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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antifungica dos 6leos essenciais da
Curcuma longa L. obtidos por hidrodestilagdo e por extracdo hexanica. Os extratos
obtidos foram caracterizados com relacdo ao rendimento, peso especifico, indice de
refragdo, valor éster, pigmentos curcumindides por espectrofotometria de absorbancia
UV-visivel e substancias volateis por CG-EM. A atividade antifungica contra os fungos
fitopatogénicos (Alternaria brassicicola, Aspergillus flavipes, Aspergillus niger,
Cladosporium sphaerospermum e Fusarium oxysporum) foi investigada pelo método de
difusdo em agar utilizando discos. Um maior rendimento de oleos essenciais foi obtido
com a extragdo hexanica, que se mostrou mais simples e rapida comparada a
hidrodestilagdo. Os 6leos essenciais obtidos por extragdo hexanica apresentaram valores
significativamente maiores para o peso especifico, indice de refragcéo, valor éster e teores
de pigmentos curcuminodides. Foram detectadas 26 substancias volateis sendo 22 no
extrato hidrodestilado e 16 no hexanico. Dentre estas, oito foram identificadas, sendo
todas da classe dos terpenos. A turmerona (ar e a) foi a predominante. A atividade
antifungica em ambos extratos foi evidenciada contra Alternaria brassicicola e Aspergillus
flavipes sendo que o extrato hexanico produziu halos de inibigdo maiores para os dois
microrganismos. A atividade antifungica dos extratos foi afetada pelo método de extragao

dos 6leos essenciais da curcuma.

Palavras chave: Curcuma longa L, 6leos essenciais, atividade antifungica, extragao

hexanica; hidrodestilagdo, CG-EM.
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ABSTRACT

PHYSICO-CHEMICAL CARACTERIZATION AND ANTIFUNGICAL ACTIVITY OF
ESSENTIAL OILS FROM TURMERIC. The objective of this study was to evaluate the
antimicrobial activity of essential oils from Curcuma longa L. obtained by hydrodistillation
and by extraction with hexane. The extracts were characterized according to yield,
specific weight, refractive index, ester value, curcuminoid pigments by UV-visible
spectrophotometry and volatiles by GC-MS. The antifungal activity against phytopatogenic
molds (Alternaria brassicicola, Aspergillus flavipes, Aspergillus niger, Cladosporium
sphaerospermum and Fusarium oxysporum) was investigated by the diffusion in agar
method using paper disks. A higher yield of essential oils was obtained with hexane,
which was simpler and faster compared to hydrodistillation. The essential oil obtained with
hexane had significantly higher specific weight, refractive index, ester value and levels of
curcuminoid pigments. 26 volatile compounds were detected. 22 were present in the
hydrodistilled extract and 16 in the hexane. 8 were identified as terpenes and turmerone
(ar and o) was the prevalent. Antifungal activity of both samples was observed against
Alternaria brassicicola and Aspergillus flavipes. Higher antimicrobial activity was provided
by the hexanic extract compared to hydrodistillation. There was significant effect of the

type of extraction on the antifungal activity.

Key words: Curcuma longa L, essential oils, antifungal activity, extration, hexane,
hydrodistillation, GC-MS.
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INTRODUGAO

As qualidades anti-sépticas de plantas aromaticas e medicinais e de seus extratos
vém sendo reconhecidas desde a antiguidade, tendo os Oleos essenciais merecido
destaque especial com relagao a estas atividades.

Os Oleos essenciais s&o geralmente isolados de plantas por métodos de destilagao
por vapor ou hidrodestilacdo. Sao essencialmente misturas variadas de terpendides,
especificamente monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), alguns diterpenos (C20) e
uma grande variedade de hidrocarbonetos alifaticos de baixo peso molecular (lineares,
ramificados, saturados e insaturados). Terpenos sdo 0s principais responsaveis quimicos
pela fragrancia e pelos usos medicinais e culinarios de plantas (DORMAN & DEANS,
2000). As propriedades antimicrobianas de 6leos essenciais extraidos de plantas e de
seus constituintes foram estudadas por varios autores.

Pesquisas da atividade antimicrobiana, modo de acido e uso potencial de dleos
essenciais de plantas tem ganhado importancia. Atualmente, a avaliacdo de propriedades
antimicrobianas de 6leos essenciais abrange uma grande variedade de microrganismos
contra os quais tém sido testados, incluindo microrganismos deteriorantes de alimentos
(ZAIKA et al., 1983; CONNOR & BEUCHAT, 1984; JANSSEN et al., 1988; OUATTARA et
al., 1997), microrganismos produtores de toxinas alimentares (BEUCHAUT, 1976;
THARIB et al., 1983; DEANS & RITCHIE, 1987; LIS-BALCHIN & DEANS, 1997), fungos
filamentosos micotoxigénicos (KNOBLOCH et al., 1989), fungos patogénicos, leveduras
dimérficas (BOONCHILD & FLEGEL, 1982; GHANNOUM, 1988) e virus de plantas e
animais (IEVEN et al., 1982; ROMERIO et al., 1989).

A Curcuma longa L. planta muito empregada na culinaria também vem sendo
estudada em relagdo a composi¢cdo quimica e atividades farmacoldgicas. Seus rizomas
fornecem um pé amarelo aromatico muito empregado como condimento e corante na
industria alimenticia, utilizado na medicina popular e também como repelente de insetos
(TALLON-NETTO, 2004; PERET-ALMEIDA, 2006). Do rizoma da curcuma também
podem ser extraidos os 6leos essenciais, de grande interesse para a industria alimenticia.
Os 6leos essenciais da curcuma sdo compostos por turmeronas e por cetonas aromaticas
€m menor proporgao.

Propriedades antioxidantes e antimicrobianas dos oOleos essenciais da curcuma
foram descritas na literatura (JITOE et al., 1992; SINGH et al., 2002ab; PERET-ALMEIDA
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et al., 2003). Resultados promissores foram obtidos por PERET-ALMEIDA et al. (2003)
na avaliagao da atividade antimicrobiana dos oOleos essenciais de rizoma de curcuma
contra fungos, especificamente Aspergillus niger e Saccharomyces cerevisiae utilizando
extrato obtido por hidrodestilacdo. Esse estudo constitui um incentivo para a continuidade
da investigacdo da atividade dos Oleos essenciais utilizando fungos filamentosos
fitopatdgenos de importancia na agricultura.

Os fungos fitopatdgenos s&o agentes causadores de doengas em vegetais
acarretando perdas significativas na agricultura, destruicdo de grdos durante a
estocagem, diminuicdo do valor nutritivo e, algumas vezes, produgao de micotoxinas
prejudiciais ao homem e aos animais (VELLUTI et al.,, 2004). Sendo assim, os 0leos
essenciais poderiam ser um meio alternativo com potencial antifungico na preservagao de
alimentos.

Este trabalho teve como obijetivo verificar a eficiéncia de dois métodos de extragcao
de dleos essenciais (hidrodestilagao e extragdo com hexano) comparando a composi¢cao
quimica e a atividade antimicrobiana para fungos fitopatégenos.

Os objetivos especificos foram:

(i) caracterizagao fisico-quimica das amostras de 6leos essenciais obtidos a partir da
curcuma em po utilizando os dois diferentes métodos de extracao;

(ii) caracterizagao das substancias volateis da amostra através de cromatografia gasosa
acoplada a detector de ionizagdo de chama (GG/IC) e identificagdo por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG/EM);

(i) avaliacdo da atividade antifungica dos O6leos essenciais frente a alguns fungos

fitopatogenos.
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REVISAO DE LITERATURA

1 CURCUMA

1.1 CARACTERISTICAS BOTANICAS

A curcuma é uma planta herbacea e perene da familia Zingiberaceae, tendo como
origem o sul da india, e cultivada na China, Kuwait, india, Indonésia, Sri Lanka, Filipinas,
Caribe, Norte da Australia e América do Sul. De cultivo facil, apresenta a vantagem de
ndo exigir tratos culturais especiais, podendo desenvolver-se em condigdes tropicais, em
altitudes que variam do nivel do mar a 1500 m, e temperaturas de 20 a 30 °C, sob regime
pluvial de 150 cm ou mais por ano ou sob irrigacao, preferencialmente sob solo argiloso
ou aluvial, fértii e rico em matéria organica (GOVINDARAJAN, 1980; MILAN, 1992;
SCARTEZZINI & SPERONI, 2000). Seu uso foi introduzido pelos mercadores arabes, na
Idade Média, quando a curcuma era reconhecida como “agafrdo indiano” (RICHARD &
LOO, 1992).

A planta apresenta geralmente cinco a sete folhas grandes de coloragao verde, que
exalam um odor agradavel quando contusas. A parte aérea da planta de acordo com as
condigdes do solo e clima pode atingir 120 cm de altura. Apresentam um pseudocaule
formado na base da planta pelo agrupamento das folhas (CORREA, 1975; HERTWIG,
1986; CECILIO-FILHO, 1996; PERET-ALMEIDA, 2000).

