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RESUMO

DORNELLAS, F. C. Atividade antifungica de Carcuma longa L. (Zingiberaceae)
contra fungos deteriorantes em péaes. Trabalho de Concluséo de Curso
(Tecnologia de Alimentos) - Universidade Tecnoldgica Federal Do Parana (UTFPR).

Campo Mouréao, 2016.

A curcuma (Curcuma longa L.) membro da familia Zingiberaceae, trata-se de
uma especiaria popular, possui sabor forte e coloragdo amarelada marcante. A
curcuma vem despertando interesse cada vez maior pela possibilidade de ser
utilizada na substituicdo de conservantes sintéticos por apresentar compostos como
a curcumina, que possuem elevadas atividades antifUngicas e antimicrobianas. O
objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito do p6é do rizoma de Curcuma longa L. em
diferentes concentracdes sobre a inibicdo do crescimento fungico em fungos
isolados de pdes. Foram analisados a concentracdo inibitoria minima (CIM), o
diametro micelial da colbnia, o peso seco da col6nia e porcentagem de inibicdo
fungica do peso seco e do didametro do micélio de cinco espécies fangicas, sendo
elas, Penicillium panemun, Penicillium citrinum, Cladosporium oxysporum,
Cladosporium subliforme e Aspergillus chevalieri. As andlises foram realizadas em
triplicata e todas as concentracdes testadas do extrato de Curcuma longa L.

apresentaram inibi¢cdo fungica.

Palavras-chave: Carcuma, fungos, inibicdo fangica, concentracao inibitéria minima.



ABSTRACT

DORNELLAS, F. C. Atividade antifungica de Cadrcuma longa L. (Zingiberaceae)
contra fungos deteriorantes em péaes. Trabalho de Concluséo de Curso
(Tecnologia de Alimentos) - Universidade Tecnoldgica Federal Do Parana (UTFPR).

Campo Mouréao, 2016.

Turmeric (Curcuma longa L.) Zingiberaceae family member, is popular
spice, has a strong flavor and striking yellowish. The curcuma is attracting increasing
interest in the possibility of being used for replacement by synthetic preservatives
present compounds as curcumin, which have high antifungal and antimicrobial
activities. The aim of this study was to evaluate the effect of theon Turmeric rhizome
powder in different concentrations on the inhibition of fungal growth in isolated bread
fungi. We analyzed the minimum inhibitory concentration (MIC), the mycelial
diameter of the colony, the dry weight of the colony and percentage of fungal
inhibition of dry weight and diameter of the mycelium in five fungal species, which
were, Penicillium panemun, Penicillum citrinum, Cladosporium oxysporum,
Cladosporium subliforme and Aspergillus chevalieri. Analyses were performed in
triplicate and all concentrations tested the Turmeric extract showed fungal inhibition.

Keywords: Turmeric, fungi, fungal inhibition, minimum inhibitory concentration.
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1 INTRODUCAO

E notavel que nos Ultimos anos houve uma intensa preocupacdo com a
gualidade da alimentacédo, a busca por produtos naturais cresceu, pois 0s alimentos
que contém altos niveis de conservantes para reducdo da carga microbiana séo
indesejaveis. Desse modo, a pressao por parte dos consumidores se volta para uma
maior producgéo de alimentos frescos, com conservantes naturais e maior garantia de
seguranca (MACIEL et al., 2012).

A curcuma (Curcuma longa L.) membro da familia Zingiberaceae, subordem
Zingiberoidae, originaria do sudeste asiatico, estd presente na China, Norte da
Australia, Antilhas e América do Sul. Trata-se de uma especiaria muito popular e é
conhecida por diversos nomes como acafrdo, acafrdo-da-india, acafrao-da-terra,
acafroa, acafroeira, acafroeiro-da-india, batata-amarela, gengibre-amarelo, gengibre-
dourada (REIS, 2013).

Por seu sabor forte e sua coloracdo amarelada marcante, a curcuma nao
tem sua utilizagéo restrita apenas a alimentagédo. Além de sua substancia corante,
contém Oleos essenciais de excelentes qualidades técnicas e sensoriais, com
caracteristicas antioxidante e antimicrobiana, que juntos possibilitam estender sua
utilizacdo aos mercados de perfumaria, medicinal, téxtil, condimentar, alimenticio e
agricultura (VILELA & ARTUR, 2008).

Todo alimento esta sujeito a ser contaminados em seus diversos estados: in
natura e industrializados. A sua contaminacdo micro-organica pode ocorrer através
do solo, do ar, da rega ou lavagem com &aguas improéprias, das mas condi¢cdes
higiénicas de envoltérios e recipientes, por transportes inadequados e agressdes
mecanicas contra a estrutura do produto (EVANGELISTA, 2001)

Os fungos filamentosos sdo conhecidos como bolores ou mofos, micro-
organismos eucariotos, heterotréficos e multicelulares. A reproducdo € por
disseminagao dos esporos e o0 processo de germinagao do esporo inicia-se com a
formagdo de um tubo germinativo. Estdo presentes em todos os ambientes e s&o
economicamente importantes no campo da medicina, da fitopatologia e industria,
além de serem ecologicamente importantes como decompositores. No entanto,
qguando presentes nos alimentos, além de oferecer alto risco a saude, podem causar

deterioracdo, reduzindo seu valor nutricional, alterando também suas propriedades



sensoriais, por consequéncia ocasionando problemas de saude (VECCHIA &
FORTES, 2007).

Existe grande interesse em substituir os conservantes artificiais por
conservantes naturais nos alimentos. As substancias naturais, de origem vegetal,
tornam o alimento mais atrativo ao consumidor, além de aumentar a vida util pela
capacidade bacteriostatica e bactericida, retardando o inicio da deterioracdo e o
crescimento de micro-organismos indesejaveis. Ja o uso inadequado de antibidticos
sintéticos faz com que micro-organismos patogénicos apresentem resisténcia a
medicamentos, havendo a necessidade de novos antimicrobianos de fontes naturais
(MACIEL et al., 2012).

