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RESUMO

SANTOS, Priscila Dayane de Freitas. Avaliacdo da atividade antimicrobiana de
microcristais de curcumina. 2015. 36 f. Trabalho de Conclusédo de Curso (Curso
Superior de Engenharia de Alimentos), Departamento de Alimentos, Universidade
Tecnolbgica Federal do Parana. Campo Mouréo, 2015.

Composto fendlico extraido dos rizomas da Curcuma longa, a curcumina € um
pigmento cristalino, insolivel em agua, suscetivel a fatores como pH, temperatura,
oxidacao e luz. Essa fragilidade dificulta seu uso em aplica¢des diversas, o que € um
desafio, ja que a curcumina possui varios efeitos farmacoldgicos interessantes,
como atividade anti-inflamatoria, antimicrobiana, antioxidante, além de varios
estudos apontarem sua atuacdo no bloqueio da carcinogénese. Dessa forma, torna-
se necessario o desenvolvimento de métodos que permitam o uso deste potencial.
No presente trabalho a curcumina foi convertida em microcristais pelo método de
precipitagcdo em ndo solvente modificado. Para a preparacado dos microcristais foram
testadas trés formulacdes, contendo ou ndo estabilizantes: 1) curcumina + PVP; 2)
curcumina + caseinato de calcio e 3) curcumina sem a adicdo de estabilizante. A
formulacdo que apresentou as melhores caracteristicas ao ser analisada no
microscopio optico foi a de curcumina sem a adicao de estabilizante, sendo que esta
formulacdo foi escolhida para os testes de atividade antimicrobiana. Foi feita uma
comparacao entre a atividade antimicrobiana apresentada pela curcumina livre e
pelos microcristais de curcumina, por meio da técnica de diluichio em agar
modificada, diante de quatro microrganismos: S. aureus, E. coli, B. cereus e P.
aeruginosa. A curcumina livre e os microcristais de curcumina foram capazes de
inibir o crescimento de todos os microrganismos testados. Adicionalmente, as
Concentragdes Inibitérias Minimas (CIM) obtidas demonstraram a maior eficiéncia
dos microcristais em relacdo a curcumina in natura, sendo que a principal explicacdo
para isso é o tamanho reduzido das particulas dos microcristais. Analises de
caracterizacao feitas por Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) confirmam que
a Unica modificacdo fisica sofrida pela curcumina durante a preparacdo dos
microcristais foi a redugdo no tamanho dos cristais. Os resultados apresentados
demonstram que a producdo de microcristais de curcumina é uma alternativa que
viabiliza e potencializa seu uso.

Palavras - chave: Curcumina. Microcristais. Microrganismos. DSC. Atividade
antimicrobiana.



ABSTRACT

SANTOS, Priscila Dayane de Freitas. Evaluation of the antimicrobial activity of
curcumin microcrystals. 2015. 36 f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Curso
Superior de Engenharia de Alimentos), Departamento de Alimentos, Universidade
Tecnoldgica Federal do Paranid. Campo Mourédo, 2015.

Phenolic compound extracted from the rhizome of Curcuma longa, curcumin is a
crystalline pigment, insoluble in water, susceptible to factors such as pH,
temperature, oxidation and light. This weakness hampers its use in various
applications, which is a problem since curcumin has several interesting
pharmacological effects such as anti-inflammatory, antimicrobial, antioxidant, and
many studies indicate its performance in blocking carcinogenesis. Thus, it becomes
necessary to develop methods for the use of this potential. In this study, curcumin
was converted into microcrystals by the modified method of non-solvent preciptation.
For the preparation of microcrystals three formulations were tested, with or without
stabilizers: 1) PVP + curcumin; 2) curcumin + calcium caseinate and 3) curcumin
without the addition of stabilizer. The formulation that showed better characteristics to
be analyzed in the light microscope was curcumin without adding a stabilizer, and
that this formulation was chosen for the antimicrobial activity tests. A comparison of
the antimicrobial activity exhibited by the two compounds by means of modified
dilution technique in agar was done before four microorganisms: S. aureus, E. coli, P.
aeruginosa and B. cereus. Free curcumin and curcumin microcrystals were able to
inhibit growth of all the microorganisms. In addition, the minimum inhibitory
concentrations (MIC) obtained demonstrate the increased efficiency of microcrystals
regarding curcumin in nature, and the main explanation for this is the reduced
particle size of the microcrystals. Characterization analyzes by Differential Scanning
Calorimetry (DSC) confirm that the only physical modifications suffered by the
material was a reduction in the size of the crystals. These results demonstrate that
the production of curcumin microcrystals is an alternative that facilitates and
enhances its use.