A curcuma é facilmente reconhecida pela inflorescéncia amarelada em espiga
sendo que a floragdo ocorre geralmente 180 dias apds o plantio (GONVIDARAJAN, 1980;
ESPINOSA et al., 1994). Os rizomas sao tuberosos de centro arredondado com laterais
alongadas de coloragao alaranjada crescendo abaixo do solo e que, agrupados, formam
uma estrutura chamada mao (MAIA, 1991; TAINTER & GRENIS, 1996; SCARTEZZINI &
SPERONI, 2000).

A propagacgao da curcuma em plantios comerciais é assexuada vegetativa. O
plantio pode se dar diretamente no solo por meio do bulbo (rizomas primarios) ou por
meio dos rizomas secundarios conhecidos como “dedos” ou “pides” originados dos
primeiros (MAIA et al., 1995). Segundo estes pesquisadores, as plantas originarias dos
rizomas primarios dao maiores rendimentos do que aquelas provenientes dos rizomas

secundarios, mas o teor de pigmentos dos novos rizomas néo é alterado pelo tipo de
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rizoma utilizado no plantio. O plantio ocorre nos meses de agosto a setembro e os
rizomas podem ser colhidos, dependendo das condigbes climaticas, de seis a dez meses
ap6s o cultivo (ACAFRAO..., 1991; MARTINS & RUSIG, 1992). Os caules sdo anuais,
emergem das gemas dos rizomas e depois do florescimento, completam o ciclo
vegetativo, amarelecem e morrem (CORREA, 1975).

O género Curcuma ¢é constituido por centenas de espécies de plantas
(GOVINDARAJAN, 1980). No Brasil a Curcuma longa L. é conhecida como curcuma,
batatinha amarela, gengibre dourado, mangarataia, acafrdo da terra ou acafréo da india.
Na india é denominada haldi, nas Filipinas dilau, na Alemanha gelbwurzel e gurgemei, na
Franca safran des Indes e souchet des Indes e em paises de lingua inglesa turmeric e
yellow root (CORREA, 1975; GOVINDARAJAN, 1980; MARTINS & RUSIG, 1992; MILAN,
1992).

Com produtividade de 22 ton de rizomas/ha, a india é o principal produtor mundial.
No Brasil é cultivada principalmente nos estados de Goias, Mato Grosso e Sao Paulo com
produtividade de 12 ton/ha. Em estudos realizados na Universidade Federal de Lavras,
obteve-se uma producgéo de 25 ton/ha (CECILIO-FILHO, 1996).

A india detém cerca de 50% da produgao mundial (90 mil ton) de circuma. O Chile
€ o0 maior produtor da América do Sul e a produgado brasileira corresponde a 1% da
producao mundial, mas com uma grande vantagem: a colheita no Brasil é feita justamente
na entressafra indiana. Os maiores importadores sdo os Estados Unidos, Alemanha,
Japéo e Holanda. O Brasil também importa 100 a 200 ton/ano (AGENCIA ..., 2006).

1.2 COMPOSICAO QUIMICA

Fatores como a planta matriz, tipo de solo, adubagao, disponibilidade de agua,
época de colheita, tempo de armazenamento, dentre outros, podem influenciar a
composi¢cao quimica dos rizomas de curcuma (OLIVEIRA et al., 1992; SCARTEZZINI &
SPERONI, 2000).

O componente presente em maior teor (25 a 50%) € o amido, seguido de proteina
(4 a 10%), fibras e cinzas (2 a 7%), pigmentos curcuminodides e 0s 0Oleos essenciais
(GONVINDARAJAN, 1980). Estudos realizados por SOUZA & GLORIA (1998) com
amostras de curcuma de varios municipios de Minas Gerais, mostraram teores
semelhantes de pigmentos curcumindides e Oleos essenciais aos encontrados por
GOVINDARAJAN (1980) para produtos indianos. Os resultados obtidos por TALLON-
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NETTO (2004) aproximam-se também dos valores estabelecidos para a curcuma indiana
(tabela 1).

TABELA 1: Teores de pigmentos curcumindides e o6leo essencial da curcuma

originaria do Brasil e da india

ORIGEM PIGMENTOS CURCUMINOIDES OLEO ESSENCIAL
(mg/100 g) (mg/100 g)
Brasil 5,52 3,65
Brasil 2 4,41 3,07
india ® 5,0 5,8

Fontes: ' TALLON-NETTO (2004); 2 SOUZA & GLORIA (1998); ° GOVINDARAJAN (1980).

1.2.1 Pigmentos curcumindides

Os teores dos pigmentos curcuminodides podem variar de 4 a 8 mg/100 g no rizoma
da curcuma. As variagdes quanto aos teores podem ser devidas as diferengas relativas
as variedades ou cultivares, bem com ao desenvolvimento do bulbo e as praticas culturais
(MATHAI, 1976). Inclusive, de acordo com GOVINDARAJAN (1980), o teor dos
pigmentos pode ser aumentado no rizoma quando este € mantido por mais tempo no solo.

Os pigmentos curcumindides encontrados na curcuma s&o: a curcumina (CURC), a
desmetoxicurcumina (DMC) e a bisdesmetoxicurcumina (BDMC). As concentragdes
variam de 4 a 6 mg/100 g, 4 a 3 mg/100 g e 3 a 2 mg/100 g, respectivamente (MARTINS
& RUSIG, 1992).

A curcumina (C21H200¢), desmetoxicurcumina (C2oH1sO0¢) € bisdesmetoxicurcumina
(C19H1604) apresentam absor¢cdes maximas nos comprimentos de onda de 429, 424 e 419
nm, respectivamente, e apresentam fluorescéncia amarela sob luz ultravioleta. O
espectro de fluorescéncia é de 434 nm de excitagdo e 520 nm de emissao (SOUZA, 1993;
PERET-ALMEIDA et al., 2005). Em relacdo ao peso molecular (PM) e ao ponto de fusdo
(PF), GOVINDARAJAN (1980) relatou serem estes para os respectivos pigmentos: PM =
368, PF = 183 °C; PM = 330, PF = 168 °C e PM = 308, PF = 224 °C. Os pigmentos
curcumindides, de acordo com PERET-ALMEIDA et al. (2005), se diferenciam pelo

numero de grupos metéxi (CHs) ligados a sua estrutura conforme indicado na figura 1.
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Compostos R1 R2
Curcumina OMe OMe
Desmetoxicurcumina H OMe
Bisdesmetoxicurcumina H H

Figura 1: Estrutura quimica dos pigmentos curcuminoéides.
Fonte: PERET-ALMEIDA et al. (2005).

Para separacdo dos pigmentos curcuminodides destaca-se a cromatografia de
camada fina (CCF) e a cromatografia em coluna (CC) (GOVINDARAJAN, 1980; JITOE et
al., 1992; OSAWA et al., 1995; AMARAL, 2000).

TAKAHASHI (1987) revelou que o método mais utilizado para deteccdo da
presenca de curcumina em produtos alimenticios baseia-se na reagdo com o acido bdrico,
a qual gera dois compostos de coloragdo vermelha: a rubrocurcumina e rosocianina. A
extragdo € feita com etanol por refluxo, e a quantificagdo dos teores de pigmentos
curcumindides totais por leitura em espectrofotdmetro a 425 nm de absorbancia.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) tem sido empregada para a
separacgao, identificagdo e quantificagdo dos pigmentos curcumindides. O método é
rapido e pode solucionar problemas relativos a decomposicao fotoquimica e oxidativa
(PERET-ALMEIDA, 2000; TALLON-NETTO, 2004).

1.2.2 Oleos essenciais

Sao constituidos por alcoois sesquiterpénicos e cetonas, produtos secundarios do
metabolismo vegetal nas células glandulares ou epiteliais. Os Oleos ficam retidos em
vacuolos citoplasmaticos podendo ser rompidos por danos mecanicos ou fisico-quimicos.
Apresentam baixo ponto de ebulicdo e um forte aroma (HESS, 1975). Seus principais
componentes sdo: turmerona (35%), ar-turmerona (12%), a e B-zingibereno (25%), 1-8
cineol (1%), sabineno (0,6%) e borneol (0,5%) (VIASAN et al., 1989; MATA et al., 2004).



20

Segundo RUPE et al. (1934) e RUPE & GASSMANN (1936) o flavor da curcuma é
devido as cetonas sesquiterpénicas formadas por aproximadamente 59% de ar-turmerona
e turmerona, numa proporcdo de 40 e 60%, respectivamente. Observaram também a
presenca de 6% de alcool sesquiterpénico.

O dleo essencial da C. longa possui diferentes propriedades fisico-quimicas que
estdo apresentadas na tabela 2. Os diferentes valores encontrados podem ser atribuidos
a variagbes da matéria-prima, tempo de destilagdo ou grau de maturagdo das amostras
antes da analise (GOVINDARAJAN, 1980). As caracteristicas fisico-quimicas de algumas

cetonas sesquiterpénicas estdo resumidas na tabela 3.

