Cancer statistics reports for the UK. (2003).
http://www.cancerresearchuk.org/

aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/ Accessed 13 March 2003.

Reference to a dataset:

[dataset] Oguro, M., Imahiro, S., Saito, S., Nakashizuka, T. (2015). Mortality data for
Japanese

oak wilt disease and surrounding forest compositions. Mendeley Data, V1.
https://doi.org/10.17632/xwj98nb39r.1.

Reference to a conference paper or poster presentation:

Engle, E.K., Cash, T.F., & Jarry, J.L. (2009, November). The Body Image Behaviours
Inventory-3:

Development and validation of the Body Image Compulsive Actions and Body Image
Avoidance Scales.

Poster session presentation at the meeting of the Association for Behavioural and
Cognitive Therapies, New York, NY.

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your
scientific research. Authors who have video or animation files that they wish to submit
with their article are strongly encouraged to include links to these within the body of the
article. This can be done in the same way as a figure or table by referring to the video or
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animation content and noting in the body text where it should be placed. All submitted
files should be properly labeled so that they directly relate to the video file's content. . In
order to ensure that your video or animation material is directly usable, please provide
the file in one of our recommended file formats with a preferred maximum size of 150
MB per file, 1 GB in total. Video and animation files supplied will be published online
in

the electronic version of your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect.
Please supply 'stills' with your files: you can choose any frame from the video or
animation or make a separate image. These will be used instead of standard icons and
will personalize the link to your video data. For more detailed instructions please visit
our video instruction pages. Note: since video and animation cannot be embedded in the
print version of the journal, please provide text for both the electronic and the print
version for the portions of the article that refer to this content.

Include interactive data visualizations in your publication and let your readers interact
and engage more closely with your research. Follow the instructions here to find out
about available data visualization options and how to include them with your article.

Supplementary material such as applications, images and sound clips, can be published
with your article to enhance it. Submitted supplementary items are published exactly as
they are received (Excel or PowerPoint files will appear as such online). Please submit
your material together with the article and supply a concise, descriptive caption for each
supplementary file. If you wish to make changes to supplementary material during any
stage of the process, please make sure to provide an updated file. Do not annotate any
corrections on a previous version. Please switch off the "Track Changes' option in
Microsoft Office files as these will appear in the published version.

This journal encourages and enables you to share data that supports your research
Publication where appropriate, and enables you to interlink the data with your published
articles. Research data refers to the results of observations or experimentation that
validate research findings. To facilitate reproducibility and data reuse, this journal also
encourages you to share your software, code, models, algorithms, protocols, methods
and other useful materials related to the project. Below are a number of ways in which
you can associate data with your article or make a statement about the availability of
your data when submitting your manuscript. If you are sharing data in one of these
ways, you are encouraged to cite the data in your manuscript and reference list. Please
refer to the "References™ section for more information about data citation. For more
information on depositing, sharing and using research data and other relevant research
materials, visit the research data page.

Data linking

If you have made your research data available in a data repository, you can link your
article directly to the dataset. Elsevier collaborates with a number of repositories to link
articles on ScienceDirect with relevant repositories, giving readers access to underlying
data that gives them a better understanding of the research described.

There are different ways to link your datasets to your article. When available, you can
directly link your dataset to your article by providing the relevant information in the
submission system. For more information, visit the database linking page.

For supported data repositories a repository banner will automatically appear next to
your published article on ScienceDirect. In addition, you can link to relevant data or
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entities through identifiers within the text of your manuscript, using the following
format: Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053; PDB: 1XFN).
Mendeley Data

This journal supports Mendeley Data, enabling you to deposit any research data
(including raw and processed data, video, code, software, algorithms, protocols, and
methods) associated with your manuscript in a free-to-use, open access repository.
During the submission process, after uploading your manuscript, you will have the
opportunity to upload your relevant datasets directly to Mendeley

Data. The datasets will be listed and directly accessible to readers next to your
published article online. For more information, visit the Mendeley Data for journals
page.

Data statement

To foster transparency, we encourage you to state the availability of your data in your
submission. This may be a requirement of your funding body or institution. If your data
Is unavailable to access or unsuitable to post, you will have the opportunity to indicate
why during the submission process, for example by stating that the research data is
confidential. The statement will appear with your published article on ScienceDirect.
For more information, visit the Data Statement page.

AFTER ACCEPTANCE

Corresponding authors will receive an e-mail with a link to our online proofing system,
allowing annotation and correction of proofs online. The environment is similar to MS
Word: in addition to editing text, you can also comment on figures/tables and answer
questions from the Copy Editor.

Web-based proofing provides a faster and less error-prone process by allowing you to
directly type your corrections, eliminating the potential introduction of errors.

If preferred, you can still choose to annotate and upload your edits on the PDF version.
All instructions for proofing will be given in the e-mail we send to authors, including
alternative methods to the online version and PDF.

We will do everything possible to get your article published quickly and accurately.
Please use this proof only for checking the typesetting, editing, completeness and
correctness of the text, tables and figures. Significant changes to the article as accepted
for publication will only be considered at this stage with permission from the Editor. It
is important to ensure that all corrections are sent back to us in one communication.
Please check carefully before replying, as inclusion of any subsequente corrections
cannot be guaranteed. Proofreading is solely your responsibility.

The corresponding author will, at no cost, receive a customized Share Link providing 50
days free access to the final published version of the article on ScienceDirect. The Share
Link can be used for sharing the article via any communication channel, including email
and social media. For an extra charge, paper offprints can be ordered via the offprint
order form which is sent once the article is accepted for publication. Both corresponding
and co-authors may order offprints at any time via Elsevier's Webshop. Corresponding
authors who have published their article gold open access do not receive a Share Link as
their final published version of the article is available open access on ScienceDirect and
can be shared through the article DOI link.

AUTHOR INQUIRIES
Visit the Elsevier Support Center to find the answers you need. Here you will find
everything from Frequently Asked Questions to ways to get in touch.
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You can also check the status of your submitted article or find out when your accepted
article will be published.

ESSENTIALS TO FASTER HANDLING OF PAPERS

Please go carefully through the following points dealing with the main weak points
often detectable in the current submission. The presentation language must be adequate
for submission to JFF as an English journal. If not done adequately, the manuscript may
be rejected without review. An English language editing service is available through
Elsevier at: http://webshop.elsevier.com/languageservices/ Avoid as much as possible
the use acronyms in the abstract and limit their use also in the text A graphical abstract
iIs mandatory Double-spaced text of your paper and number both the pages and lines;
continuous line numbering is essential as allow reviewers to easily locate their
comments Use 4 Highlights of maximum one line Do not contact the editor-in-chief to
ask if your

manuscript is suitable for submission to the journal. This is a decision you have to
make. There is no pre-screening of papers outside the electronic system. All papers
should be submitted via the electronic submission system. Authorship, include only
those who have meaningfully contributed to the work; others could be placed in the
acknowledgement section. For more information on authorship please refer to:
https://www.elsevier.com/journal-authors/ethics#authorship ~ When  suggesting 3
potential reviewers for your paper, please note that: These should not be from your own
institution and possibly no more than one be from your country. These must be expert in
the field and not suggested for other reasons (such as collaborators of any sort). Please
note that your reviewer suggestions will not always be used. Make clear in the letter to
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