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RESUMO

MENDES, P. S. Atividade antifungica da curcumina contra fungos deteriorantes
em pdaes. 2017. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduagdo) — Tecnologia em
Alimentos. Universidade Tecnologica Federal do Parana (UTFPR). Campo Mouréo,
2017.

A curcumina € o principal componente ativo da Curcuma longa L., geralmente usado
como corante e aromatizante por possuir coloracédo e aroma forte. A curcumina vem
despertando um interesse cada vez maior pela possibilidade de ser utiizada na
substituicdo de conservantes sintéticos, por possuir atividade antimicrobiana e
antifangica. O obejtivo desse trabalho foi avaliar o efeito da curcumina sobre a inibicé&o
do crescimento fungico em fungos isolados de paes. Analisou-se a concentracao
inibitéria minima (CIM), o didametro micelial da colénia, o peso seco da colbnia e a
porcentagem de inibigdo fungica do peso seco e do didmetro do micélio das espécies
Penicillium paneum e Penicillium citrinum. As andlises foram realizadas em duplicata

e todas as concentra¢cfes da curcumina apresentaram inibi¢édo fangica.

Palavras-chaves: Curcumina; Inibicao fangica; Penicillium.



ABSTRACT

MENDES, P. S. Antifungal activity of curcumin against deteriorating fungi in
breads. 2017. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduagao) — Tecnologia em
Alimentos. Universidade Tecnologica Federal do Parana (UTFPR). Campo Mouréo,
2017.

Curcumin is the main active component of Curcuma longa L. Generally used as a dye
and flavoring because it has a strong color and aroma. Curcumin has been increasing
interest in the possibility of being used in the synthesis of synthetic preservatives,
because it has antimicrobial and antifungal activity. The purpose of this work was to
evaluate the effect of curcumin on the inhibition of fungal growth in fungi isolated from
bread. The minimum inhibitory concentration (MIC), mycelial diameter of the colony,
dry weight of the colony and percentage of fungal inhibition of dry weight and mycelial
diameter of the species Penicillium paneum and Penicillium citrinum were analyzed.
The analyzes were performed in duplicate and all concentrations of curcumin showed

fungal inhibition.

Keywords: Curcumin; Fungal inhibition; Penicillium.
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1 INTRODUCAO

Define-se como alimento de qualidade aquele que atende de forma confiavel,
segura e no tempo certo as necessidades dos seus consumidores. A percepcao de
qualidade de um alimento ndo se limita somente ao prazo de validade, também sdo
avaliados critérios como sabor, aparéncia entre outros fatores intrinsecos. Uma vez que
nao aplicado as boas préticas de fabricacdo podem acarretar danos a saude, como
toxinfeccbes (XAVIER, 2009).

A presenca de agentes estranhos aos alimentos naturais ou industrializados
mesmo quando consumidos tradicionalmente dentro de habitos alimentares preé-
estabelecidos, podem causar reacfes desagradaveis, imediata ou tardia. Com isso,
procura-se melhorias no método de conservagcdo, com pequenas modificacbes na
composicdo dos alimentos, tratamentos culinarios ou tecnologias adequadas podem
tornar o alimento mais atrativo e com um tempo de vida Gtil maior (MIDIO, 2000).

Um dos principais responsaveis pela reacdo quimica de deteriora¢cdo em produtos
alimenticios sdo os fungos e seu desenvolvimento esta relacionado a fatores tanto
extrinsecos como intrinsecos do alimento. A contagem de bolores e leveduras €&
importante para se determinar o prazo de validade do produto, pois a presenca
excessiva destes microrganismos resulta na reducédo do tempo de vida util do mesmo
(SILVA, 2012).

A busca por um processo pratico e viavel de tratamento dos componentes
naturais para a aplicacdo de conservacao de alimentos com resultados satisfatorios abre
um campo de pesquisa a ser explorado. Os rizomas numerosos da Curcuma longa
(acafrdo) tém sido usado em tratamentos de alimentos, por possuir propriedades anti-
inflamatérias e antissépticas. O principal componente extraido da curcuma é a
curcumina, pigmento de tom amarelo limdo brilhante a alaranjado também responsavel
por acdes bioativas (VOLP; RENHE. STRINGUETA, 2009).