Desta forma o objetivo deste trabalho foi verificar a atividade antifingica do

po de rizomas de Curcuma longa L. em paes.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do p6 do rizoma de
Curcuma longa L. sobre a inibicdo do crescimento fungico em fungos isolados de

paes.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

> Preparar meios de cultivo com diferentes concentra¢cfes do p6d do rizoma de
curcuma;

> Avaliar a concentracao inibitoria minima do p6 do rizoma de curcuma contra
cinco espécies fangicas;

> Avaliar a atividade do p6 do rizoma de curcuma sobre o crescimento micelial,

atraveés da verificagdo do diametro da colbnia.

> Avaliar a atividade do pé do rizoma de cuUrcuma sobre o peso seco dos

fungos.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Cdrcuma longa L.

O acafrdo (Curcuma longa L.), também conhecido como cdrcuma, gengibre
dourado ou acafrdo da india, € uma espécie originaria do sudeste asiatico,
pertencente a familia das Zingiberaceae. E uma planta de pequeno porte que mede
aproximadamente 1 m, composta de um rizoma principal com vérias ramificacdes
menores, todas marcadas com anéis de bracteas secas. Largamente cultivada nos
paises asiéticos, ndo se restringe apenas a alimentagcdo, e hoje esta presente em
diversas areas da industria, medicina, agricultura, etc (VILELA & ARTUR, 2008).
Quando cortados, os rizomas mostram uma superficie de cor vermelha alaranjada,
proveniente da presenca do pigmento curcumina. Possui cheiro forte agradavel e
sabor aromatico e picante (MATOS, 2000).

A curcuma é uma planta de pleno sol, isto é, a cultura ndo deve ser feita com
sombra, e de preferéncia, ndo cultiva-la consorciada com outras culturas que lhe
facam sombra. Possui uma grande necessidade de agua. Em contrapartida, o seu
sistema rizomatoso facilita-lhe resistir, com certo sucesso, a periodos longos de
caréncia de agua.Porém, a escassez de agua causa reflexos no crescimento e na
producdo de rizomas, ja que em uma situacao desse tipo a planta pode até perder a
parte aérea e viver durante muito tempo a custa da agua contida nos rizomas que,
dessa forma, deixam de se formar, crescer e contraem-se por efeito da perda da
agua. Os terrenos destinados a cultura da circuma devem ser leves e com uma
elevada percentagem de matéria organica (MENDES, 1992).

Geralmente o processo de plantio utilizado € o da propagacdo vegetativa,
recorrendo a pedacos de rizoma com uma ou duas gemas. Para proceder-se a
multiplicacdo, partem-se os rizomas em pedacgos contendo as duas gemas e sob
esta forma se plantam, enterrando 0s rizomas em terrenos previamente preparados,
com cerca de 5 a 10 cm de profundidade, de tal forma que as plantas que venham a
surgir figuem a um passo de 1m ou de 1,20m. As plantas comecam a emergir a
superficie do solo apés uma a duas semanas. Depois de cinco a seis meses, ela
comeca a formar os rizomas e cerca de 10 meses apoOs a plantacdo, as folhas e
outras partes aéreas da planta comegcam a amarelar e secar, fase em que o0s
rizomas ja podem ser colhidos (MENDES, 1992).
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Os rizomas secos da curcuma tém composicdo média de 13,1% de agua;
6,3% de proteinas; 5,1% de gorduras; 69,4% de carboidratos; 3,5% de cinzas e
2,6% de fibras. Quando destilados apresentam entre 1,3% e 5,55% de Oleo
essencial (REIS, 2013).

Os principais componentes quimicos dos rizomas da cldrcuma Sao 0sS
curcuminéides ou polifendis  naturais  (curcumina, desmetoxicurcumina,
bisdesmetoxicurcumina, em concentracbes de 60, 22 e 18%, respectivamente,
recentemente um quarto pigmento foi identificado denominado de cyclocurcumina) e,
em menores proporcdes (2,5 a 5%), 0leos essenciais compostos principalmente por
turmerona, dehidroturmerona e cetonas aromaticas, responsaveis pelas excelentes
propriedades sensoriais destes (ALMEIDA, 2006).

Segundo CECILIO et al., (2000) a composi¢cdo quimica encontrada no
rizoma da curcuma é influenciada por varios fatores, tais como: cultivo, tipo de
plantio, tipo de solo, clima, adubacado, disponibilidade hidrica, época de colheita,
entre outros.Na area alimenticia, os rizomas do acafrdo depois de secos sdo moidos
e transformados em pod, ou sdo extraidos deles 6leos essenciais, que podem ser
utilizados como corantes naturais, antioxidantes e antimicrobianos, qualidades
presentes no seu principal composto, a curcumina (FILHO et al., 2000).

A clurcuma vem despertando um interesse cada vez maior, pela
possibilidade de sua utilizacgdo em substituicho a corantes sintéticos,
especificamente a tartrazina. Somado a isso, a curcuma apresenta também atividade
antimicrobiana, fato de grande interesse na industria de alimentos, em substituicao
aos conservantes sintéticos (MAIA, FERREIRA & ABREU, 2003). Pesquisas tém
indicado o potencial de extratos de curcuma para o controle de fitopatégenos,
especialmente fungos, a exemplo de Colletotrichum gloeosporioides, Rhizoctonia
solani e Aspergillus sp. (KUHN et al., 2006).

A atividade antimicrobiana e antioxidante devem-se, em alguns casos a agao
de uma s6 substancia, dentre as varias substancias que pode constituir os
condimentos vegetais (ervas arométicas) na forma in natura, processada, 6leo resina
e Oleo essencial, e essa acdo, também em determinados casos, € favorecida pelo
sinergismo dos varios constituintes presentes na planta (OLIVEIRA, 2002).

A dose diaria admissivel de curcuma (OMS), quando utilizada como corante,
é de 0,1 mg.kg-1. A curcumina apresenta baixa toxicidade. Os ensaios clinicos em
humanos indicam que néo existe toxicidade em doses até 10 g.dia-1. Nos USA, o
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consumo de Curcumina é considerado seguro quando se emprega como aditivo
alimentar. As diferencas encontradas entre as plantas, habitualmente designadas
como acafrdo, ndo sdo apenas morfolégicas e organolépticas mas, também se
verificam ao nivel das suas atividades biolégicas e toxicidade, pelo que a sua clara
designac&o e reconhecimento sdo de toda a importancia (PINTAO & SILVA, 2008).