Keywords: Curcumin. Microcrystals. Microorganisms. DSC. Antimicrobial activity.
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1. INTRODUCAO

A crescente preocupacdo da populacdo com a qualidade e seguranca dos
produtos que consome vem exigindo, nos Ultimos anos, a procura por Novos
métodos de processamento e ingredientes utilizados na formulagéo de alimentos. A
davida com relacéo ao efeito de certas substancias no organismo humano, como 0s
aditivos alimentares, nutre o interesse por compostos naturais que possam agir
como alternativas a essas substancias. Além de manter a vida de prateleira dos
alimentos adequada, estes compostos naturais ainda trariam beneficios secundérios
a saude do consumidor, 0 que incentiva a realizacdo de pesquisas voltadas a este

assunto (WANG, 2012).

Uma caracteristica importante para garantir a qualidade e seguranca do
alimento é a auséncia de microrganismos, que geralmente é controlada pela adicédo
de agentes antimicrobianos quimicos, como nitratos, nitritos, sulfitos, dentre outros.
Um agente antimicrobiano € uma substancia que consegue causar a morte ou a
inibicdo do crescimento de um microrganismo, evitando que ele degrade o material
ou alimento no qual estd contido ou transmita doencas através deste. Alguns
compostos obtidos de raizes, sementes, flores e especiarias, como o propolis,
alguns pigmentos e 6leos, também possuem essa capacidade de destrui¢ao/inibicdo
microbioldgica (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2010).

Dentre estes compostos destaca-se a curcumina, um pigmento amarelo
insolivel em &gua que pode ser obtido de condimentos como o acafrdo-da-terra
(Curcuma longa) e o curry. Estudos recentes apontam a curcumina como sendo um
compostonatural com acéo anticancerigena, antiinflamatéria e antidiabetes,
evidenciando suas propriedades benéficas ao organismo (GUTIERRES, 2011;
PARVATHY, 2009; MOHANTY, 2010). Entretanto, € seu carater antimicrobiano que
desperta o interesse do setor de alimentos. Algumas caracteristicas, porém, limitam
seu uso em escala industrial, jA que o pigmento puro é insolivel em agua, como ja
citado, e suscetivel a degradacao pela luz, calor e oxidantes. Assim, uma solucao
para seu uso € a conversao da curcumina em pd a microcristais, que podem ser
dispersoscom relativa facilidade em agua e ainda aumentam sua capacidade

antimicrobiana, devido a maior superficie de contato proporcionada pelo tamanho
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reduzido dos cristais. Pesquisas realizadas com microparticulas de curcumina
encapsulada mostraram a relagdo direta existente entre o menor tamanho da
particula e o maior poder inibidor da substancia, o que permite supor que O0S

microcristais de curcumina se comportem de maneira semelhante (WANG, 2012).

Dessa forma, identifica-se a necessidade de adaptar as caracteristicas de

uma substancia com tamanho potencial a realidade da industria e do consumidor.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar a atividade antimicrobiana de microcristais de curcumina frente aos
microrganismos Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e
Pseudomonas aeruginosa, pelo método de diluicio em agar.