TABELA 2: Propriedades fisico-quimicas do 6leo essencial da curcuma obtidos na

india e Bangladesh

PROPRIEDADES OLEO ESSENCIAL DE CURCUMA DA

india’ Bangladesh®

Teor (g/100 g) 5,8 4,5

Peso especifico (g/mL) 0,929 a 20°C 0,928 a 31°C

indice de refracdo (a 30 °C) 1,5054 1,5053

Angulo de rotago éptica (a 30 °C) -17,3 -25,5

Valor éster (mg de KOH/qg) 3,2 6,5

Valor acetil (mg de KOH/qg) 26,3 27,4

Solubilidade * Alcool

Fontes: ' KELKAR & RAO (1934); ?KHALIQUE & DAS (1968), * dado n&o disponivel.

TABELA 3: Propriedades fisico-quimicas de algumas cetonas sesquiterpénicas do

oleo essencial da clircuma

PROPRIEDADES Turmerona Ar-turmerona
Férmula molecular C15H220 C15H200
Peso molecular 218 216
Ponto de ebuligdo (°C/10 mmHg) 125-126 159-160
indice de refracéo n®D 1,5960 n°D 1,5219
Rotagao 6ptica n*®D -69,70 a®D + 84
Absorgdo maxima (nm) 234-235 239

Fonte: GOVINDARAJAN (1980).

OGUNTIMEIN et al. (1990) investigaram os constituintes do 6leo essencial das
folhas de C. longa. O Odleo apresentou, predominantemente, monoterpenos, sendo os

principais o a-felandreno (47,7%) e o terpinoleno (28,9%). Salientaram ainda que os
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maiores constituintes do 6leo essencial do rizoma, turmerona e ar-turmerona n&o foram
encontrados no 6leo essencial das folhas. Os resultados obtidos por SHARMA et al.
(1997) mostraram uma diferenga quantitativa marcante entre os 6leos dos rizomas e
folhas. Os principais constituintes dos 6leos dos rizomas foram: a ar-turmerona (16,7-
25,7%), o-turmerona (30,1-32,0%) e B-turmerona (14,7-18,4%), enquanto que estes
mesmos compostos foram encontrados em quantidades tragos nas folhas.

Os resultados obtidos ZWAVING & BOS (1992), que também estudaram a
composicao dos 6leos essenciais dos rizomas de espécies diferentes do género Curcuma
mostraram diferengas na composicao quimica e na proporcao das substancias volateis
entre as espécies estudadas. Com relagdo a C. longa, verificaram a presenga de ar-
turmerona, turmerona e turmerol (cerca de 75%) e outros constituintes como ar-
curcumeno, B-curcumeno, B-sesquifelandreno e a-atlantona.

De acordo com RICHMOND & POMBO-VILLAR (1997), além das cetonas
sesquiterpénicas, o extrato do 6leo essencial de rizomas da C. longa contém uma série de
acidos graxos saturados e insaturados.

A oleoresina, produto viscoso, laranja-amarronzado, com aroma fresco e pungente
e sabor amargo € composta de 6leo essencial e pigmentos, materiais resinosos nao
volateis além de outros componentes ativos (MILAN, 1992; WONG, 1995).

Devido a simplicidade e baixo custo, os métodos de extragdo do 6leo essencial da
curcuma mais utilizados s&o a hidrodestilagdo e a extragdo com hexano (SIMOES et al.,
2000).

A proporcao dos numerosos compostos volateis presentes, bem como suas
interacdes, determina o flavor caracteristico de um alimento. Dentre as classes de
volateis mais encontrados nos alimentos estdo os ésteres, alcoois, acidos, aldeidos,
cetonas e terpenos (WONG, 1995; OGA, 1996), sendo estes ultimos os responsaveis pelo
flavor da curcuma e presentes no 6leo essencial € na oleoresina da curcuma.

Nos rizomas de curcuma, os teores de 6leos essenciais variam entre 2,5 a 7,0%. A
extracdo pode ser feita por destilacdo ou extracdo com solvente apolar do rizoma fatiado.
A coloragdo varia de amarelo palido a amarelo alaranjado e o odor é caracteristico
(KRISHNAMURTHY et al., 1976; VIASAN et al., 1989; LEUNG & FOSTER, 1996).

1.3 ASPECTOS TOXICOLOGICOS

Em 1990, estudiosos pertencentes ao Joint Expert Commitee in Food Additives

(JECFA) da FAO/WHO chegaram a conclusao de que a curcuma € mais especificamente
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um alimento do que um aditivo, e, portanto, ndo é apropriado designar-lhe uma ingestao
diaria aceitavel (IDA) (SOUZA,1993). Para a curcumina, estabeleceu-se uma IDA de 0,1
mg/kg de peso corporeo e, para a oleoresina, de 0 a 0,3 mg/kg de peso corpoéreo.
Entretanto, no encontro realizado em 1995, foi estabelecida uma IDA temporaria de 0 a 1
mg de curcumina/kg de peso corporeo, que foi estendida até o encontro de 2001, sendo
valida até o ano de 2003 (FAO, 2001). De acordo com o JECFA (2006), a situagao atual
€ a seguinte: a curcumina teve sua IDA estabelecida de 0 a 3 mg/kg de peso corpéreo, ja
a curcuma e a oleoresina ndo possuem uma IDA especificada.

A toxicidade oral aguda da curcuma é baixa; por exemplo, a dose letal 50% (DLsp)
oral de oleoresina de curcuma, para ratos esta acima de 10 g/kg de peso corporal
(HALLAGAN et al., 1995) e a DLsg oral de curcumina para camundongos € superior a 2
g/kg de peso corpéreo (SRIMAL & DHAWAN, 1973).

1.4 PROCESSAMENTO

O processamento da curcuma pode variar de acordo com o pais. No Brasil, em
geral, os rizomas frescos sao lavados, fatiados e secos ao sol; enquanto, na China, sao
cozidos antes da secagem. Na Jamaica, apds a limpeza, realiza-se 0 cozimento em
autoclave seguida de secagem em secador de grdos. Por outro lado, na india os rizomas
sdo limpos cozidos, fatiados, secos ao sol e polidos (GOVINDARAJAN, 1980;
SAMPATHU et al.,, 1988). A cocgao facilita o processo de secagem, promovendo a
gelatinizagdo do amido e a uniformidade da cor do produto. Entretanto, GOVINDARAJAN
(1980) observou que o aquecimento poderia provocar alteragcbes nos compostos
flavorizantes do O6leo essencial da curcuma. TALLON-NETTO (2004) efetuou o
branqueamento da curcuma em pH 3, 5, 7 e 9 durante 20 minutos e utilizou como
controle, amostras nao cozidas. Foi verificado que o branqueamento diminuiu
significativamente o tempo de secagem dos rizomas em relacdo as amostras nao
submetidas ao branqueamento. O pH 7,0 foi o Unico, dentre os pesquisados, em que hao
houve perda significativa de pigmentos em relagdo ao controle, constituindo, portanto, no
tratamento mais indicado. O pigmento menos sensivel ao efeito do pH foi a
bisdesmetoxicurcumina, ao passo que o mais sensivel foi a curcumina. O pH 9,0 foi o
mais prejudicial, no qual as perdas de curcumina e desmetoxicurcumina foram maiores.
Este trabalho também mostrou que o branqueamento afetou os teores de 6leo essencial.
A ordem decrescente da quantidade de 6leo essencial encontrada foi: controle = pH 9,0 >
pH 7,0 > pH 5,0 = pH 3,0.



23

A secagem dos rizomas pode ser feita em areas de terra batida ou cimentada para
a realizagao de secagem ao sol. O processo de secagem dura de 10 a 15 dias quando os
rizomas tornam-se duros e quebradigos. Para obter secagem mais rapida, pode-se
empregar secadores com circulagdo de ar. Nestes, a secagem dos rizomas frescos pode
ocorrer em 75 horas e dos rizomas cozidos em 48 horas a temperatura de 65 °C
(GOVINDARAJAN, 1980). O rizoma adquire entdo uma superficie rugosa e esta
aparéncia € melhorada com um polimento. Alguns paises importadores, principalmente
os orientais, ddo preferéncia para a forma polida (MILAN, 1992; TAINTER & GRENIS,
1996).

De acordo com PERET-ALMEIDA (2000), o processamento ideal da curcuma,
inicia-se com a colheita, seguido pela lavagem e sele¢do dos rizomas. Em seguida,
passa pelo processo de branqueamento em agua fervente por 10 minutos. Sao fatiados,
desidratados a 60 °C, triturados e peneirados em tamis de 40 mesh antes da embalagem
e comercializagdo. O fluxograma com as principais etapas do processamento da C. longa
pode ser observado na figura 2.