Dados toxicolégicos demonstraram que toda substancia pode ser um
composto com potencial toxico, dependendo para isso de condicbes como:
exposicdo, dose administrada, tempo de acgao, frequéncia e via de administragéo
(CASTRO, 1993).

A comunidade cientifica tem trabalhado na descoberta e elucidacdo de
substancias de origem vegetal, sendo desta forma importante a extracdo da
curcumina a partir da curcuma, levando em consideragédo que a curcuma € de cultivo
facil e apresenta a vantagem de ndo exigir cuidados especiais (SHIRAISHI &
GONCALVES,2013).

3.2 FUNGOS FILAMENTOSOS

A maior parte dos alimentos de origem vegetal ou animal se deteriora com
facilidade, perdendo a qualidade com consequente diminui¢do na vida de prateleira.
Essa perda € dependente de varios fatores, dentre eles o tipo, a composicéo,
formulacdo, embalagem e condi¢cdo de estocagem do alimento (MELO, SOARES &
GONCALVES, 2005).

A principal forma de deterioracdo dos alimentos é de origem microbiologica,
principalmente por microrganismos contaminantes contidos na superficie dos
alimentos. A presenca de microrganismos nos alimentos pode, além de reduzir a
vida de prateleira, causar intoxicacdes ou infecgbes (dependendo do microrganismo
contaminante) no consumidor (OLIVEIRA, 2002).

Os fungos estdo amplamente distribuidos na natureza e sdo contaminantes
comuns de alimentos, grdos e racbes, que por apresentarem nutrientes como
carboidratos, proteinas e lipideos constituem um substrato adequado para o
desenvolvimento de microrganismos. Os métodos tradicionais de identificacdo e
deteccdo de fungos incluem o cultivo em diversos meios, exame microscopico e
analises bioquimicas (MEIRELLES et al, 2006).
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Os fungos geralmente apresentam exigéncias nutricionais simples, sendo a
maioria aerébios. Alimentam-se por meio da secrecdo de enzimas extracelular que
digerem compostos organicos complexos, como polissacarideos ou proteinas, em
seus constituintes monoméricos como 0s agucares, peptideos, aminoacidos e assim
por diante, sendo, desta forma captados pelas células fungicas como fonte de
energia carbono e outros nutrientes. Muitos fungos podem crescer em ambientes de
pH acido e altas temperaturas (até 62°C) juntando isso ao fato da dispersédo de
esporos ser facil, os fungos acabam por ser contaminantes comum na industria de
alimentos (MANDIGAN et al, 2010).

Os fungos sdo organismos eucarioticos que possuem grande capacidade de
adaptacdo e crescimento sob condigbes de umidade e temperatura extremamente
variaveis. Por ndo exigir uma quantidade de nutrientes elevada, conseguem crescer
em em quase todo tipo de alimento. Os fungos podem ser divididos em pluricelulares
ou filamentosos (bolores ou mofos) e os unicelulares (leveduras). Nos bolores, a
unidade fundamental é a hifa e o conjunto desses elementos € denominado micélio,
gue exerce funcdo de assimilacdo, nutricdo e fixacdo, podendo diferenciar-se em
estruturas de frutificacdo, que servem a sua propagacao (CORREA, 1995).

Os fungos obtém nutrientes para 0 seu crescimento secretando enzimas
extracelulares (proteases, lipases, amilases, celulases) que degradam complexos
organicos moleculares em mondmeros simples que sdo absorvidos através das suas
membranas celulares. As paredes dos fungos contém uma mistura de componentes
fibrilares e amorfos. Os componentes fibrilares incluem citrina e celulose, o que
confere rigidez as paredes (VITORIANO, 2011).

O ciclo de vida dos fungos inicia-se a partir de propagulos ou esporos
gerados de forma sexual ou assexual. Estas unidades apresentam morfologia
bastante variada, fator importante para a taxonomia, bem como a disposi¢cdo dos
esporos, as caracteristicas do esporoforo e a presenca de ornamentacdes e outras
modificacdes especiais das hifas. Os fungos crescem em meios de cultura especiais,
podendo formar colbnias de 2 tipos: leveduriformes ou filamentosas. As colbnias
leveduriformes sdo de modo geral pastosas ou mucoides, caracterizando o grupo
das leveduras ou dos dimorficos leveduriformes. As colbnias filamentosas,
caracteristicas dos bolores, podem apresentar-se cotonosas, aveludadas ou
pulverulentas e com o0s mais variados tipos pigmentares (BERNARDI &
NASCIMENTO, 2005).
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Em condicbes favoraveis, véarias espécies fangicas podem produzir
micotoxinas, que sdo metabdlitos toxicos naturais e frequentemente encontradas em
alimentos. Esses compostos téxicos, quando ingeridos por homens e animais,
causam as micotoxicoses quando as sementes contaminadas sdo destinadas a
alimentacdo (ROSSETO et al., 2015). Os piores efeitos das micotoxinas no homem
tendem a ser os cronicos, de dificil associacdo com o consumo de alimentos
contaminados. Os principais efeitos registrados sao inducéo de cancer, lesao renal e
depressao do sistema imune (PRADO et al., 1991).

Aproximadamente duzentas espécies de fungos sado consideradas
toxigénicas, sendo que o tipo de substrato e as condigcbes do ambiente s&o fatores
determinantes para a producao de micotoxinas. Espécies
de Aspergillus, Penicillium e Fusarium, sdo considerados importantes produtores de
micotoxinas. Entre os tdxicos contaminantes de alimentos podemos destacar as
aflatoxinas produzidas por espécies de Aspergillus, as quais sdo altamente tdxicas e
carcinogénicas para homens e animais, tornando-se assim, um fator preocupante
para a industria alimenticia (VECHIA & FORTES, 2007).

Micro-organismos sdo indesejaveis nos alimentos, dentre eles os fungos,
pois sdo capazes de produzir uma grande variedade de enzimas que, agindo sobre
0S mesmos, provocam sua deterioracdo (SAMSON et al, 2010).

Todos os produtos de panificagdo com elevada atividade de 4gua podem ser
colonizados por fungos. Deste modo, paes, bolos e panetones estdo amplamente
expostos a contaminagdes (FREIRE, 2011).0s agentes microbianos que afetam
estes produtos sdo: os bolores, as leveduras e algumas bactérias. Os bolores sdo os
microrganismos de deterioragdo mais comuns nos produtos de panificagdo, sendo
em muitos casos o principal fator que determina o tempo de vida de prateleira do
produto (GUTIERREZ, et al., 2009).