2.2. Objetivos Especificos

e Produzir microcristais de curcumina por meio de precipitacdo em nao solvente;

e Comparar a atividade antimicrobiana da curcumina na forma de p6 e na forma
de microcristais;

e Determinar a concentragdo inibitéria minima (CIM) da curcumina, diante das
bactérias Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e

Pseudomonas aeruginosa.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Curcumina

A curcumina é um polifenol hidrofébico cristalino extraido dos rizomas da
curcuma (Curcuma longa). Tem sido usada ao longo dos séculos na medicina
tradicional e também como um tempero e corante alimenticio em paises asiaticos,
como India e China. A crcuma, também conhecida como agafrdo-da-terra, gengibre
dourado, mangarataia, dentre outros, pertence a familia Zingiberaceae e possui em
sua composi¢do amido (60-70%), proteinas (6-8%), lipideos (5-10%), fibras (2-7%),
Oleos essenciais (3-7%) e o0s pigmentos curcumindides (2-6%). Estes pigmentos
dividem-se em trés tipos - curcumina, desmetoxicurcumina e
bisdesmetoxicurcumina. O primeiro deles € o mais abundante, perfazendo 60% do
total de curcumindides, enquanto o0s outros representam 22% e 18%,
respectivamente (HU, 2015; ALMEIDA, 2006).

3.2. Caracteristicas Fisico-Quimicas da Curcumina

Quimicamente denominada 1,7-bis-(hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadieno-
3,5-diona, ou mais comumente diferoluilmetano, suas moléculas apresentam
tautomerismo ceto-enol, com predominancia da forma ceto em meios acidos e
neutros, e da forma enol em meios alcalinos. A curcumina comercial é constituida
pelos pigmentos curcumindides na proporgcdo aproximada de 77% diferoluilmetano,
17% desmetoxicurcumina e 6% bisdesmetoxicurcumina. Algumas de suas
estruturas, como as hidroxilas dos anéis aromaticos, as duplas ligacdes da parte
alceno e a porcao dicetona sdo considerados 0s principais responsaveis por seus
efeitos benéficos. Dentre eles, € possivel citar suas atividades anti-inflamatoria,

antioxidante, antibacteriana, antifungica, antiviral e anticancerigena. A Figura 1
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mostra as estruturas quimicas dos pigmentos curcumindides (LIU, 2015; ALMEIDA;

2006; ANAND, 2007).
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Figura 1. Estrutura quimica dos pigmentos curcumindides extraidos de Curcuma longa.

Entretanto, algumas caracteristicas apresentadas pela curcumina limitam

seu uso e sua biodisponibilidade no organismo, como a insolubilidade em agua, a

susceptibilidade a fotodegradacéo e a oxidacgéo, e a instabilidade térmica. Segundo

FILHO (2000), um estudo demonstrou a instabilidade da curcumina em pH superior

a 7. A faixa de pH que ofereceu maior estabilidade a substéncia foi de 4 a 7, sendo

que acima disso sua degradacdo foi acelerada. Ainda segundo o autor, até a

temperatura de 100°C o pigmento ndo sofreu danos, porém acima de 125°C houve
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perda consideravel em relagdo ao seu estado original. Entretanto, o fator com maior
impacto sobre a degradacdo da curcumina foi a presenca de luz, responsével por
uma perda de aproximadamente 30% apds um periodo de 30 dias de exposicao
(NGUYEN, 2014).