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 Uutil pela capacidade
bacteriostatica e bactericida, retarda o inicio da deteriogdo e o crescimento de
microrganismos indesejaveis (MACIEL et al., 2012).

Ha um crescimento na exploragdo comercial da curcumina para as industrias, por

esta apresentar varias atividades, dentre elas a antifungica. O consumo da curcumina é
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considerado seguro quando empregada como aditivo alimentar (VOLP; RENHE.
STRINGUETA, 2009).

A curcumina apresenta atividade antimicrobiana em testes in vitro e o potencial
antimicrobiano para bactérias e fungos € de interesse para a area de alimentos
(NAGUETINI, 2006).

Visto que h& grande preocupacdo com a deterioracdo dos alimentos, e visando
contribuir com a boa qualidade dos produtos panificados, este trabalho tem como
objetivo avaliar a atividade antifangica da Curcumina na inibicdo do desenvolvimento de
fungos deteriorantes de paes.

Todos os produtos de panificacdo com elevada atividade de agua podem ser
colonizados por fungos. Deste modo, paes, bolos e panetones estdo amplamente
expostos e contaminacfes. Essas contaminacdes podem ser reduzidas ou evitadas por
meio de prevencdo ou do retardamento do crescimento dos fungos. Diversos métodos
tém sido utilizado ao longo das ultimas décadas visando atingir esses objetivos e, por

consequéncias aumentar o periodo de prateleira dos produtos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito da curcumina sobre a inibicdo do

crescimento fungico em fungos isolados de paes.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Preparar o meio de cultivo com diferentes concentracdes de curcumina;

» Avaliar a atividade da curcumina sobre o crescimento micelial dos fungos
isolados, através do diametro da col6nia;

» Avaliar a atividade do p6 da curcumina sobre o crescimento micelial, através
da verificacdo do diametro da colonia;

+ Avaliar a atividade da curcumina sobre o peso seco dos fungos isolados.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1CURCUMINA

O acafréo (Carcuma longa L.), também conhecido como curcuma, gengibre
dourado ou acafrdo da india, é uma espécie originaria do sudeste asiatico,
pertencente a familia das Zingiberaceae. E uma planta de pequeno porte que mede
aproximadamente 1 metro, composta de um rizoma principal com varias ramificacdes
menores, todas marcadas com anéis de bracteas secas. Largamente cultivada nos
paises asiaticos, ndo se restringe apenas a alimentacdo, e hoje esta presente em
diversas areas da industria, medicina, agricultura, entre outros (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 medicinal que tem uma longa raiz cor de laranja que é
transformada em p6 e usada como especiaria em varios paises, especialmente na india.
Esta planta também pode ser conhecida como acafrao-da-india, acafrao-da-terra ou
tumérico (VILELA e ARTUR, 2008).

Os principais componentes quimicos dos rizomas da curcuma sao 0S
curcuminéides ou  polifen6is  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%), 6leos essenciais compostos principalmente por
turmerona, dehidroturmerona e cetonas aromaticas, responsaveis pelas excelentes
propriedades sensoriais (ALMEIDA, 2006).

A importancia de C. longa para a saude mudou consideravelmente desde a
descoberta da propriedade antioxidante, por meio da presenca de compostos fendlicos,
como os curcuminoides, os quais inibem a producdo de espécies reativas de oxigénio
(SREEJAYAN, 1994).

Os pigmentos que fornecem a cor a curcuma pertencem a classe dos
diferoluilmetano e sao representados principalmente pela Curcumina, cuja concentragao
pode variar de 1,5 a 7,1% (GOVINDARAJAN, 1980).

A atividade microbiana da circuma foi relatada por varios autores. De acordo com
BHAVANISHANKAR et al. (1979), o extrato alcodlico da curcimina foi testado in vitro na

concentracdo de 2,5 a 50 mg/100 mL e apresentou atividade antimicrobiana frente a
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Staphylococcus aureus. O extrato alcodlico também promoveu inibicdo do crescimento
atuando como fungistatico com o Aspergilus parasisticus (LUTOMSKI et al, 1974).