Os mofos e as leveduras sdo mais tolerantes a baixas atividades de agua e
pH acido do que as bactérias. Por essa razdo deterioram vegetais e produtos de
panificacdo. Os fungos produzem grande quantidade de esporangios coloridos que
sdo visiveis nos alimentos. O pao é deteriorado por Rhizopus nigricans (mofo de
pao, manchas pretas), Penicillum (mofo verde), Arpergillus (mofo verde) e
Neurospora sitophila (pdo avermelhado) (FORSYTHE, 2013).

Muitos ingredientes oferecem riscos de contaminacdo aos produtos de
panificagcdo, tais como coberturas, além de especiarias e améndoas. Entretanto, é a
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farinha de panificacdo um dos principais veiculos de introducéo de esporos fungicos
no ambiente industrial, especialmente em pequenos estabelecimentos, onde os
diferentes processos de fabricagdo sdo conduzidos em ambientes bastante proximos
(FREIRE, 2011).

O fungo Aspergillus sp.¢ encontrado na microflora do ar, com grande
frequéncia contaminante. Tém capacidade de crescer em alta concentracdo de
acucares e sal, e sdo capazes de extrair a agua dos substratos relativamente secos
(PELUQUE, 2014).

Sob o ponto de vista morfol6gico produzem micélios septados e ramificados,
com as porc¢des vegetativas submersas no nutriente. Os conidiéforos ou hifas férteis,
surgem de células podais, também submersas podendo ser septadas ou ndo. No
apice o conidioforo incha para formar uma vesicula que da origem ao esterigma, o
esterigma da origem aos conideos que sdo expostos formando os esporos. Os
conideos apresentam diferentes cores que sdo caracterizadas de acordo com a
espécie (PELCZAR, REID & CHAN, 1996).

A espécie Aspergillus chevalieri cresce lentamente a 37°C formando
colbnias numerosas esporuladas com diametro de 10-18 mm depois de 7 dias,
possuem cor variada de acordo com o meio de cultura utilizado podendo ser de um
marrom amarelado até um verde acinzentado na superficie e no inverso apresentar
uma coloracdo incolor a verde palido. E mais comum em regides tropicais e
subtropicais, sendo bastante encontrado no ar, poeira doméstica, cereais, frutas,
arroz, alimentos secos incluindo ervas e salame. Essa espécie ndo possui
crescimento elevado em habitatcom elevada atividade de agua (SAMSON et al.,
2010).

Os membros do género Cladosporium sp ocorrem em produtos de vegetais
em decomposicdo e também no solo. Como contaminantes dos meios de cultura,
formam colbnias discretas, com o desenvolvimento espesso e aveludado de micélios
verde-oliva escuros. Os conideos sdo produzidos por gemulacdo, sendo as mais
jovens e menores localizadas nas extremidades. Os conideos gemulantes sao
formadas por uma Unica célula, quando jovens, podendo conter duas células quando
mais velhas. Sendo possivel a formacdo de mais de uma gémula, encontra-se
cadeia de conideos ramificadas (PELCZAR, REID & CHAN, 1996).

As espécies desse género apresentam col6nias grandes com crescimento

demorado, é encontrado em todo o0 mundo, as maiorias das espécies sao patbgenas



17

frequentemente encontrados em alimentos, geralmente crescem em uma
temperatura de 22-25°C em torno de 7 dias (SAMSON et al., 2010).

O género Penicillium sp. possui a maior quantidade de espécies e pode ser
encontrado em quase todos o0s substratos. A maioria das espécies habita o solo e
sua ocorréncia em alimentos pode se dar de forma acidental. Algumas tém alto
poder de causar patogenias graves e destrutivas em frutos e cereais. Crescem em
baixas temperaturas e presenca de oxigénio, sendo capazes de causar deterioracdo
alimentar em produtos mantidos sobre refrigeracdo (MEIRELES & SREBERNICH,
2008), algumas espécies causam apodrecimento e outras deterioracdo. Penicilium
Sp possue micélio vegetativo que penetra no substrato, produzindo hifas aéreas, nas
guais se desenvolvem conidiéforos. Estes podem ser ramificados e apresentam
cabecas em escova, que carregam 0S esporos. Agrupamento de estigmas,
usualmente numa posi¢do, formam a partir de cada uma das cadeias de conideos. A
coloragdo das colénias maduras é util na identificagdo das espécies que crescem
melhor em temperatura de 15-30°C (PELCZAR, REID & CHAN, 1996).

Dentro do género Penicillium encontra-se a espécie P. citrinum que
possuicoldnias aveludadas com alta esporulacdo e coloragdo azul intenso, cinza ou
verde na superficie, e coloracdo amarela alaranjada no reverso da colénia. Quando
cultivadas no meio MEA (Malte Extract Agar) apresentam crescimento rapido e séo
menos densas, com diametro de 24-41 mm apds 7 dias. Nado crescem em
temperaturas acima de 37°C e produz a micotoxina citrinina. O P. citrinum é comum
em regides temperadas, atinge diversos tipos de alimentos e é muito comum no solo
e no ar (SAMSON et al., 2010).

Ainda segundo SAMSON et al., (2010) outra espécie importante é P.
panemun, a qual produz col6nias verde e azul com uma superficie aveludada, o
inverso da col6nia possui coloracdo creme, amarelo ou rosa palido, apresentando
rapido crescimento e uma diametro de 52-71 mm ap0s 7 dias. E responséavel pela
producdo da patulina uma micotoxina altamente toxica. E encontrado principalmente
em paes e cresce bem em temperaturas baixas, tolerando niveis de pH acidos além
de baixa concentracdo de 0, e altas concentracées de CO,, Suporta niveis elevados
de acetato de etila, acido acético, acido propibénico e &cido lactico.

O conceito de qualidade de alimentos, na visdo do consumidor, corresponde
a satisfacdo de caracteristicas como sabor, aroma, aparéncia, embalagem, preco e
disponibilidade. Entretanto o termo alimento seguro significa auséncia total de
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microrganismos capazes de ocasionar toxinfec¢cdes alimentares e uma microbiota
deteriorante extremamente reduzida (PINHEIRO, WADA & PEREIRA, 2010).