3.3. Técnicas de reducéo do tamanho de particulas

Com o intuito defacilitar e melhorar a aplicagcdo de substancias pouco
soliveis em &gua e de facil degradacdo, como é o0 casoda curcumina, que
representam interesse principalmente em usos farmacéuticos, varias técnicas de
reducdo do tamanho de particulas vém sendo testadas nos ultimosanos.Algumas
técnicas visam a encapsulacdo dos principios ativos em escalas micro e nano para
proteger os compostos e a0 mesmo tempo conseguir uma liberacdo controlada
destes nos organismos aplicados. Outras visam apenas a reducdo no tamanho das
particulas das substancias, o que aumentaria seus efeitos de interesse pela maior
area superficial obtida.HECQ et al (2005) estudou o aumento na solubilidade e taxa
de dissolucéo de nifedipina apds aproducdo de nanocristais por homogeneizacédo a
alta pressdo, obtendo resultados satisfatorios. SHAIKH et al (2009) produziu
nanoparticulas de curcumina pela técnica de emulsdo e demonstrou um aumento na
biodisponilidade da substancia ingerida via oral quando comparada a curcumina
administrada em conjunto com o intensificador de absorcdo piperina.SHARMA
(2009) investigou o efeito da técnica de moagem umida (wet milling) no estado
sélido das substancias indometacina e sinvastatina, sendo que as analises
indicaram leve amorfizacao na superficie da primeira.

Outro método que vem sendo utilizado para reducéo de particulas, inclusive
na industria, é a técnica de precipitacdo em nado solvente. Nela sdo utilizados dois
solventes misciveis entre si. Entretanto, o material sélido que sera convertido é
soluvel em apenas um deles. Assim, quando se adiciona a mistura soluto/solvente
ao ndo solvente, sob agitacdo, o solido precipita, resultando em particulas do
tamanho desejado. Uma vantagem deste método € que ndo ha necessidade de

aguecimento, 0 que o torna uma boa alternativa para solidos sensiveis ao calor.
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Além disso, esse procedimento se destaca pela facilidade em sua realizagédo, além
do menor tempo de duragdo em relagdo a outras técnicas (ALBANUS, 2011).

3.4. Estudos sobre a atividade antimicrobiana da curcumina

A literatura relata que a curcumina em sua forma livre apresenta atividade
antimicrobiana para Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Streptococcus
mutans (DUBEY et al., 2008; HAN; YANG, 2005; HU; HUANG; CHEN, 2013; MUN et
al.,, 2013; PARVATHY; NEGI; SRINIVAS, 2009). A curcumina em sua forma
microencapsulada para Escherichia coli, Yersinia enterocolitica, Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Aspergillus niger, Penicillium notatum,
Saccharomyces cerevisiae (WANG et al., 2009). Nanoparticulada ou
nanoencapsulada para Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,
Pseudomonas aeruginosa, Aspergillus niger, Penicillium notatum (BHAWANA et al.,
2011; HATAMIE et al.,, 2012). Quando aplicada em filmes inibe Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoni (GOVINDARAJ;
KANDASUBRAMANIAN; KODAM, 2014) ou em sua forma de glicosideo é
antimicrobiano para seguintes microrganismos: Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis, Escherichia coli, Yersinia enterocolitica (PARVATHY; NEGI; SRINIVAS,
2009). Enquanto que o0s conjugados bioativos da curcumina inibem
Enterobacter cloacae, Staphylococcus saprophyticus, Micrococcus, Klebsiella
aeruginosa, Escherichia coli, Candida albicans, Candida parapsilosis, Penicillium
notatum, Aspergillus fumigatus (DUBEY et al., 2008), e combinadas com
sulfanamidas impede o desenvolvimento de Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis, Salmonella typhimurium, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Trichoderma viride, Curvularia luneta (LAL et
al., 2013).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material

Curcumina (Sigma-Aldrich, 99,5% pureza), alcool etilico (P. A.), agua
destilada, caseinato de calcio (Sigma-Aldrich, 99% pureza), PVP (Sigma-Aldrich,
99% pureza) foram utilizados para obtencdo dos microcristais de curcumina.

Solucdo salina 0,85%, caldo Muller Hinton (CMH) e &gar Muller Hinton
(AMH) da Himedia, vortex, espectro de ultravioleta visivel foram utilizados para

determinacao da atividade antimicrobiana.