Em testes realizados pulverizando uma suspensao preparada com agua, tween
80 e curcumina isolada na concentracdo de 250 mg/L apresentou atividade antifungica
para Phytophthora infestans, Pucchinia recondita e Rhizoctonia solani (KIM et al, 2001).

Entre os pigmentos curcumindides encontrados na curcuma, esta a curcumina,
1,7-bis-(hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-diona, possui dois grupos metoxila
(OCH3) (MARTINS e RUSIG, 1992).

3.2PRODUTOS PANIFICAVEIS

Alimentos de uma maneira geral sdo muito propensos a contaminacdes por
fungos, uma vez que constituem-se de substancias organicas e, dentre elas, inimeros
nutrientes. E inevitavel que certas condigdes ambientais tornem-se bolorentas, e assim,
via de regra improéprio para o consumo humano. Porém certos fungos (leveduras) séo
de extrema importancia na producéo de alimentos como bebidas fermentadas, produtos
de panificacéo e queijos (MIDIO, 2000).

A deterioracdo de produtos panificaveis inicia-se com a contaminacdo poés
processo e termina com a formacdo de micélios visiveis durante o armazenamento
(DAGNAS et al, 2017).

Apés sair do forno o pado encontra-se estéril, tornando-se contaminado no
resfriamento e no momento do corte (fatiagem) ou ainda na embalagem (VILJOEN; VON
HOLY, 1997). O principal veiculo de introducédo de esporos fungicos para os produtos
de panificacdo é a farinha, que contém normalmente elevada carga de esporos. Em
virtude de seu elevado valor nutritivo, teor de umidade (em torno de 40%), o pao em
todas as suas formas estad sujeito ao ataque de fungos, apresentando uma vida de
prateleira que varia de 3 a 7 dias (FREIRE, 2011).

Os microrganismos sao capazes de crescerem em alimentos com alto teor de
umidade alto ou intermediario, como pées e produtos de panificacdo. A deterioracdo
desses produtos por fungos geram grandes perdas, estimadas globalmente em 3% do
volume total de produgéao (MALKKI e RAVHA, 1978, DAGNAS et al., 2017).

Os fungos sao capazes de crescer em uma ampla escala quanto as condi¢des
de atividade de agua (aw), pH e temperatura. E podem utilizar uma grande diversidade
de substratos como carboidratos, acidos organicos, proteinas e lipideos (FREIRE, 2011).
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Todos os produtos de panificagdo com elevada atividade de &gua podem ser
colonizados por fungos. Desta maneira bolos, pdes e panetones estdo amplamente
expostos a contaminacfes. Embora ndo existam informacdes precisas, estima-se que
em paises tropicais, como o Brasil, as perdas podem atingir até 10% da producé&o anual.
Tanto as perdas econdmicas quanto a possivel presenca de micotoxinas em produtos
de panificacdo podem ser reduzidas ou evitadas por meio da prevencdo ou do
retardamento do crescimento dos fungos. Diversos métodos estdo sendo estudados
visando atingir esse objetivo e resultando também em um aumento de vida de prateleira
(FREIRE, 2011).

3.3FUNGOS

Os fungos s@o microrganismos eucariontes, multicelulares e filamentosos, que
podem ocasionar mudancas desejaveis como a fermentacéo de alimentos. Todavia, em
muitos outros podem causar transformacdes indesejaveis nas caracteristicas dos
alimentos, produzindo odores e sabores desagradaveis, causados por diferentes graus
de deterioracdo, podendo ainda trazer riscos a saude humana e animal devido a
producdo de micotoxinas (OLIVEIRA et al, 2013).

Seja no armazenamento, ou por meio de instrumentos utilizados em seu manejo,
os alimentos estdo passiveis de sofrerem contaminagdes, incluindo as fangicas. Essa
contaminacdo ocorre pela interacdo do contaminante ao produto, podendo ser
incorporado ao alimento durante o manejo, oferecendo risco a saide do consumidor.
Dentre os fungos contaminantes destacam-se 0s géneros Aspergillus fusaruim e
Penicillium, responsaveis pela producdo de micotoxinas (GONCALEZ et al., 2013).