3.3 CONSERVANTES

A deterioracao tem sido uma das grandes preocupag¢des e uma das maiores
causas de perdas de alimentos, diminui¢cdo da produtividade e de danos a saude do
homem. O uso de aditivos tem sido efetivo na prevencdo da deterioracdo de
alimentos. Entretanto, existe uma tendéncia cada vez maior de utilizar aditivos
naturais devido a conscientizacdo sobre os efeitos toxicos de alguns destes
(ALMEIDA, 2008).

Os aditivos conservadores ou preservadores, sdo substancias que retardam
0 processo de deterioracdo dos produtos alimenticios, protegendo-os contra a acéo
de microrganismos ou de enzimas, com essa acao proporcionam a dilatagdo do
periodo de vida util do alimento (EVANGELISTA, 1999).

Nos ultimos anos, tem havido uma intensa preocupacéo pela disponibilidade
de uma alimentagédo de qualidade e natural, pois os alimentos que contém altos
niveis de conservantes para reducao da carga microbiana sdo indesejaveis. Desse
modo, a presséo por parte dos consumidores se volta para uma maior producdo de
alimentos frescos, com conservantes naturais e maior garantia de seguranca
(FORSYTHE, 2013). Alem disso novos patdgenos veiculados por alimentos tém
surgido e tem-se observado o desenvolvimento de resisténcia de véarios deles, aos
biocidas usuais. Assim, pesquisas sao necessarias para descobrir substancias
naturais capazes de substituir os aditivos tradicionais de maneira eficaz e segura
(ALMEIDA et al., 2008).

Especiarias ou condimentos vegetais sado os produtos constituidos de partes
de espécies vegetais, como raizes, rizomas, bulbos, cascas, folhas, flores, frutos,
sementes e outras partes das plantas, possuidoras de substancias aromaticas ou
picantes, com ou sem valor alimenticio, utilizadas para agregar sabor ou aroma aos
alimentos e bebidas (GERMANO & GERMANO, 2008).

Existem aproximadamente 70 condimentos diferentes, cultivados e utilizados
em todo mundo (PEREIRA et al., 2006). Nesta perspectiva, 0s elementos vegetais,
como as especiarias, recebem grande énfase em um possivel uso racional na linha

de producdo de industrias alimenticias, por conferir sabores agradaveis e por



19

apresentarem Oleos essenciais, 0s quais mostram propriedades antimicrobianas,
antivirais, antioxidante, antimicética, antitoxigénicas, antiparasiticas e inseticidas
(KRUGER, 2006).

O condimento vegetal, de acordo com a sua composicéo, pode ser simples,
guando constituido por uma especiaria genuina e pura, € misto quando constituido
da mistura de especiarias, inteiros, fragmentados ou em pé (GERMANO &
GERMANO, 2008).

Varios estudos conclusivos sobre os condimentos tém demonstrado que eles
apresentam propriedades antimicrobianas, antioxidantes e medicinais, e existem
evidéncias de que o aumento do consumo dos condimentos pode levar a uma
mudanga na microbiota intestinal, reduzindo a incidéncia de céncer. Sabe-se do
efeito inibidor de determinados condimentos no crescimento de microrganismos
deteriorantes e patogénicos veiculados por alimentos, levando a uma perspectiva
guanto ao uso de substancias naturais presentes nos condimentos em substituicdo
aos aditivos sintéticos utilizados no processamento dos alimentos com a finalidade
de conservacao (MAIA, FERREIRA & ABREU, 2003).

A utilizagdo de substancias naturais, de origem vegetal, torna o alimento
mais atrativo ao consumidor por ndo apresentarem efeitos toxicos, mesmo quando
empregadas em concentragcbes relativamente elevadas. Além dos beneficios
proporcionados a saude, diversos estudos tém demonstrado o efeito inibidor de
condimentos no desenvolvimento de microrganismos deterioradores e patogénicos
veiculados por alimentos (PEREIRA, 2006).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 LOCAL

As analises foram realizadas nos laboratorios microbiologia e apoio da

Universidade Tecnolégica Federal do Parana, Campus Campo Mourdo-PR.

4.2 AMOSTRAS

Para a realizagdo deste trabalho foi utilizado o p6 do rizoma de Curcuma
longa L. (PCL), adquiridos na cidade de Votuporanga, Sao Paulo.

4.3 MICRO-ORGANISMOS

Foram utilizados cinco espécies de fungos isolados de pédes deteriorados:
Penicillium panemun, Penicillium citrinum, Cladosporium oxysporum, Cladosporium
subliforme e Aspergillus chevalieri, os quais foram previamente identificados por

técnicas morfoldgicas, segundo técnica descrita por PITT et al., (2009).
4.4 MATERIAIS

Os materiais utilizados foram camara de fluxo laminar (marca Bio Seg),
Erlenmeyer, autoclave vertical (marca Phoenix), espatulas, placas de Petri
descartaveis, balanca analitica e estufa de cultura (marca Fanem LTDA).
4.5 MEIOS DE CULTURA

BDA (agar batata dextrose) da Kasvi Laboratories, MEA (&gar extrato de
malte) da Kasvi Laboratories, ASD (dgar Sabouraud Dextrose) da Biomark
Laboratories Pune 411041 India e RPMI (Roswell Park Memorial Institute Medium).

4.6 PREPARO DOS MEIOS DE CULTURA

O meio RPMI-1640 foi utilizado para o teste da concentragdo inibitoria
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minima. E um meio completamente definido (com glutamina, sem bicarbonato e com
vermelho de fenol como indicador de pH) sendo considerado satisfatério para
ensaios de compostos antimicrobianos com fungos filamentosos e utilizado como
meio padrdo da norma de terapia antifiangica M38-A (NCCLS). O meio foi preparado
pesando-se 10,4g de meio RPMI-1640 em pé e 34,53g de tampdo MOPS (4cido 3-
[N-morfolino] propanosulfénico). O meio em po foi dissolvido em 900mL de agua
destilada. Foi adicionado MOPS (concentracdo final de 0,165 m/L), agitando até
dissolver. Durante a homogeneizagdo o pH foi ajustado para 7,0 a 25°C usando
hidroxido de sédio 1 m/L. Foi acrescentado agua adicional para levar o meio a um
volume final de 1 L. A esterilizagdo ocorreu por filtragem e o armazenamento a 4° C
até o momento do uso.