4.2. Preparo dos microcristais de curcumina

Para obtencdo dos microcristais foi utilizado o método de precipitacdo em
nao solvente (YEN, 2010), com algumas alteracdes. Para tanto, inicialmente
preparou-se uma solucdo alcodlica de curcumina na concentracdo de 3,33 mg/mL.
Esta solugéo foi vertida em um meio aquoso, contendo ou néo estabilizante, que se
encontrava sob agitacdo no homogeneizador ULTRA TURRAX (IKA T25 digital) a
22000 rpm. A solucéo final (com volume de 90 mL) foi mantida no homogeneizador
sob agitacdo durante 15 minutos. Ao fim deste tempo, a solucéo foi levada ao banho
metabdlico Dubnoff (Solab) a 50°C, com agitacdo minima (20 RPM), durante 48
horas, para evaporacédo do etanol. Em seguida, transferiu-se uma gota da solugao
obtida para uma lamina de vidro, para visualizacdo dos microcristais em microscopio
Optico. Foi utilizado o programa ScopePhoto para tirar fotos da amostra nos
aumentos de 100, 400 e 1000 vezes. O conteudo restante foi congelado em
ultrafreezer vertical (LIOTOP) a -90°C e liofilizado (Liofilizador L101 — LIOTOP) por
aproximadamente 72 horas. Este procedimento foi realizado utilizando-se dois
diferentes estabilizantes adicionados ao meio aquoso, PVP (300 mg) e caseinato de

calcio (75 mg), bem como na auséncia de estabilizante.
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4.3. Microrganismos

Os testes foram feitos para 4 diferentes bactérias: Bacillus cereus (ATCC
14579), Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) e
Staphyloccocus aureus (ATCC 6538). As cepas bacterianas encontravam-se em
agar inclinado néo seletivo BHI. Com o auxilio de uma alca bacteriolégica foi retirada
uma pequena quantidade da biomassa bacteriana da superficie dos tubos com agar
BHI e repicado para um tubo contendo caldo Mueller Hinton (MH). Estes tubos foram
incubados durante 24 horas a 35°C, sendo a turvagdo do caldo indicativo do

crescimento bacteriano.

4.4. Padronizacédo do inoculo

Os inoculos bacterianos com crescimento de 24 horas em caldo MH foram
utilizados para os ensaios de avaliacdo da atividade antimicrobiana da curcumina.
Para tanto, pequenas quantidades dos inoculos sem caldo MH foram transferidas
com uma pipeta Pasteur para tubos contendo solucdo salina 0,85% estéril. A
turbidez destes tubos foi comparada com a turbidez da solucdo 0,5da escala
McFarland. Adicionalmente, a densidade correta do controle de turbidez foi também
verificada no espectrofotbmetro. A absorbancia em 625 nm foi de aproximadamente
0,08 a 0,10, o que corresponde a uma suspensao bacteriana com aproximadamente
108 UFC/ml. A partir desta solucdo foram feitas diluicdes até se obter suspensdes
bacterianas com concentracéo de 104 UFC/ml (NCCLS, 2003).

4.5. Atividade antimicrobiana e porcentagem de inibicao
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Para avaliacdo da atividade antimicrobiana foi utilizada a técnica de diluicao
em agar (NEGI; JAYAPRAKASHA; RAO; SAKARIAH, 1999), com modificacdes.
Foram utilizadas 5 diferentes concentracdes finais de microcristais de curcumina e
da curcumina livre: 1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml e 62,5 pg/ml. A
curcumina livre e os microcristais de curcumina foram diluidos em Agar Mueller-
Hinton (MH) e colocados em tubos de ensaio com rosca. Tubos controle também
foram utilizados sem a adicdo de curcumina. Os tubos foram esterilizados em
autoclave vertical durante 15 minutos a 121°C. Apos resfriamento, os tubos foram
mantidos em banho-maria a aproximadamente 46°C. Em seguida inoculou-se 100 pl
do inoculo bacteriano previamente padronizado (10* UFC/ml) em cada tubo. Apd6s
homogeneizacdo em vortex o conteado dos tubos foi vertido em placas de Petri
estéreis. Estas placas foram incubadas na posicéo invertida durante 24 horas em
estufa a 35°C. Apds este periodo foi realizada a contagem do numero de colbnias
em cada placa. Todas as analises foram realizadas em triplicata. O efeito inibitério
(% de inibicdo) foi calculado utilizando-se a Equacdo 1. A concentracdo inibitoria
minima (CIM) foi considerada a menor concentracdo de curcumina capaz de causar

inibicdo completa do crescimento microbiano.