Os rizomas fatiados e secos sdo embalados em sacos plasticos duplos. A curcuma
em p6 é empacotada a granel em recipientes de fibra de vidro ou de metal, a fim de evitar
a perda da cor, dos 6leos essenciais e a absor¢ao de umidade. No varejo, o pé pode ser
encontrado em embalagens plasticas ou de vidro (ABEA, 1984; MILAN, 1992). A
oleoresina é estocada em recipientes de poliolefinas, ao abrigo da luz e do calor, apds
homogeneizagdo para garantir a uniformidade do produto (McCARRON, 1972; WONG,
1995).

Comercialmente, segundo a ABEA (1984), a curcuma encontra-se disponivel na
forma inteira (rizomas secos), moida (em pd), como oleoresina (extrato de pigmentos
curcumindides e 6leos essenciais) e curcumina purificada (MILAN, 1992).

A oleoresina sdo incorporados diluentes ou emulsificantes, como polissorbato,
propilenoglicol ou 6leo vegetal, resultando em extratos hidro ou lipossoltveis (MILAN,
1992). O uso da oleoresina tem aumentado significantemente na industria de alimentos,
especialmente em alimentos congelados semi-prontos, molhos e cremes devido a
facilidade de mistura, sabor uniforme e economia (FERREIRA, 1991).

O rizoma da C. longa possui papel importante como agente corante em alimentos,
cosmeéticos, industria farmacéutica e téxtil (GOVINDARAJAN, 1980; FARMACOPEIA...,
1988). Dados tém sido publicados, sobre o uso do rizoma na industria de alimentos,

devido as suas propriedades aromatizantes, antioxidantes, e como repelente de insetos,
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para protecao de graos, principalmente trigo, arroz, cevada e durante a estocagem do
milho por agao mecanica (JASIM & ALI, 1992).

RIZOMA

\ 4

COLHEITA

v
LIMPEZA / SELEGAO

A 4

BRANQUEAMENTO

A 4

FATIAMENTO

A 4

SECAGEM

A 4

TRITURACAO

A\ 4
TAMISACAO

A 4

EMBALAGEM

v
COMERCIALIZACAO

Figura 2: Fluxograma do processamento da Curcuma longa L.
Fonte: Adaptado de PERET-ALMEIDA (2000).

1.5 USO EM ALIMENTOS

A cor da curcuma em pO pode variar do amarelo brilhante ao laranja escuro,
dependendo da variedade. Nos Estados Unidos a cor amarela brilhante é valorizada para
o uso em formulagdes de picles e pastas de mostarda. A cor laranja escura é apreciada
pelos imigrantes indianos e asiaticos em pratos tipicos na Inglaterra (GOVINDARAJAN,

1980). A curcuma em pd nada mais € do que o rizoma cozido, seco e triturado.
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O aroma da curcuma é valorizado nos Estados Unidos e outros paises do Ocidente
nas formulagdes do curry (GOVINDARAJAN, 1980). Além disso, o uso da curcuma tem
despertado interesse como antioxidante e como agente terapéutico (JASIM & ALI, 1992).

A curcuma tem um odor forte, penetrante, picante e um sabor ligeiramente amargo,
semelhante ao do gengibre. E um condimento de grande importancia na culinaria no
preparo de aves ensopadas, nas preparagdes apimentadas, nos molhos, ovos mexidos,
omeletes, paté de figado, salada e caranguejo. O aroma caracteristico da curcuma € de
interesse nas pastas de mostarda e em formulagdes de condimentos como curry, picles,
maioneses e alimentos processados congelados prontos para consumo
(GOVINDARAJAN, 1980; ABEA, 1984; RICHARD & LOO, 1992; JAYAPRAKASHA et al.,
2005).

A oleoresina, obtida da curcuma em po, por extracdo com solventes como alcool e
acetona, apresenta cor, sabor e aroma concentrados (FREUND et al., 1988; MILAN,
1992). O produto obtido é viscoso e de cor marrom alaranjada (FREUND et al., 1988).

Quando purificado, o extrato da curcumina, de custo elevado corresponde ao
corante sem aroma ou sabor residual, obtido por extragdo com solvente (alcool) de
curcuma em po e purificado por cristalizacdo. O produto, na verdade, consiste ndo s6 de
curcumina  (CURC), mas também, de  desmetoxicurcumina (DMC) e
bisdesmetoxicurcumina (BDMC) em proporcgdes variaveis (TAKAHASHI, 1987). O extrato
assim obtido pode ser hidrossoluvel ou lipossoluvel, sendo associado a agentes
emulsificantes ou preparado com 6leos vegetais, respectivamente (FREUND et al., 1988).
A sua utilizacdo é preferida em produtos alimenticios, nos quais o aroma da curcuma é
indesejavel, como por exemplo, gelatinas, manteiga, sorvetes de baunilha, iogurtes de
limao, doces, picolés, queijos, margarinas, gorduras alimenticias, certos licores e produtos
de confeitaria (PEROTTI, 1975; RICHARD & LOO, 1992; HENDRY & HOUGHTON,
1996). O extrato de curcumina purificado é utilizado primariamente em produtos sélidos,

misturas desidratadas, cereais e produtos de panificacdo (FREUND et al., 1988).

1.6 PROPRIEDADES FUNCIONAIS

A curcuma vem sendo utilizada ha mais de 6.000 anos pela medicina indiana,
tradicional no emprego de substancias naturais. Usualmente € utilizada para o tratamento
de doengas de pele, para aliviar disturbios estomacais, doengas do figado e em resfriados
(NADKARNI & NADKARNI, 1976; AMMON & WAHL, 1991; ROTH et al., 1998). Pode

ainda ser utilizada como antinflamatério, antiartritico, regulador das fungdes biliares e
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redutor dos niveis de colesterol (CHANDRA & GUPTA, 1972; DUKE, 1997; GOOLDWYN,
1997; CECILIO-FILHO et al., 2000). GOVINDARAJAN (1980) inclusive cita o poder
afrodisiaco da curcuma. Na China, tém papel eficaz no tratamento de certos disturbios
circulatérios, como angina e coagulos sanguineos originarios de traumas, de codlicas
menstruais e dores relacionadas a insuficiéncia circulatéria (SAN LIN, 1994).

Apresenta também atividades in vitro antioxidante, antimicrobiana, antinflamataria,
anticancerigena e antiprotozoaria (GOVINDARAJAN, 1980; GOYAL & KORLA, 1993;
RAMIREZ-TORTOSA et al., 1998; LEE et al., 2003). De acordo com SUI et al. (1993), a
curcumina apresentou acao inibidora moderada sobre enzimas proteoliticas dos virus da
AIDS HIV-1 e HIV- 2. Também foi observado o efeito antidepressivo do extrato aquoso do
rizoma da curcuma administrado oralmente em camundongos com dosagem de 140 a 150
mg/kg por 14 dias (YU et al., 2002), bem como o efeito protetor das células neurais no
desenvolvimento do mal de Alzheimer (KIM & KIM, 2001).

O poder funcional antioxidante da curcuma pode ser atribuido principalmente aos
componentes fendlicos. Os pigmentos curcuminodides e os Oleos essenciais tém sido
considerados os responsaveis por esta atividade (LACHANCE & GUHR, 1997).

1.6.1 Propriedades antimicrobianas

Varios autores relataram a atividade antimicrobiana da curcuma (rizoma). Em
testes conduzidos por LUTOMSKI et al. (1974), o extrato alcodlico promoveu a inibi¢do do
crescimento do Aspergillus parasiticus. Extratos etéreos e cloroférmicos de curcuma
apresentaram atividade antifungica in vitro para os fungos Trichophyton verrucosum, T.
mentagrophytes e T. simii (MISRA & SAHU, 1977).

APISARIYAKUL et al. (1995) e SINGH et al. (2002b) citaram baixa atividade in vitro
de diferentes fragbes da curcuma contra os fungos patogénicos T. rubrum, T.
mentogrophytes, Epidermophyton floccosum, Sporothrix schenckii, Curvularia palliscens,
Colletotricum falcatum, A. niger e A. terreus.

De acordo com BHAVANISHANKAR & MURTHY (1979), o extrato etandlico da
curcumina apresentou atividade antimicrobiana in vitro contra o0 microrganismo
Staphylococcus aureus na concentragao de 2,5 a 50 mg/100 mL.

SINGH et al. (2002b), trabalhando com 6leo essencial da curcuma in vitro obtido
por hidrodestilagao, verificaram a inibigdo de bactérias quando o 6leo era empregado sem

diluicdo. Comparativamente ao antibiético gentamicina (30 mg), os resultados obtidos em
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relagédo a atividade antimicrobiana foram: S. aureus 36%, S. epidermidis 90%, Escherichia
coli 18%, Pseudomonas aeruginosa 22% e Salmonella typhimurium 31%.

KIM et al. (2003) realizaram testes in vivo com uma suspensao de curcumina em
agua e tween 80 na concentragdo de 250 mg/L. Esta suspensao apresentou atividade
antifungica nas proporgdes de 85, 78 e 45% em relagéo ao fungicida sintético clorotalonil
(50 mg) para Phytophthora infestans, Pucchinia recondita e Rhizoctonia solani,
respectivamente.