A atividade antifingica que as plantas possuem tem sido estudada devido a
resisténcia de patdégenos. Com isso estimula a procura de novas substancias
antifangicas principalmente de origem vegetal, que tem sido eficaz contra fitopatégenos.
Os extratos naturais de plantas sé&o de interesse e sdo uma alternativa para evitar a
contaminagao de alimentos ou ragdes por fungos (CENTENO; CARRERA, 2013).

Comumente os géneros de fungos encontrados em produtos de panificacdo séo:
Aspergillus, Chrysonilia, Cladosporium, Curvularia, Eurotium, Fusarium, Penicillium,
Rhizopus e Mucor. Entre as espécies que ocorrem com maior frenquéncia estao
Aspergillus, Cladosporium e Penicillium (FREIRE, 2011).

Os fungos sdo microrganismos eucariontes, uni ou multicelulares, que absorvem

nutrientes dispostos no ambiente. Os que produzem estruturas filamentosas,
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denomidados de bolores, sendo que as células sdo cilindricas e estdo ligadas nas
extremidades para formar um filamento chamado de hifa, que pode apresentar esporos.
Individualmente essas hifas sdo microscoépicas, porém quando uma grande quantidade
de hifas se acumulam em um pedaco de pdo, a massa fungica denominada micélio é
visivel a olho nu (PELCZAR et al, 1996).

O género Penicillum sp. possui maior quantidade de espécies e pode ser
encontrado em quase todos os substratos. Podendo eventualmente contaminar 0s
alimentos de forma acidental, por habitar no solo. Algumas tém alto poder de causar
patogenias graves e destrutivas em frutos e cereais. Crescem em temperaturas amenas
e na presenca de oxigénio. Sao capazes de causar deterioragédo alimentar em alimentos
mantidos sob refrigeracdo (MEIRELES & SREBERNICH, 2008).

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

Dentro do género Penicillium encontra-se a espécie P. citrinum que possui
colénias aveludadas com alta esporulacdo e colorag¢édo azul intenso, cinza ou verde na
superficie, e coloracdo amarela alaranjada no reverso da col6nia. Quando cultivadas no
meio MEA (Malte Extract Agar) apresentam crescimento rapido e sdo menos densas,
com diametro de 24-41 mm apOs 7 dias. Nao ocorre o crescimento 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. Outra
espécie de P. panemun, a qual produz colbnias verde e azul com uma superficie
aveludada, sendo responsavel pela produgédo da patulina, uma micotoxina altamente
toxica. Este é encontrado principalmente em paes e cresce bem em temperaturas
baixas, tolerando niveis de pH acidos além de baixa concentracdo de O: e altas
concentracdes de CO,, Suporta niveis elevados de acetato de etila, acido acético, acido
propidnico e acido lactico (SAMSON E FRISVAD, 2004).

Penicillium citrinum é mesofilica, conhecido por seus penicilos, que consiste de 3
a 5 métulas divergente contendo longas e definidas colinas de conidios. Apresenta
temperatura minima de crescimento a 5°C e temperatura 6tima entre 26 e 30°C. Pode
se desenvolver em atividade de agua minima de 0,8 a 25°C (PITT E HOCKING, 2009).
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Penicillium paneum se da devido a ocorréncia de fungos acidos organicos. Esse
fungo é comumente associado a deterioracdo de produtos fermentados como queijos,
iogurtes, paes e cacau. P. paneum se multiplica bem em temperaturas de 20 a 25°C e
apresenta alta taxa de crescimento micelial entre as espécies da mesma secao.
Conhecido por formar colbnias baixas, estrutura de frutificagdo em forma de conidiéforos
agrupados, conidios globosos de coloragéo verde escuro e azulado escuro (SAMSON E
FRISVAD, 2004).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 LOCAL

As andlises foram realizadas no laboratério de Engenharia e Tecnologia de
Alimentos da Universidade Tecnologica Federal do Parana, campus Campo Mouréo -
PR.

4.2 AMOSTRAS

Para a realizacdo deste trabalho foi utilizado o padréo da curcumina, doado pelo

professor Odinei.

4.3 MICRORGANISMOS

Foram isolados cinco espécies de fungos de pées deteriorados: Penicillium
panemun, Penicillium citrinum, Cladosporium oxysporum, Cladosporium subliforme e
Aspergillus chevalieri.