Equacéo (1)
% Inibicdo =1 - T/C x 100

T= quantidade de colbnias (UFC/mL) das placas contendo curcumina livre

Ou microcristais de curcumina

C = quantidade de col6nias (UFC/mL) das placas controle

4.6. Analise em DSC

A técnica de calorimetria diferencial de varredura foi empregada para avaliar

o estado fisico da curcumina apos o procedimento de obtencdo dos cristais. Foi
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utiizado o equipamento de Perkin Elmer DSC4000.Para esta analise, foram
utilizados aproximadamente 3 a 5 mg de curcumina livre e dos microcristais de
curcumina (liofilizado). Foi utilizado porta-amostra de aluminio para alocar as
amostras durante o aquecimento. As amostras passaram por aquecimento de 20 a

200°C com taxa de aguecimento de 20°C/min e fluxo de nitrogénio de 50 mL/min.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Obtencé&o dos microcristais

Os microcristais de curcumina obtidos pela técnica de precipitacdo em néo
solvente foram analisados no microscépio Optico, sendo que as melhores imagens
foram as obtidas com a objetiva de 40X.As imagens das diferentes preparacdes de
microcristais de curcumina podem ser observadas nas Figuras 2, 3,4 e 5.

Figura 2. Microcristais de curcumina produzidos com estabilizante PVP, registrados em

microscopio 6ptico com aumento de 400x.
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Figura 3. Microcristais de curcumina produzidos com caseinato de célcio, registrados em

microscopio 6ptico com aumento de 400x.

Figura 4. Microcristais de curcumina produzidos sem estabilizante, registrados em microscopio 6ptico

com aumento de 400x.



22

Figura 5. Curcumina em p6 dispersa em agua, registrada em microscépio optico com aumento de
400x.

Em relacdo a preparacdo que continha o estabilizante PVP (Figura 2), nao
foi possivel observar a presenca de microcristais. Este resultado pode indicar que o
PVP, na realidade, converteu a curcumina em cristais de tamanho muito reduzido
(nanocristais) e ndo em microcristais, como relatado na literatura (YEN, 2010). J4 a
preparacdo que foi realizada com o estabilizante caseinato de célcio (Figura 3), ou
na auséncia de estabilizante (Figura 4), produziram cristais com tamanho
aproximado de 100 a 400 pm. Adicionalmente, comparando a imagem
da curcuminaem pé dispersa em agua, curcumina livre - (Figura 5) com as
anteriores (Figuras 3 e 4), pode-se verificar que ela é formada por aglomerados, que
apresentaram area superficial maior que os microcristais. Pode-se notar ainda que o
tamanho dos microcristais produzidos na auséncia de estabilizantes (Figura 4) foi
um pouco menor que o tamanho dos microcristais produzidos com o estabilizante
caseinato (Figuras 3). Este fato foi importante para a escolha da preparacédo que
seria utilizada para os testes de atividade antimicrobiana. Além de produzir
microcristais com tamanho menor, a preparacdo realizada na auséncia de
estabilizantes possui a vantagem da maior facilidade em sua producéo e também de
gue suas caracteristicas de dispersdo foram tdo boas quanto as
dos microcristais feitos com estabilizante. Portanto, a formulacdo sem estabilizante

foi a escolhida para a realizacdo dos testes de atividade antimicrobiana.
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A Figura 7 apresenta as curvas de temperatura obtidas a partir das analises
feitas em DSC para a curcumina livre e para 0os microcristais de curcumina obtidos

sem o uso de estabilizante.