LEE et al. (2003) verificaram que a ar-turmerona isolada da fracdo hexanica obtida
do rizoma, quando testada in vitro, na concentragdo de 500 pg/mL, apresentou atividade
antifungica para os fungos P. infestans e Erysiphe graminis.

PERET-ALMEIDA et al. (2003) verificaram atividade antifingica in vitro de éleos
essenciais obtidos por hidrodestilagdo para A. niger e Saccharomyces cerevisiae, em
comparagao com o antibidtico anfotericina B. Em relagdo aos fungos testados, os
diametros dos halos de inibigdo obtidos com os 6leos essenciais sem diluigdo variaram de
6,76 a 12,0 mm e 6,18 a 11,55 mm, respectivamente. Quando os halos de inibigdo foram
comparados com o antibiético (controle positivo) nas concentragbes de 5 e 10 pg
observou-se que os halos produzidos pelo antibiético foram menores que os produzidos
pelas amostras com variagado de 11,21 a 11,38 mm e 10,08 a 10,10 mm, respectivamente
para os fungos testados. Entretanto n&do ficou claro qual ou quais as substancias
presentes no O&leo essencial da curcuma seriam responsaveis pela atividade
antimicrobiana.

Os monoterpenos, sesquiterpenos entre outras substancias, tém sido relatados
como substancias presentes em 6leos essenciais com potencial atividade antimicrobiana
(COWAN, 1999). De acordo com SINGH et al. (2002 a,b), substancias presentes no oleo
essencial da curcuma apresentaram atividade contra bactérias e fungos: S. aureus, S.
epidermidis, E. coli, P. aeruginosa, S. typhimurium, Candida albicans, Fusarium
moniliforme, C. pallencens, F. oxysporum, C. falcatum e A. niger.

SACCHETTI et al. (2005) estudaram in vitro 11 6leos essenciais solubilizados em
dimetilsulféxido (DMSO) de diferentes plantas incluindo entre elas a C. longa em
concentragdes de 0,01 a 0,75 mg/mL. Os estudos foram realizados de forma a avaliar os
extratos de oOleos de diferentes vegetais como antioxidantes, anti-radicais livres e
antimicrobianos funcionais em alimentos. De acordo com os resultados obtidos muitos
dos dleos essenciais mostraram uma moderada atividade inibidora contra as leveduras:
C. albicans, Rhodotorula glutinis, S. pombae, S. cerevisiae e Yarrowia lypolitica. A

atividade antimicrobiana foi expressa como a concentracgéo inibitéria minima (MIC - menor
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concentragao do 6leo essencial que mostra uma zona de inibigado clara). O 6leo essencial
da curcuma apresentou os seguintes valores de MIC: 0,36 mg/mL para C. albicans, 0,18
mg/mL para R. glutinis e S. cerevisiae; 0,06 mg/mL para S. pombae e 0,15 mg/mL para
Y. lypolitica. De acordo com os autores, os diferentes perfis dos éleos essenciais podem
estar ligados a diferengas na sua composi¢gao quimica. Segundo SACCHETTI et al.
(2005), leveduras e fungos sao marcadamente inibidos por 6leos ricos em fendis, aldeidos
e alcoois.

Sendo assim, verificou-se na literatura que a maioria dos estudos in vitro realizados
para a avaliacdo da atividade antimicrobiana da curcuma foi feita com extratos da
curcuma em po, com a curcumina comercial, e com 0leos essenciais. Em relacdo aos
6leos essenciais, nos trabalhos de SINGH et al. (2002 a,b); LEE et al. (2003); PERET-
ALMEIDA et al. (2003) e SACCHETTI et al. (2005) ndo houve comparacao entre os
métodos de extracao e a atividade antifungica associada a cada extrato.

Em relacdo a atividade antimicrobiana do 6leo essencial da curcuma, esta foi
verificada para bactérias e para fungos, varios de interesse humano e outros de interesse
na area de alimentos. Mas seria interessante explorar o potencial antimicrobiano dos
Oleos essenciais para mais fungos fitopatdgenos, os quais sao relevantes na deterioragao
de alimentos como graos e vegetais. Nesse sentido procurou-se identificar espécies
disponiveis de interesse na agricultura para a continuidade dos estudos com O&leos

essenciais da curcuma.

2 METODOS DE AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Uma grande variedade de métodos pode ser empregada para medir a atividade in
vitro de microrganismos contra os agentes antimicrobianos. Os principais métodos
microbiologicos de deteccdo de atividade antimicrobiana encontrados na literatura tanto
para detecgao da atividade de bactérias como fungos e leveduras podem ser classificados
em trés tipos: ensaios bioautograficos, de difusdo e de diluigdo (RIOS et al., 1988).

Os ensaios bioautograficos sdo aqueles que empregam placas de cromatografia de
camada fina (CCF) para a analise. Os compostos separados por CCF sao colocados por
contato em placas de agar previamente inoculadas com o microrganismo teste. Zonas de
inibicdo de crescimento microbiano indicam a presenca de substancias antimicrobianas
(RIOS et al., 1988; BRANDAO, 2004). Estes métodos tém importancia particular na

pesquisa de compostos antimicrobianos vegetais, pois permitem a localizagao direta dos
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constituintes ativos a partir de uma matriz complexa sendo, portanto, um método
qualitativo (HOSTETTMANN & MARSTON, 1994).

Os ensaios de difusdo sdo meétodos quantitativos, nos quais o efeito pode ser
graduado. Fundamentam-se na difusdo da substancia a ser ensaiada, em um meio de
cultura sélido e inoculado com o microrganismo. A partir da difusdo ocorre o
aparecimento de um halo, no qual ndo ha crescimento do microrganismo, denominado
halo de inibicdo. Diferentes tipos de reservatorios podem ser empregados incluindo
discos de papel, cilindros de porcelana ou de ago inoxidavel e orificios feitos no meio de
cultura (VANDENBERGHE & VLIETINCK, 1991). A substancia ou extrato a ser testado é
colocado em contato com o meio de cultura inoculado, e a maneira como se processa
esse contato define os diferentes métodos de difusdo, dentre eles, método do disco
difusdo, método dos cilindros e método dos orificios (RIOS et al., 1988).

No método do disco difusdo, uma suspensao padronizada do microrganismo a ser
testada (escala Mc Farland ou espectrofotdmetro) € inoculada na superficie do agar e
discos de papel, contendo concentragées dos antimicrobianos a serem testados sao
colocados nessa superficie. Apds a incubacdo, os didmetros dos halos de inibigao
produzidos sao medidos com paquimetro ou outro instrumento apropriado. A resposta do
microrganismo sera uma fungao direta do log da concentragdo da substancia teste ou do
antibiético (BRANDAO, 2004). Dentre as técnicas de difusdo, esse método é o mais
adequado para se trabalhar com extratos vegetais coloridos e ou extraidos com solventes
organicos, pois € possivel evaporar o solvente do disco, antes da colocacéo deste no
meio de cultura (RIOS et al., 1988) e a cor nao ira interferir na leitura dos resultados.

Neste método, entretanto, a presenga de matéria particulada na amostra pode
interferir na difusdo da substancia antimicrobiana no agar. Mas, o pequeno volume
necessario e a possibilidade de testar de cinco a seis compostos por placa frente a um
unico microrganismo sao vantagens observadas quando esse é empregado
(VANDENBERGHE & VLIETINCK, 1991).

Ensaios de diluicdo sdo aqueles nos quais os extratos ou substancias a serem
testadas sdo adicionados a um meio de cultura liquido, previamente inoculado com o
microrganismo teste. Apos incubagado, o crescimento do microrganismo € determinado
pela leitura visual direta ou turbidimétrica pelo uso de espectrofotdmetro em comprimento
de onda apropriado (VANDENBERGHE & VLIETINCK, 1991).

O método de diluigio em meio liquido € o que apresenta metodologia mais
complicada, entretanto € o mais sensivel. Esse método é recomendado na determinagao

da MIC (RIOS et al.,, 1988). A MIC é a menor concentragdo do agente antimicrobiano
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capaz de inibir completamente o crescimento do microrganismo em tubos ou placas de
microdiluicado (NCCLS, 1993).

Concentragdes decrescentes do agente antimicrobiano sado colocadas em tubos ou
placas de microtitulo com 96 pocos contendo meio de cultura com o inéculo padronizado
e estes sdo, em seguida, incubados. As placas de microtitulo tém a vantagem de nelas
poderem ser testadas trés ou mais concentracdes de uma mesma substancia e diferentes
microrganismos (VADENBERGHE & VLIETINCK, 1991). A resposta do microrganismo é
evidenciada pela turvacdo do meio no qual € medida a transmitdncia em
espectrofotdbmetro. Quanto maior a concentragdo do microrganismo testado, maior sera o
valor da leitura em transmitancia (BRANDAO, 2004).