Os demais meios de cultura (BDA, ASD e MEA) foram preparados
adicionando-se a quantidade necessaria dos meios em p6 em &gua destilada,
conforme instrucdes do fabricante e dissolvido por aquecimento sob agitacao (Figura
1), até completa dissolugdo do a4gar. Em seguida, os meios foram esterilizados em
autoclave a uma temperatura de 121°C por 20 minutos e vertidos em placas de Petri
estéreis. Os meios MEA e BDA foram utilizados para o cultivo dos fungos e
realizacdo dos ensaios de crescimento micelial e peso seco. Para a verificagcao da
concentragao fungicida minima foi utilizado o meio ASD.

Para a realizagcéo dos ensaios de verificagado do crescimento micelial e peso
seco, foi adicionado o PCL nas concentragdes de 1, 2, 5 e 6% (Figura 2) ao BDA e
estes foram considerados meios teste. Os meios sem PCL foram utilizados como

meio controle. Apos a esterilizacao (Figura 3) os meios foram vertidos em placas de

Petri estéreis (Figura 4).

T2 FiaT e It

?e—‘v“B |

Figura 1 - Preparo do MEA Figura 2 - Preparo dos meios teste
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Figura 3 - Meio teste esterilizado Figura 4 - Plaqueamento dos meios teste

4.7 PREPARO DA SUSPENSAO DO PCL PARA O TESTE DA CONCENTRACAO
INIBITORIA MINIMA

Para a realizacdo dos ensaios de concentracao inibitéria minima, foi utilizada
uma suspensao de PCL, a qual foi preparada a 20% (250 mg/ml). Para isso, 0,3g de
PCL foi ressuspendido em 1,2 ml de uma solucéo estéril de Tween 80 (0,1%).

4.8 VERIFICAGCAO DO CRESCIMENTO MICELIAL E DO PESO SECO

Com o auxilio de um anel metalico esterilizado de 5mm de diadmetro, foram
retirados plugs de cada uma das espécies fungicas crescidas em MEA e colocados
no centro das placas de petri com o meio BDA (Figura 5) e em seguida foram
incubados na estufa por quatro dias a 25°C. A partir destas col6nias foram retirados
plugs e inoculados em placas de Petri com 0s meios controle e testes e incubados a
25°C por 7 dias.

Para a avaliagéo da atividade do PCL contra o crescimento micelial e peso
seco, foi utilizada a técnica descrita por MARQUES et al., 2004 com modificagdes.
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Figura 5 - Isolados fungicos: Aspergillus chevalieri, Cladosporium subliforme,

Cladosporium oxysporum, Penicillium citrinumePenicillium panemun respectivamente.

O didametro da coldnia foi medido através de medidas em milimetros de dois
didametros de cada col6nia crescidas nos meios testes e controle, no sétimo dia de
incubacgéo.

A porcentagem de inibicdo foi obtida através da equacdo de
ALBUQUERQUE et al., (2006) modificada por TIAN et al., (2011).

Dc - Dt
—x 100
Dc

Em que: Dc = didmetro do controle e Dt = didmetro do teste.

A determinac¢éo do peso seco foi feita apds 7 dias de incubacédo dos isolados
a 25°C em meios BDA controle e testes. Para isso 0 meio com o cultivo foi liquefeito
em autoclave a 100 °C e o micélio foi retirado com uma pinga. Em seguida, o micélio
foi transferido para papel de filtro previamente pesado (figura 6). Os papéis com o
micélio foram levados a estufa a 70°C e apds 72 horas foram pesados diariamente
até atingirem peso constante, que foi considerado o peso final. O peso seco foi
determinado pela diferenca entre o peso final e 0o peso do papel de filtro. A
porcentagem de inibicdo do peso foi obtida através da formula ALBUQUERQUE et
al., (2006) modificada por TIAN et al., (2011), adaptada para peso seco.
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Figura 6 - Determinacao do peso seco

4.9 DETERMINAGCAO DA CONCENTRAGAO INIBITORIA MINIMA

A concentracdo inibitéria minima (CIM) foi determinada de acordo com o
documento da CLSI, norma M38 A preconizada pela National Committee for Clinical
Laboratory Standart (NCCLS, 2002), que traz o Método de Referéncia para Testes
de Diluicdo em Caldo para a Determinagcdo da Sensibilidade a Terapia Antifungica
dos Fungos Filamentosos, com adaptagbes para macrodiluicdo em caldo para
fungos filamentosos. Para a realizagdo do CIM foram utilizados 12 tubos testes
contendo o meio RPMI.

Os fungos foram inoculados em BDA por 7 dias a 25°C para o crescimento e
producdo dos esporos. Apés, uma solucdo estéril de tween 80 a 0,1%, foi vertida
sobre o micélio e feita a raspagem da col6nia para liberagdo dos esporos, 0s quais
foram contados em Céamara de Neubauer. O indculo foi diluido para uma
concentracdo final de 10* esporos/ml, o qual foi utilizado para a determinacdo da
CIM. Esse procedimento foi realizado para cada um dos isolados.

Para a analise da CIM, foram utilizados 12 tubos por fungo, 10 como tubos
testes contendo o meio RPMI e a suspensao de PCL, e os demais como controle
positivo (apenas 0 meio e o inéculo - tubo 11) e controle negativo (apenas o meio -
tubo 12). Nesta bateria de tubos (figura 7), foi adicionado 500 pl do meio RPMI nos
tubos 2 ao 10 e 1000 pl no tubo controle negativo. Nos tubos 1 e 2 foi adicionado
500 pl do PCL a 200 mg/ml. A partir do tubo 2 foi realizada uma diluicéo seriada 1:2
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do PCL atéo tubo 10, transferindo-se 500 pl para cada tubo teste e ao final
desprezando 500 pl do tubo 10. Adicionou-se 500ul da suspensdo do fungo 10*
esporos/ml nos tubos testes (tubos 1 ao 10) e controle positivo (tubo 11), reduzindo
a concentracdo do PCL em cada tubo pela metade. Os tubos foram agitados
levemente para homogeneizacdo do conteudo, e incubados em estufa a 35 °C por
48 h. Apos este periodo foi verificado o crescimento através da turvacdo do meio e
confirmacdo em microscopio estereoscopio. Foi considerada CIM, a menor

concentracdo em que o PCL impediu o crescimento do in6culo em teste.