CUR in natura
microcristais de CUR

\ | T _=174,31°C

B0 a0 100 120 140 160 180 200
Temperatura (°C)

Figura 6. Curvas de temperatura obtidas para curcumina livre e microcristais de curcumina em DSC.

A Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) é uma técnica de analise
térmica que mede e compara a quantidade de energia fornecida a uma amostra e a
um material de referéncia. Permite visualizar caracteristicas da amostra, como
temperatura de transicdo de fase, reacdes de desidratacdo, cristalizacdo, dentre
outras (IONASHIRO, 2004).Como pode ser visto na figura acima, a temperatura de
fus@o da curcumina nao foi alterada apos a transformacéo desta em microcristais,
demonstrando que ndo houve modificacdo da estrutura fisica da curcumina, mas

apenas a reducdo do tamanho de suas particulas.

5.2. Avaliacdo da atividade antimicrobiana e porcentagem de inibicao
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A Figura 6 mostra o efeito inibitério da curcumina livre e dos microcristais de

curcumina frente aos microrganismos E. coli, S. aureus, P. aeruginosa e B. cereus.
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Figura 7. Porcentagens de inibicdo da curcumina livre e dos microscristais de curcumina frente aos

microrganimos Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus cereus e Pseudomonas aeruginosa.

Pela analise destes graficos, pode-se constatar que tanto a curcumina livre
guanto os microcristais de curcumina apresentaram atividade antimicrobiana contra
todos os microrganismos testados. Observa-se, ainda, a diminuicdo da porcentagem
de inibicdo do crescimento bacteriano a medida que as solu¢gbes se tornaram mais
diluidas, o que demonstra um efeito dose-dependente.

A concentracao inibitoria minima (CIM) é considerada a menor concentragao

de uma substancia capaz de inibir totalmente o crescimento bacteriano. Para melhor
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visualizagdo, a CIM da curcumina livre e dos microcristais de curcumina estado

mostrados na Tabela 1.

Tabela 1. Concentracao inibitéria minima da curcumina livre e dos microcristais de curcumina diante

de Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus cereus e Pseudomonas aeruginosa.

Microrganismo CIM (ug/mL) curcumina  CIM (ug/mL) microcristais de

livre curcumina
Staphylococcus aureus 500 250
Escherichia coli 250 125
Bacillus cereus 125 125
Pseudomonas aeruginosa 250 125

Nota-se que a concentracdo inibitoria minima (CIM) dos microcristais foi
menor, na maioria dos casos, que a da curcumina livre. A excecao foi o Bacillus
cereus, para o qual ambas tiveram o mesmo valor de CIM.

Esta capacidade de inibir o desenvolvimento bacteriano pode ser explicada
pelos provaveis mecanismos de a¢do da curcumina nos microrganismos. Segundo
um deles, a curcumina seria capaz de inibir a montagem de filamentos protéicos
importantes para a citocinese bacteriana. Rai et al. (2008) comprovaram que a
curcumina interage diretamente com a proteina FTsZ de células de Bacillus subtilis.
Esta proteina é homdloga a proteina tubulina encontrada em células eucarioticas, e
€ responsavel pela formacdo do anel-Z no centro das células, importante para a
divisdo celular de bactérias. Ao interagir diretamente com esta proteina, a curcumina

impede a reproducédo e, consequentemente, a proliferacdo das células bacterianas.

Os resultados encontrados no presente trabalho corroboram com resultados
encontrados por outros autores, em relacdo a atividade antimicrobiana da
curcumina. De fato, as propriedades antimicrobianas de diferentes extratos de
Curcuma longa ja foram investigadas em relacdo a um grande numero de
microrganismos. Por exemplo, Niamsa e Sitiwet (2009) demonstraram que o extrato
aguoso de C. longaé eficiente contra os microrganismos S. epidermis (ATCC 1228),
S. aureus (ATCC 25923), Klebsiella pneumoniae (ATCC 10031) e E. coli (ATCC
25923). Ainda, o extrato metandlico de C. longa também apresentou atividade
antimicrobiana contra B. subtillis e S. aureus (UNGPHAIBOON et al., 2005). Em
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relacdo a curcumina pura, estudos demonstraram que ela possui atividade inibitoria
contra cepas de S. aureus resistentes a metilciclina (MUN et al., 2013) e contra 65

cepas de Helicobacter pylori isoladas clinicamente (DE et al. 2009).