De acordo com a literatura, pode-se empregar um sal de tetrazolio de coloragéo
amarela como reagente de coloragdo para evidenciar a viabilidade celular de células
bacterianas com leitura em espectrofotémetro Elisa a 600 nm. Esta substancia é reduzida
a formazana, de coloragao roxa, na presenca de microrganismos viaveis (CEDILLO-
RIVERA et al., 1991).

Na literatura, também ha relatos de métodos nos quais a substancia a ser testada é
incorporada ao meio de cultura nas concentracbes a serem pesquisadas. Os
microrganismos, no caso fungos, sédo inoculados no meio solidificado no centro de cada
placa de Petri em discos de material micelial de 0,5 cm (culturas de sete dias) e sao feitos
controles negativos contendo somente a substancia teste e o meio sem presenca de
microrganismo. As placas sdo incubadas a temperatura de 22 + 1 °C por sete dias. A
efetividade é avaliada pela medida do didmetro de crescimento das colbnias. A
percentagem de inibicdo é calculada pela equagao: | = 100 (C- T) C ' sendo | = inibicao,
C = medida do diametro de crescimento do fungo no meio controle e T = medida do
didmetro de crescimento do fungo no meio contendo a substancia (RICCI et al., 2005;
TUBEROSO et al., 2005).

Outro método descrito para avaliagao da atividade antifungica é a determinagao da
concentragéo fungicida minima (MFC) (RICCI et al., 2005) e diluicdo em caldo RPMI-1640
em placas de microtitulo para determinagao do MIC (NCCLS, 2002).

Na determinacao da MFC a técnica utilizada é da filtracdo de membrana. O inéculo
€ adicionado a substancia, e essa mistura € mantida a temperatura ambiente por um
determinado tempo de contato. Apds o tempo de contato, a mistura € transferida para um
aparelho de filtracao estéril sendo lavado por duas vezes com solugao neutralizante (agua
destilada com tween estéril). As membranas sao transferidas para placas contendo agar

e apods a incubacao as colbnias sdo contadas na membrana. A MFC corresponde a
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menor concentracdo da substancia a qual inibe a multiplicagdo de fungos (RICCI et al.,
2005).

3 FUNGOS FILAMENTOSOS

Os fungos filamentosos sdo microrganismos eucariotas constituidos por um
emaranhado de hifas que em conjunto constitui os micélios e estruturas de reproducao

(esporos). Sao importantes como patdégenos de plantas, animais € humanos.

3.1 INFORMAGOES SOBRE ALGUNS FUNGOS FILAMENTOSOS

- Alternaria brassicicola: fungo filamentoso cujos hospedeiros sdo as cruciferas
(PATOLOGIA..., 2006).

- Aspergillus. flavipes: fungo filamentoso isolado de laticinios (Minnesota, USA) de acordo
com informacgéo fornecida pela FIOCRUZ.

- Aspergillus niger: saprofitas cosmopolitas que causam problemas na degradacao de
orgaos vegetais armazenados. Em sementes € prejudicial quando lotes séao
armazenados com umidade elevada. Muitas espécies do género Aspergillus séo capazes
de produzir micotoxinas (DOCTOR ..., 2006).

- Cladosporium spherospermum: espécie cosmopolita, e invasores secundarios de
diferentes plantas. Pode ser isolado do ar, solo, alimentos estocados, téxteis e
ocasionalmente do homem e animais (DOCTOR..., 2006).

- Fusarium. oxysporum: patdégeno vascular causando amarelecimento e queda de folhas.
Transmitido aderido as sementes sobrevivendo no solo e em restos de cultura. Tem

como hospedeiros o feijao e algoddo (DOCTOR..., 2006).
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MATERIAL E METODOS

1 MATERIAL

1.1 AMOSTRAS

Amostras de curcuma em po da safra de 2006 foram gentiimente fornecidas pela
Agroindustrial Ouro Vermelho, localizada em Nova Esperanga (PR). As amostras foram
homogeneizadas e divididas em diferentes lotes, os quais foram utilizados para a extragao

dos 6leos essenciais.
1.2 MICRORGANISMOS TESTES

As culturas de fungos utilizadas foram gentilmente cedidas pela FIOCRUZ (Rio de
Janeiro, RJ, Brasil) sendo todas da American Type Culture Collection - ATCC (tabela 4).

A escolha destes fungos foi devida a possibilidade destes em causarem deterioracdo em

vegetais e graos assim como possiveis produtores de micotoxinas.

TABELA 4: Fungos filamentosos padroes da ATCC utilizados no estudo

Microrganismos testes ATCC
Alternaria brassicicola (At. brassicicola) 6650
Aspergillus flavipes (A. flavipes) 16814
Aspergillus niger (A. niger) 16404
Cladosporium sphaerospermum (C. sphaerospermum) 1740
Fusarium oxysporum (F. oxysporum) 48112

ATCC - American Type Culture Collection.

1.3 REAGENTES E PADRAO DE ANTIBIOTICO

Foram utilizados reagentes de grau analitico, exceto o solvente para a
espectrofotometria com leitura em absorbancia em luz ultravioleta (UV) que foi de grau
cromatografico. Utilizou-se como meio de cultivo o agar Sabouraud (Difco, Sparks, MD,
EUA), discos de papel estéreis de 6 mm (CECON, Sao Paulo, Brasil), e placas de Petri
descartaveis (100 x 20 mm). O padréo de curcumina foi adquirido da Merck (Darmstadt,

Alemanha).
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O antibidtico utilizado como controle positivo foi a anfotericina B (Fungizon®
Squibb, Sao Paulo, Brasil). Foram feitas, para cada experimento, solugbes estoque
contendo 2 mg/mL do antibiético. Desta solugdo, foram pipetados 5, 10 e 20 plL,

correspondendo as concentragdes de 10, 20 e 40 ug de antibiético por disco.

2 METODOS

Os trabalhos foram conduzidos nos Laboratérios de Bioquimica de Alimentos, de
Controle de Qualidade Bioldgico da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de
Minas Gerais (Belo Horizonte, MG) e também no Laboratério de Quimica da Universidade
Federal de Vigosa (Vigosa, MG).

2.1 EXTRAGAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

Os d6leos essenciais da curcuma foram extraidos pelo método de hidrodestilacdo e
por extragdo com hexano de acordo com método empregado pela AOAC (1995) e por
SINGH et al. (2002b), respectivamente.

Hidrodestilagao

Para a extragcéo por hidrodestilagao foi utilizado o aparelho de Clevenger acoplado
a baldao de 2000 mL. A curcuma em p6 (60 g) e 1000 mL de agua foram colocados no
baldo e levado para manta aquecedora. A extracao foi feita durante 6 h contadas a partir
da ebulicdo da amostra. O 06leo essencial foi coletado do condensador (AOAC, 1995).
Todo o sistema foi protegido da luz por meio de papel aluminio e o 6leo essencial foi

armazenado em frascos ambar sob congelamento.

Extragcdo com hexano

Para a extragdo com solvente, a curcuma em po (60 g) foi adicionada de 500 mL
de hexano. Esta mistura foi mantida a temperatura ambiente por 12 h sob agitagdo com
magneto e a mistura foi filtrada em funil de Buchner utilizando papel de filtro. O solvente
foi eliminado em evaporador rotatério (Buchii, Sui¢a) a 60 °C (SINGH et al., 2002b). Em
todas as etapas, as amostras foram protegidas da luz e o 6leo essencial foi armazenado

em frascos ambar sob congelamento.
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2.2 DETERMINAGAO DAS CARACTERITICAS FiSICO-QUIMICAS DOS OLEOS
ESSENCIAIS

Para caracterizagcado fisico-quimica das amostras de 6leos essenciais foram
realizadas as seguintes analises: rendimento na extragcdo dos 6leos essenciais, peso
especifico, indice de refracdo, valor éster, teores de pigmentos curcuminoides e perfil

cromatografico das amostras de dleo.

2.2.1 Rendimento

O rendimento foi determinado em trés amostras pela relacdo massa/massa e em
oito amostras pela relacdo volume/massa. As massas dos Oleos essenciais foram
determinadas em balanca analitica e seus valores comparados as respectivas massas da
curcuma em po utilizada e os volumes foram determinados pela leitura no aparelho de
Clevenger (TALLON-NETTO, 2004).

2.2.2 Determinagao do peso especifico

O calculo do peso especifico dos 6leos essenciais foi feito aplicando-se a férmula
d = m/v, fixando-se um volume constante de dleo essencial (1 mL) e determinando-se a
massa. A razdo entre a massa do 6leo e o volume constante da amostra, em g/mL foi
determinada em balanga analitica seguindo a metodologia descrita no IAL (1985) a

temperatura de 25 °C.