Os fungos foram isolados a partir de paes de forma tradicional e integral,
gentilmente cedidos pela industria de paes congelados e assados, Empresa Brasileira
de Comercializacdo - EBC Alimentos, localizada em Maringa-PR. Os fungos foram
cultivados em meio BDA, isolados e purificados por método monosp6rico em agar-agua.
As cepas isoladas foram encaminhadas ao Laboratorio de Biotecnologia Microbiana em
Maringa para identificacdo molecular.

Para realizacéo deste trabalho foram utilizado as espécies de fungos Penicillium

panemun, Penicillium citrinum.

4.3.1 Identificacdo molecular dos fungos baseado no sequenciamento da regido ITS1-
5.8S-ITS2

A identificagdo molecular dos fungos foi realizada na Universidade Estadual de
Maringa.

O DNA gendmico dos fungos foi extraido utilizando o kit de extracao “Power Soll
DNA Isolation kit” (MoBio Laboratories, Inc.) seguindo as instru¢des da fabricante, com
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excecdao da fase inicial, onde os fungos foram crescidos em caldo BD (Batata-dextrose)
e utilizado cerca de 200mg de micélio para extracdo. A integridade do DNA foi verificada
em gel de agarose 1%.

Para amplificacdo da regido de rRNA ITS1-5.8S-ITS2 foi realizada a reacdo da
polimerase em cadeia (PCR) utilizando 0s primers ITS1 (5'-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) e ITS4 (5-TCCCCGCTTATTGATATGC-3’) (WHITE
et al., 1990) de acordo com metodologia descrita previamente por Rhoden et al. (2012).

Os produtos de PCR foram purificados utilizando as enzimas shrimp alkaline
phosphatase e exonucleose | (Sigma-aldrich). O sequenciamento foi realizado na
plataforma de sequenciamento ABI-Prism 3500 Genetic Analyser (Applied Biosystems).
Os resultados foram analisados utilizando o software BioEdit 7.2.5. As sequéncias de
nucleotideos foram entdo comparados com outras disponiveis no banco de dados do
National Center for Biotecnhology Information (NCBI; https://www.ncbi.nim.nih.gov)
utilizando a ferramenta nBLAST, com filtragem para “type strains”. As sequéncias mais
similares foram entéo resgatadas e alinhadas utilizando o software MEGA v.6.05 com o
meétodo “neighbor-joining”, com “p-distance” para nucleotideos, com a opcao “pairwise

gap deletion” e bootstrap com 10.000 repeti¢cdes para a construcao filogenética.
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 (&gar batata dextrose) da Kasvi Laboratories, MEA (agar extrato de malte)

da Kasvi Laboratories, ASD (agar 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 concentragao inibitéria minima e

um meiocompletamente definido (com glutamina, sem bicarbonato e com vermelho de
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fenol como indicador de pH) sendo considerado satisfatrio para ensaios de compostos
antimicrobianos com fungos filamentosos e utilizado como meio padrdo da norma de
terapia antifingica M38-A (NCCLS). O meio foi preparado pesando-se 10,4g de meio
RPMI-1640 em po e 34,53g de tampao MOPS (acido 3- [N-morfolino] propanosulfénico).
O meio em po6 foi dissolvido em 900mL de &gua destilada. Foi adicionado MOPS
(concentracao final de 0,165 mol/L), agitando até dissolver. Durante a homogeneizacao
o pH foi ajustado para 7,0 a 25°C usando hidréxido de sédio 1 mol/L. Foi acrescentado
agua adicional para levar o meio a um volume final de 1 L. A esterilizacdo ocorreu por
filtragem e 0 armazenamento a 4° C até o momento do uso.

Os demais meios de cultura (BDA, ASD e MEA) foram preparados adicionando-
se a quantidade necesséaria dos meios em p6 em agua destilada, conforme instrucdes
do fabricante e dissolvido por aguecimento sob agitacdo constante, até completa
dissolucdo do agar. 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 verificagcdo da concentragéo fungicida minima
foi utilizado o meio ASD.