Figura 7 - Realizacdo do CIM

4.10 QUANTIFICACAO DO TEOR DE CURCUMINA PRESENTE NO PCL

O teor da curcumina no PCL foi quantificado através do método adaptado
descrito por FULEKI & FRANCIS (1968), e o conteudo total de curcumina foi
expresso em porcentagem, a absorbancia foi avaliada em espectrofotometro UV/
VIS. O teste foi realizado com o PCL sem esterilizacdo e com o PCL esterilizado em
autoclave, os ensaios foram realizados em triplicata.

A analise constituiu na transferéncia de uma aliquota do pé do rizoma de
curcuma concentrado para o baldo volumétrico de 10mL, tendo o volume
completado com metanol e deixado sob constante agitacdo durante 24 horas. Em
seguida a solucao foi encaminhada ao espectrofotémetro UV/VIS onde efetuou-se a
leitura.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados obtidos durante a avaliacdo da concentragao inibitdria minima
encontram-se na tabela 1. E possivel observar que nas concentragdes mais
elevadas do PCL houve maior inibicdo fangica em todos os isolados, porém a partir
do tubo 3 apenas os fungos Cladosporium oxysporum e o Cladosporium subliforme
continuaram a apresentar inibicdo. O Cladosporium oxysporum foi o fungo que
apresentou maior inibicdo, seguido pelo Cladosporium subliforme. Desta forma a
CIM foi de 25 mg/ml para os fungos Penicilllum panemum, Penicillium citrinum e
Aspergillus chevalieri. Para o fungo Cladosporium oxysporum a CIM foi de 3,125
mg/ml e para o Cladosporium subliforme foi de 6,25 mg/ml.

Tabela 1 - Concentracao inibitéria minima do p6 de rizoma de Cdrcuma Longa L.

TUBO Penicilium Penicillium Cladosporium Cladosporium Aspergillus
panemun Citrinum oxysporum subliforme Chevalieri
1-3
4 + + +
5 + + +
6 + + + +
7-11 + + + + +

12

Tubos que ndo apresentaram crescimento flingico(-) e tubos que apresentaram crescimento flngico(+)

SHUKLA et al., (2008) verificou a eficacia antifiungica no extrato aquoso de
Adenocalymma alliaceum contra isolados de fungos que causam deterioracéo, foi
observado que a CIM Aspergillus flavus foi de 15,0 mg/mL e 20,0 mg/mL e
Aspergillus niger 17,5 mg/mL e 20,0 mg/mL.

Muitos estudos apontam a capacidade antifingica e antimicrobiana dos
compostos presentes na curcuma. A acao antimicrobiana do 6leo de Carcuma longa
L. foi comprovada sobre fitopatdgenos como os fungos Alternaria brassicicola e
Aspergillus flavipes por NAGHETINI (2006). Estudos realizados por SOUZA et al.,

(2010) identificou que o extrato aquoso do acafrdo mostrou-se eficiente no controle
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in vitro do crescimento do fitopatdgeno C. lindemunthianum, inibindo o crescimento
do mesmo. Registra-se a presenca de 2 a 7% de O6leo essencial e pigmentos
curcuminéides nos rizomas de curcuma. As atividades antifiUngicas observadas
podem ser devido a substancias presente como a ar-tumeronae a curcumina (LEE et
al., 2003).

Os resultados encontrados na verificacdo do diametro do micélio, peso seco,
porcentagem de inibicdo micelial e porcentagem de inibicdo do peso seco dos
fungos estdo descritos na tabela 2. Observa-se que todos os isolados inoculados em
meio teste obtiveram diferenca no tamanho do micélio quando comparados o0s
isolados do meio controle. O fungo Cladosporium subliforme (Figura 8 e 9) obteve
uma maior diminuicdo quando comparado com os outros fungos, enquanto o
Aspergillus chevalieri ndo apresentou diminuicdo significativa do crescimento

micelial.

Tabela 2 - Diametro e porcentagem de inibicdo micelial em diferentes concentragées de PCL

F CD* CP* C 1%** C 2%** C 5%** C6%**

D P D %D P %P D %D P %P D %D P %P D %D P %P

Pp

82,1 0,02 95,2 12 78,5 0,04 90,4 11 80,3 0,04 90,4

Pc

1,4° 0,21° 0,9 35,7 0,013° 93,8 0,6 57,1 0,025" 88,0 0,4 71,4 0,024° 885 03 78,5 0,023° 89,0

27 011° 25 740 0,098° 10,9 26* 370 0068 381 2,0 259 0,054 509 20 25,9 0,05° 54,5

4,12 0,47° 0,9 78,0 0,026" 94,4 0,7 82,9 0,018° 96,1 0,6 85,3 0,007° 985 06 85,3 0,006° 98,7

1,3* 0,013*° 10* 230 0,004" 69,9 1,0° 230 0003 774 1,0° 230 0037° 774 10° 230 0,004 699

PCL: P6 de rizoma de Curcuma longa L.; F: Fungos; D: média do didmetro da colénia em mm ap6ds 7 dias de incubagdo em
BDA controle e testes; %D: porcentagem de inibig&o micelial. P: peso seco em gramas da colbnia ap6s 7 dias de incubagéo em
BDA controle e testes; %P: porcentagem de inibicao do peso seco; Meio de cultura controle sem a adicdo (*) e com a adi¢éo
(**) do PCL a 1%, 2%, 5% e 6%. Pp: Penicillium panemun, Pc: Penicillium citrinum, Co: Cladosporium oxysporum, Cs:

a,

Cladosporium subliforme e Ac: Aspergillus chevalieri. * Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa

(p<5%) pelo teste t-Student.

Fica claro que o crescimento micelial diminui & medida que a concentragédo de
extrato no meio aumenta (Gréfico 1). O comportamento dos fungos frente ao extrato
estdo intimamente ligados aos compostos presentes nos rizomas, uma vez que o

extrato possui composicdo complexa (KUHN et al., 2006). SAJU et al., (1998)
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observou que ao utilizar 6leo autoclavado de curcuma a 5% houve inibicdo no

crescimento micelial de C. cardamoni, P. palmarium e Fusarium sp.