2.2.3 indice de refragao

A determinacgao do indice de refracao foi feita diretamente em refratdmetro de Abbé
(modelo RL1-PZO, Warszawa, Polbnia) de acordo com a metodologia descrita pela AOAC
(1995). Com um capilar foram colocadas duas gotas do 6leo no refratdmetro equipado
com termémetro. Com o refratdmetro ajustado as condicbes experimentais, e
temperaturas do 6leo e ambiente de 25 °C, foram fechados os prismas que compdem o

instrumento e realizada a leitura pela escala do aparelho.



35
2.2.4 Valor éster

Cerca de 2 g de oleo foram pesadas em um erlenmeyer, adicionado de cerca de 5
mL de alcool etilico sob agitagao e duas gotas de solu¢do alcodlica de fenolftaleina 1%. A
mistura foi titulada com solucédo 0,1 N de hidroxido de sddio até mudanca de cor da
solucdo de incolor para résea. A solugdo resultante da titulacdo foi adicionada de 20 mL
de hidroxido de potassio 4% utilizando uma bureta.

O erlenmeyer foi adaptado a um condensador de refluxo e aquecido até ebuligdo
em banho-maria por 30 minutos. Apds resfriamento, foram adicionadas duas gotas de
solugao alcodlica de fenolftaleina 1% e titulada com uma solug¢ao 0,5 N de acido cloridrico
(HCI) até mudanca de cor da solugéo de résea para incolor.

Foi realizada também uma titulagdo de branco, no qual estavam presentes todos os
reagentes com excecgao da amostra de éleo.

A diferenga entre os dois volumes de solucdo de HCI esta relacionada com a
quantidade de hidréxido de potassio gasta na saponificacdo dos ésteres presentes no
oleo (VASCONCELOS & GODINHO, 2002). O indice de éster foi calculado pela equacgao:
IE = VN56,1/m,
sendo
V = a diferenga entre os volumes de solugcdo de HCI gastos na titulagdo da amostra e do
branco em mililitros,

N = normalidade da solugao de HCI, e

m = massa de amostra de 6leo em grama.

2.2.5 Pigmentos curcuminoides

Os teores de pigmentos curcumindides das amostras de 6leos essenciais foram
determinados por espectrofotometro UV com leitura em absorbancia a 425 nm de acordo
com o método de TAKAHASHI (1987).

Foram pesadas inicialmente 0,05 g das amostras de 6leo essencial em balanga
analitica diretamente em baldes volumétricos ambar de 25 e 50 mL para os 6leos obtidos
por hidrodestilacdo e hexano, respectivamente. As amostras foram diluidas em etanol
grau cromatografico. Estas solugbes foram diluidas e homogeneizadas de forma a se
obter concentragdes de 0,57 mg/mL e 0,002 mg/mL dos éleos obtidos por hidrodestilagao
e hexano, respectivamente. Em seguida, as amostras foram novamente diluidas de forma

que as leituras pudessem ser interpoladas a curva-padrao.
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Foi construida a curva padrao utilizando-se o padrdo de curcumina (Merck,
Darmstadt, Alemanha) com pureza de 98%. A solugdo padrao estoque foi preparada
pesando-se 0,0077 g para baldo volumétrico de 50 mL (0,154 mg/mL). Em seguida foram
feitas cinco diluigdes da solugdo padrao estoque (2,5 a 8,75 mL) em baldes de 25 mL o
que correspondem as concentragbes de: 0,015; 0,030; 0,038; 0,045 e 0,053 mg/mL.
Essas solugdes foram lidas em espectrofotdmetro.UV-VIS (Shimadzu, Kyoto, Japao) em

absorbancia a 425 nm, em triplicata.

Para o calculo das concentragbes (mg/mL) os valores encontrados para as leituras,
foram comparados a curva padrdo. O resultado foi expresso e mg de 6leo essencial por

100g de amostra.

2.2.6 Perfil cromatografico dos 6leos essenciais

O perfil cromatografico das amostras foi determinado por cromatografia gasosa
(CG), utilizando-se a metodologia descrita por BARBOSA et al. (2006). A analise do dleo
essencial foi realizada por cromatografia gasosa associada a espectrometria de massas
(GG-EM), utilizando-se equipamento da marca Shimadzu, modelo CGMS-QP 5050A.
Para a identificagdo dos constituintes quimicos foi empregada uma coluna DB-5HT, da
marca J & W Scientific, com 30 m de comprimento, didmetro de 0,32 mm, espessura do
filme de 0,10 um, e nitrogénio como gas carreador. As condicbes de operagédo do
cromatégrafo a gas foram: presséo interna da coluna de 56,7 kPa, razdo de split de 1:20,
fluxo de gas na coluna de 1,0 mL/min (210 °C), temperatura no injetor de 220 °C,
temperatura no detector ou na interface (CG-EM) de 240 °C. A temperatura inicial da
coluna foi de 60 °C, seguido de um incremento de 3 °C/min até atingir 240 °C, sendo
mantida constante por 30 min. O espectrometro de massas foi programado para realizar
leituras em uma faixa de 29 a 400 Da, em intervalos de 0,5 s, com energia de ionizagao
de 70 eV.

Foram injetados no CG 1 pyL de cada amostra na concentracdo de 10.000 ppm
dissolvida em hexano. A identificacdo dos componentes foi feita pela comparacdo de
seus espectros de massas com os disponiveis no banco de dados da espectroteca Willey
330.000 e também pelos indices de Kovats (IK). Para o calculo dos indices de Kovats, foi
injetada no cromatdgrafo uma mistura de alcanos lineares (C10 a C24).

A quantificacdo dos componentes foi realizada utilizando-se um cromatografo a gas

com detector de ionizagado de chamas (CG-IC) da marca Shimadzu, modelo CG-17A. As
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analises foram realizadas nas mesmas condicdes descritas para a identificacdo dos

constituintes. Essas analises foram realizadas em triplicata.

2.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA DOS OLEOS ESSENCIAIS DA
CURCUMA

Os testes foram conduzidos utilizando o método do disco difusdo proposto pelo
NCCLS (2000).

Padronizagao do in6culo

Os fungos teste foram cultivados em placas de Petri contendo agar Sabouraud a 25
1+ 1 °C (estufa BOD, TECNAL, TE-391) por 72 h. Para todos os fungos, a excegéo do A.
niger, a cultura foi lavada com cerca de 3 mL de salina (0,9% p/v) adicionada de tween 80
(0,1% v/v) e pérolas de vidro.

Apos a adigdo de salina foi feita uma leve raspagem com alga de niquel-cromo, de
forma a remover apenas os esporos dos fungos evitando assim, a transferéncia de
fragmentos de agar e de hifas. A suspensao fungica (3 mL) foi coletada com ponteiras
estéreis acopladas a micropipeta automatica (1000 uL) e transferida para os tubos
contendo 7 mL de salina. Estes tubos foram agitados em aparelho tipo vortex (Phoenix
APS56) por 1 minuto.

Quanto ao A. niger, a suspensao padrao foi conseguida pela transferéncia direta
dos esporos por meio de alga de niquel-cromo para a solugao salina adicionada de tween
80.

A turbidez das suspensdes padrdao dos fungos foram padronizadas em
espectrofotometro (Coleman, Modelo 6120, Maywood, IL, EUA) a 50 + 1% de
transmitancia (NCCLS, 2000) em comprimento de onda de 580 nm utilizando como
branco salina estéril 0,9% com tween 80 (0,1%) e pérolas de vidro.

A partir das suspensées padréo foram feitas diluices de 107 para At. brassicicola,
e 10 para A. niger, A. flavipes, C. sphaerospermum e F. oxysporum e dessas retirou-se
1000 uL com pipeta automatica que foram semeadas pelo método de pour-plate
(SHADOMY & ESPINEL-INGROFF, 2000).
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Atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais

Os oleos essenciais obtidos por hidrodestilacdo e por extragdo com hexano foram
usados sem diluicdo. Um volume de 20 pL de cada extrato foi usado para impregnar
individualmente, discos de papel estéreis de 6 mm, que foram colocados na superficie do
agar previamente inoculado. Os discos de papel foram impregnados com os dleos

essenciais no dia do experimento e deixados secar a temperatura ambiente.

Teste de difusao em discos de papel

Foram utilizadas placas de Petri de 100 x 20 mm de didmetro, nas quais foram
colocadas 1000 pL do in6culo diluido e 20 mL de agar Sabouraud fundido e resfriado a
48 °C (FARMACOPEIA..., 1988). As placas foram homogeneizadas e deixadas em
repouso até a solidificacdo do agar. Os discos foram impregnados com 20 uL dos 6leos
essenciais e com o controle positivo (anfotericina B). As concentragbes destes
antibidticos variaram de 10 a 40 pg/mL, dependendo do microrganismo (tabela 5).

Foram adicionados as placas também discos impregnados com 20 pL dos

solventes (agua e hexano) utilizados na extragao dos 6leos essenciais.