Para a realizacdo dos ensaios de verificagdo do crescimento micelial e peso
seco, foi adicionado a curcumina nas concentracfes de 1 e 3% ao BDA e estes foram
considerados meios testes. Os meios sem a curcumina foram utilizados como meio

controle. Apdés a esterilizacdo, os meios foram vertidos em placas de Petri estéreis.

4.7 VERIFICACAO DO CRESCIMENTO MICELIAL E DO PESO SECO

Com o auxilio de um anel metalico esterilizado de 5mm de diametro, foram
retirados plugs de cada uma das espécies fungicas crescidas em BDA e colocados no
centro das placas de petri com o meio BDA, em seguida foram incubados na estufa por
guatro dias a 25°C. A partir destas colénias 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 avaliacéo da atividade da curcumina contra o crescimento micelial e peso
seco, foi utilizada a técnica descrita por MARQUES et al., 2004 com modificacdes.

O diametro da col6nia foi medido através de medidas em milimetros de dois diametros
de cada colbnia crescidas nos meios testes e controle, no sétimo dia de incubacao.

A porcentagem de inibi¢cao foi obtida através da equacéo 1, de ALBUQUERQUE
et al., (2006) modificada por TIAN et al., (2011).
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Equacéo 1: Porcentagem de inibicao

Dc — Dt

Do x 100

Em que:
Dc = didmetro do controle;

Dt = didmetro do teste.

A determinacado do peso seco foi feita apds 7 dias de incubacado dos isolados a
25°C em meios BDA controle e testes. Para isso, o0 meio com o cultivo foi liquefeito em
autoclave a 100°C e o micélio foi retirado com uma pinca. Em seguida, o micélio foi
transferido para papel de filtro previamente pesado. Os papéis com o micélio foram
levados a estufa a 70°C e ap0s 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 o peso do papel de filtro. A porcentagem de inibicdo do peso foi
obtida através da férmula ALBUQUERQUE et al., (2006) modificada por TIAN et al.,

(2011), adaptada para peso seco.
4.8 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA

A concentracao 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 Determinacdo da Sensibilidade a Terapia Antifungica dos
Fungos Filamentosos, com adaptacdes para macrodiluicio em caldo para fungos
filamentosos. Para a realizacdo do CIM (concentracao inibitoria minima) foram utilizados
12 tubos testes contendo o0 meio RPMI.

Os fungos foram inoculados em BDA por 7 dias a 25° C para o crescimente e
produlgao dos esporos. Apds, uma solucao estéril de tween 80 a 0,1%, foi vertida sobre

o micélio e feita a raspagem da col6nia para liberacdo dos esporos, os quais foram
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contados em Camara de Newbauer. O indculo foi diluido para uma concentragdo final
de 10% esporos/ml, o qual foi utilizado para a determinacdo da CIM. Esse procedimento

foi realizado para cada um dos isolados.

Figura 1. Concentragdo de inibicdo minima (CIM)

Para a analise da CIM, foram utilizados 12 tubos por fungo, 10 como tubos
testes contendo solucdo de RPMI e a suspenséo de CURC (padréao da curcumina), e 0s
demais como controle positivo (apenas 0 meio e o indculo - tubo 11) e controle negativo
(apenas o meio - tubo 12). Nesta bateria de tubos (figura 1), 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 de CURC a 200 mg/ml. A partir do tubo 2 foi realizada uma
diluicdo seriada 1:2 de CURC até o tubo 10 trasferindo-se 500 puLde para cada tubo teste
e ao final desprezando 500 pL do tubo 10. Adicionou-se 500 pL suspenséao do fungo 104
esporos /ml nos tubos testes (tubol ao tubo 10) e controle positivo (tubo 11), reduzindo
a concentracdo de CURC em cada tubo pela metade. Os tubos foram agitados
levemente para a homogeneizacao do conteudo, e incubados em estufa a 35°C por 48
horas. ApGs este periodo, foi verificado o crescimento através da turvacao do meio e
confirmacdo em microscoOpio estereoscopio. Foi considerada CIM, a menor

concentracdo em que a CURC impediu o crescimento do inéculo em teste.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Na Tabela 1, podemos observar os resultados obtidos durante a avaliacdo da
concentragdo inibitéria minima. Foi possivel observar que nas concentracdes mais
elevadas de CURC houve maior inibi¢cdo fungica. Porém, o fungo Penicillium paneum
(Pp) foi o fungo que apresentou maior inibicéo, a CIM foi de 1,25% e para o Penicillium
citrinum (Pc) o CIM foi 5%.