Figura 8 - Cladosporium subliforme meio controle

Figura 9 - Cladosporium subliforme meio concentragdo 5%

Outros estudos apresentaram efeito promissor em fungos tratados com
extratos de plantas. Em um estudo realizado por ALMEIDA et al., (1999) para
explorar o efeito dos O6leos volateis de Eucalyptus citriodora e seu principal
constituinte o citronelol contra dois conhecidos patégenos Rhizoctonia solanie e
Helminthosporium oryzae, mostrou que o peso seco de ambos os fungos foram
drasticamente reduzidos em resposta aos volateis dos o6leos, e uma completa
inibicdo de R. solani e H. oryzae foi observada em 10 e 20 ppm, respectivamente, e
o citronelol sozinho foi mais eficaz do que os 6leos de eucalipto.



29

Segundo SHELEF (1986), os condimentos vegetais (ervas aromaticas)
afetam todas as fases do crescimento microbiano: A fase lag éprolongada, a
velocidade de crescimento durante a fase logaritmica éreduzida, e o namero total de

células é reduzido.

Graficol - Comparacéao gréfica do diametro do micélio dos isolados no meio controle e teste

Pp Pc Co Cs Ac

= Controle* = C1%** C 2%** C 5%** ® C 6%**

Meio de cultura controle sem a adicdo (*) e com a adicdo (**) do PCL a 1%, 2%, 5% e 6%. Pp:
Penicillium panemun, Pc: Penicillium citrinum, Co: Cladosporium oxysporum, Cs: Cladosporium
subliforme e Ac: Aspergillus chevalieri.

Ao estudar o efeito de 6leo do rizoma da curcuma SINGHet al., (2002)
verificou que e o 6leo na concentracdo de 1000 ppm causou completa inibicdo do
crescimento micelial de Colletotrichum falcatum e Fusarium moniliforme e na
concentragdo de 2000 ppm, em Curvularia pallescens, Aspergillus niger e Fusarium
oxysporum.

BALBI-PENA et al.,(2006) afirmaram que os extratos ndo autoclavados de
acafrdo (Carcuma longa L.) a 10% e 15% inibiram o crescimento micelial em 38,2 e
23,2%, respectivamente, e a esporulacdo em 71,7 e 87%, respectivamente, do fungo
Alternaria solani. De acordo com KIM et al.,, (2003), extratos da curcuma
apresentaram atividade antifungica in vitro para algumas cepas de Trichophyton e
para Botrytis, Erysiphe, Phytophthora, Puccinia, Pyricularia e Rhizoctonia.

Pela andlise de peso seco (Tabela 2) nota-se que todos os fungos isolados
no meio teste com a adicdo do PCL em todas as concentracOes testadas,

apresentaram diferenca significativa em comparacdo aos isolados inoculados no
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meio controle, sem a adi¢cdo do PCL. Verifica-se também que a diminui¢do de peso
ocorre de acordo com o aumento das concentracdes do PCL no meio (Grafico 2).
Através do grafico é possivel perceber que o isolado Cladosporium subliforme foi o
fungo que apresentou maior diminuicdo do peso seco apresentando
aproximadamente 98% de inibigdo fungica do peso seco.

Grafico 2 - Comparacéao gréfica do peso seco dos isolados no meio controle e teste

Pp Pc Co Cs Ac

= Controle* = C1%** C 2%** C 5%** u C 6%**

Meio de cultura controle sem a adicdo (*) e com a adicdo (**) do PCL a 1%, 2%, 5% e 6%. Pp:
Penicillium panemun, Pc: Penicillium citrinum, Co: Cladosporium oxysporum, Cs: Cladosporium
subliforme e Ac: Aspergillus chevalieri.

Os resultados obtidos durante a quantificacdo do teor de curcumina do PCL
encontram-se na tabela 3. Os resultados mostram que ndo houve uma perda
significativa do composto durante o processo de esterilizagdo, podendo ser o
composto responséavel pela inibicdo dos isolados fungicos.

Estudos afirmam que um dos principais componentes responsaveis pelo
potencial terapéutico da clUrcuma € a curcumina, que por sua vez possui efeito
antiinflamatério, antioxidante, antibacteriano e antifungico. KIM et al., (2003) notou
ao realizar pulverizacdo em plantas com uma suspensao preparada com tween 80,
agua destilada e curcumina isolada, a mistura apresentou atividade antifingica nas
proporcdes de 85, 76 e 45% para os fungos P. infestais, P. recOndita e R. solani

respectivamente.
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Tabela 3 - Quantificagcdo da curcumina presente no PCL.

AMOSTRA PCL ESTERILIZADO (%) PCL NAO ESTERILIZADO (%)
1 2,31 3,12
2 2,25 2,86
3 2,29 2,88

PCL: P6 de Cdrcuma Longa L.

Ao realizar estudos com rizomas de curcuma de diferentes regides, KUHN et
al.,(2006) observou que dependendo da procedéncia do rizoma de curcuma, ocorria
uma maior acdo fungicida.As a¢fes citadas estdo ligadas a uma série de compostos
presentes no rizoma da curcuma, como os fendlicos curcumindides, que estao
guimicamente relacionados ao principal componente do rizoma, a curcumina. Os
principais  curcumindides com  atividade  biolégica  sdo: curcumina,
desmetoxicurcumina, bisdemetoxicurcumina, turmerona, metil-curcumina e
curcuminato de sédio (ARAUJO et al., 1999).
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6 CONCLUSAO

Conclui-se com este trabalho que, todas as concentracdes do pé do rizoma
de Curcuma longa L. mostraram inibicdo fungica diminuindo significativamente o
crescimento das espécies de Penicillium panemum, Penicillium citrinum,
Cladosporium oxysporum, Cladosporium subliforme e Aspergillus chevalieri. Em
nenhuma das concentragdes testadas houve inibicdo total do crescimento micelial e
peso seco dos fungos testados. Estudos futuros podem ser realizados em diferentes
meios e concentracdes e diretamente nos alimentos, para verificar a capacidade de
inibicdo do extrato sobres os fungos. Desta forma, torna-se promissor o uso da
Carcuma longa L. no prolongamento da vida de prateleira dos alimentos,

principalmente por ser uma planta de facil cultivo, baixo custo e facil manuseio.
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