Além de comprovar o efeito antimicrobiano da curcumina, os resultados
demonstram que a atividade antimicrobiana da curcumina pode ser melhorada com
a diminuicdo do tamanho das particulas. Este fato foi comprovado pelo menor valor
de CIM obtido para os microcristais de curcumina, em relacdo a curcumina livre,
para trés dos microrganismos testados (E. coli, S. aureus e P. aeruginosa). Sem
davida, a baixa biodisponibilidade € uma das principais limitacbes para o uso da
curcumina. Neste trabalho, ficou demonstrado que melhorias em relacdo a dispersao
da curcumina em &gua -o que foi conseguido com a diminuicdo do tamanho das

particulas de curcumina- podem melhorar seus efeitos biologicos.

Tendo em vista que 0S microrganismos testados representam grupos
importantes que atuam na contaminacdo e degradacdo de alimentos, poderiamos
ainda prever uma aplicacdo promissora dos microcristais de curcumina na
conservacgao de alimentos. Sabe-se que a presenca de microrganismos indicadores
pode demonstrar falta de higiene ou manipulacdo inadequada durante alguma fase
do processamento do alimento, afetando diretamente sua qualidade microbiolégica.
A E. coli é uma bactéria gram-negativa, anaerdbia facultativa, mesofila, classificada
no grupo de coliformes totais e sua presenca indica contaminacdo fecal (SILVA,
2002). JA o microrganismo S. aureus € gram-positivo, mesofilo, geralmente
encontrado nas fossas nasais e na pele das pessoas, e esta relacionada a diversas
infeccdes em seres humanos (SANTOS, 2007). B. cereus € gram-positivo, produtor
de esporos, consegue resistir e até se desenvolver em temperaturas de refrigeracéo
e estd comumente associado a doencas alimentares (SOARES, 2008). P.
aeruginosa €é uma bactéria gram-negativa, aerObia restrita, que apresenta
patogenicidade em presenca de células hospedeiras (FERREIRA, 2005). Ou seja, a
aplicacado dos microcristais de curcumina poderia atuar no controle da proliferacao
destes microrganismos em alimentos, ajudando no controle das toxiinfec¢cdes de

origem alimentar, além de preservar os alimentos contra deterioracao.
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6. CONCLUSOES

Por meio da técnica de precipitacdo em ndo solvente modificada foram
obtidos microcristais de curcumina que apresentaram tamanho reduzido e maior
area superficial em relacdo a curcumina in natura. Das trés formulagfes testadas
(curcumina + PVP; curcumina + caseinato de calcio e curcumina sem a adicao de
estabilizante), a formulacdo que apresentou as melhores caracteristicas ao ser
analisada no microscopio 6ptico foi a de curcumina sem a adi¢cdo de estabilizante,
sendo que esta formulacéo foi utilizada nos testes de atividade antimicrobiana. A
conversdo em microcristais potencializou o efeito antimicrobiano da curcumina,
como foi evidenciado neste trabalho. Para E. coli, S. aureus e P. aeruginosa foi
possivel reduzir pela metade a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) com o uso dos
microcristais.

A analise por Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) apontou a mesma
temperatura de fusdo, aproximadamente 174°C, para a curcumina e Seus
microcristais, demonstrando que o estado fisico da substancia permaneceu intacto,
independentemente da reducao no tamanho das particulas.

Os resultados permitem concluir que a producdo de microcristais a partir da
curcumina em po viabilizam sua aplicacdo, por se tratar de uma técnica de facil
execucdo e que apresenta efeitos satisfatérios no controle ou eliminacdo de

microrganismos com tamanha importancia no setor alimenticio.
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