Tabela 1. Resultados da avaliagdo da concentracéo inibitoria minima

Tubos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
[1% 10 5 2,5 125 0625 03125 0,156 0,078 0,039 0,019
Pp - - - - + + + + + +
Pc - - + + + + + + + +

*Tubos que néo representam crescimento fungicos (-); tubos que apresentam crescimento fangicos (+).
*[ ]%: concentragdo em porcentagem; Pp: Penicillium paneum; Pc: Penicillium citrinum.

De acordo com LUTOMSKI et al. (1974), o extrato alcodlico da curcumina
testado in vitro, apresentou atividade antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus na
concentracdo de 2,5 a 50mg/100mL. Em testes com o Aspergillus parasisticus, o extrato
também promoveu a inibicdo de crescimento atuando como fungistético.

Demais estudos também apontam a capacidade antifUngica e antimicrobiana
dos compostos presentes na curcuma. A acao antimicrobiana do oléo de Curcuma longa
L. foi comprovada sobre fitopatdgenos como os fungos Alternaria brassicicola e
Aspergillus flavipes por NAGHETINI (2006).

Segundo SOUZA et al (2010), o extrato do acafréo é eficiente no controle in vitro
do crescimento do fitopatdgeno C. lindemunthianum, inibindo o cresimento.

Os resultados encontrados na verificacdo do didmetro 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 aos isolados do meio

controle.
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Tabela 2. Diametro de porcentagem de inibicdo micelial em diferentes concentracdes de
CURC.

CURC: Padréo de curcumina; F: fungos; D: média do didametro da colénia em mm apds 7 dias de

F CD *CP *C1l% **C3%

D P D %D P %P D %D P %P
Pp 6,4 0,04152 3,5 45,31 0,0045° 89,16 2,8 56,25 0,001® 97,35
Pc 2,6 0,029 23 11,54 0,019® 3448 2,0 23,07 0,005> 82,75

incubac@o em BDA controle e testes; %D: porcentagem de inibicdo micelial; P: peso seco em gramas da
colénia em mm ap6s 7 dias de incubacé@o em BDA controle e testes; %P: porcentagem de inibicdo do peso
seco; Meio de cultura controle sem a adi¢é@o (*) e com a adi¢éo (**) de CURC a 1% e 3%. Pp: Penicilina
panemun; Pc: Penicillium citrinum; a, b: letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa
(p<5%) pelo teste t-Student.

Deste modo, observa-se que o crescimento micelial diminui & medida que a
concentracdo do extrato aumenta. Os resultados mostram que nédo houve uma perda
significativa do composto durante o processo de esterilizacdo, podendo ser o composto

responsavel pela inibicdo dos isolados fangicos.

Figura 2. Isolado Penicillium Paneum

Segundo SILVA et al, (2008) extratos das plantas medicinais Costus pisonis,
Achillea millefolium e Plecthanthus barbatus foram capazes de inibir o crecimento
micelial de fungos fitopatogénicos do género Colletotrichum.

De acordo com SHELEF (1983) os condimentos vegetais como as ervas

aromaticas afetam todas as fases do crescimento microbiano. A fase denominada lag é
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prolongada a velocidade de crescimento e durante a fase log é reduzida, o numero de
células também é reduzido.

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

respectivamente.
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6 CONCLUSAO

Conclui-se com este trabalho que, as concentracdes de curcumina de 1 e 3%
mostraram inibicdo fungica diminuindo significativamente o crescimento das espécies
de Penicillium citrinum, mas principalmente os de Penicillium paneum. Em nenhuma
das concentracdes testadas houve inibi¢éo total do crescimento micelial e peso seco
dos fungos. Estudos futuros podem ser realizados em diferentes meios de
concentracfes e diretamente aplicado nos alimentos para verificar a capacidade de
inibicdo da curcumina sobre os fungos. Se torna promissor o uso da curcumina no

prolongamento da vida de prateleira de produtos de panificacao.
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