TABELA 5: Concentragao do antibiético anfotericina B impregnado nos discos de

papel para as cepas de fungos filamentosos

Microrganismos testes ATCC Anfotericina B (ug/mL)
At. brassicicola 6680 10
A. flavipes 16814 40
A. niger 16404 20
C. sphaerospermum 1740 40
F. oxysporum 48112 40

Os discos contendo o antibidtico e os solventes foram colocados em estufa a 36 °C
por 24 h, antes de sua aplicacdo sobre o meio. Apds sua aplicagdo, os discos foram
colocados em contato com o agar inoculado e deixados por um periodo de 1 h a
temperatura de 4 °C para melhor difusdo das substancias em analise (SKOCIBUSIC et
al., 2006). Em seguida, as placas foram incubadas em posi¢ao invertida por 72 h e

temperatura de 25 + 1 °C.
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Os diametros dos halos de inibicado foram medidos com paquimetro considerando-
se o diametro total do disco (em mm). Todos os experimentos foram realizados em trés

repeticoes e as analises foram efetuadas em triplicata.

2.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente por analise de variancia
(ANOVA) e teste de Tukey para comparacao das médias (p < 0,05) (PIMENTEL-GOMES,
1990).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1 OBTENGAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

Os d6leos essenciais obtidos pelos métodos de extracdo por hidrodestilagdo e por
hexano apresentaram um mesmo odor forte e pungente caracteristico, mas diferenciaram-
se pela coloracdo: aqueles obtidos por hidrodestilacdo apresentaram uma coloracao
amarela clara e os obtidos com hexano apresentaram uma coloragdo amarela mais
intensa.

Os rendimentos dos processos de extracido estao apresentados na tabela 6. Estes
estdo de acordo com valores descritos na literatura, dentre eles, 25 a 7,0 %
(KRISHNAMURTHY et al., 1976; VIASAN et al., 1989; LEUNG & FOSTER, 1996), 4,5 a
5,8 % (GOVINDARAJAN, 1980), 3,07 % (SOUZA & GLORIA, 1998), 3,65 % (TALLON-
NETTO, 2004) e 4,4 % (PERET-ALMEIDA, 2006).

Observa-se que o rendimento foi maior na extragdo com hexano (4,81 g/100 g),
comparado ao obtido por hidrodestilagao (2,58 g/100 g). Um maior rendimento na
extragao por hexano comparado a hidrodestilagado também foi observado por SOUZA &
GLORIA (1998).

TABELA 6: Rendimento dos 6leos essenciais obtidos do rizoma da Curcuma longa

L em pé por hidrodestilagao e por extragao com hexano

Repeticoes Rendimento (g/100 g) / método de extracao
Hidrodestilacao Hexano
1 2,64 4,90
2 2,34 4,82
3 2,75 4,70
Média 2,582 4,81°
Desvio padrao 0,21 0,10
Coeficiente de variagao 8,18 2,13

Valores médios com letras diferentes indicam diferencga significativa (ANOVA, p < 0,05).

Ao avaliar os rendimentos em volume do 6leo essencial por massa de curcuma em
po obtidos pelos dois métodos de extragdo (tabela 7), os resultados s&o confirmados, ou
seja, maior rendimento na extracdo com hexano em relagédo ao obtido por hidrodestilagao.

A extracao por hexano, além de fornecer um maior rendimento, foi mais simples e rapida.
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TABELA 7: Rendimento dos oleos essenciais obtidos da curcuma em pé por

hidrodestilagao e por extragao com hexano

Réplicas Volume (mL/ 100 g) / método de extragao
Hidrodestilagao Hexano
1 3,5 3,0
2 3,0 4,0
3 2,5 3,0
4 3,0 50
5 25 5,0
5 2,5 5,0
7 25 5,0
8 3,0 5,0
Média 2,8° 4,4°
Desvio padrao 0,37 0,92

Valores médios com letras diferentes indicam diferenca significativa (ANOVA, p < 0,05).

2 CARACTERISTICAS FisSICO-QUIMICAS DOS OLEOS
ESSENCIAIS

Os resultados obtidos durante a caracterizacdo dos 6leos essenciais da curcuma

em po estdo apresentados na tabela 8.

TABELA 8: Caracteristicas fisico-quimicas dos 6leos essenciais da Curcuma longa

L. obtidos pelos métodos de extragao por hidrodestilagao e por hexano

Caracteristicas Valores / método de extragao
Hidrodestilacao Hexano
Peso especifico (g/mL) a 25 °C 0,906 + 0,0003 @ 0,917 + 0,0003 °
indice de refragio a 25 °C 1,5069 + 0,0001° 1,5186 + 0,0002°
Valor éster (mg de KOH/g) 2,9+0,3° 41+0,1°
Teor de pigmentos (mg/100 g) 335,84° 647,62°

Valores médios com letras diferentes indicam diferenca significativa (ANOVA, p < 0,05).

2.1 PESO ESPECIFICO

Os resultados do peso especifico em g/mL a 25 °C dos 6leos essenciais obtidos
pelos dois métodos de extragdo estdo resumidos na tabela 8, com os respectivos desvios

padrao.
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Ao comparar os valores obtidos os 6leos essenciais em relagdo a agua destilada,
cujo peso especifico € de 1 g/mL a 20 °C, nota-se que os 6leos essenciais sdo menos
densos. Durante a hidrodestilagédo, esta caracteristica ja havia sido notada uma vez que
se verificou uma nitida separacao de fases, ficando o éleo na parte superior do tubo
coletor.

Ao comparar os resultados entre os métodos de extragdo dos Oleos essenciais,
verificou-se um maior peso especifico dos Oleos obtidos com hexano. Os valores
encontrados estdo de acordo com valores descritos na literatura, levando-se em
consideragao as temperaturas de analise: 0,929 a 20 °C, 0,9423 a 24 °C para a curcuma
indiana (KRISHNAMURTHY et al., 1976; GOVIDARAJAN, 1980) e 0,9068 g/mL a 30 °C
para a curcuma brasileira (PERET-ALMEIDA, 2006). Entretanto no foram encontrados

dados comparando os métodos de extracdo com relacao a este parametro.

2.2 INDICE DE REFRAGAO

Os indices de refracdo dos oleos essenciais obtidos pelos diferentes métodos
estado apresentados na tabela 8. Estes resultados sao similares aos valores descritos na
literatura, ou seja, 1,5054 a 30 °C (GOVINDARAJAN, 1980), 1,5130 a 24 °C
(KRISHNAMURTHY et al., 1976) e 1,5067 a 30 °C (PERET-ALMEIDA, 2006).

Por se tratar de uma constante, este indice torna-se util ndo sé para identificar a
substancia, mas também para detectar a presenca de impurezas (IAL, 1985). Isto pode
ser relevante ao comparar os resultados dos extratos obtidos por diferentes métodos. Os
maiores valores encontrados nos 0Oleos obtidos com hexano podem indicar que este
solvente foi capaz de extrair mais substéncias (impurezas) quando comparado a
hidrodestilagdo. De fato, o hexano extrai mais pigmentos curcumindides comparado a

hidrodestilagao (tabela 8).

2.3 VALOR ESTER

Os resultados do valor éster dos Oleos essenciais encontram-se na tabela 8. Os
resultados encontrados foram préximos aqueles da literatura, os quais variaram de 3,2 a
6,45 mg KOH/g (GOVINDARAJAN, 1980).

Foi observada diferenga significativa no valor éster dos diferentes extratos. Uma
vez que estes valores estao relacionados ao grau de saponificacdo das amostras, o 6leo
obtido por hexano seria mais rico em ésteres comparado a hidrodestilagao
(VASCONCELOS & GODINHO, 2002).
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2.4 TEORES DE PIGMENTOS CURCUMINOIDES

Como o padrdo de curcumina da Merck (Darmstadt, Alemanha) consiste, na
realidade, da mistura de trés pigmentos curcumindides (PERET-ALMEIDA et al., 2005), a
proporgao dos pigmentos (bisdesmetoxicurcumina = 13,0%, desmetoxicurcumina = 30,1%
e curcumina = 56,9%) foi levada em consideragdo. A curva-padrao construida com os
parametros absorbancia em UV e concentragdo (mg/mL) apresentou linearidade, e boa

correlagao com coeficiente de determinagao (R?) de 0,965 (figura 3).

y = 4,6227x- 0,0375
R%= 0,965

0\ T T T T T 1
0,0000 0,0100 0,0200 0,0300 0,0400 0,0500 0,0600

Concentragao (mg/mL)

Leitura (absorbancia)
o O O
= N W

Figura 3: Curva padrao (concentracao x absorbancia) para pigmentos
curcumindides.

Observou-se uma diferenga significativa de acordo com a tabela 8 nos teores
pigmentos curcumindides: 335,84 mg/100 g e 647,42 mg/100 g, respectivamente, nos
extratos hidrodestilado e hexanico. Maiores teores de pigmentos foram observados na
pela extracdo com hexano. Estes resultados sdo coerentes com a coloracédo apresentada
pelos 6leos e ainda aos resultados descritos por SOUZA & GLORIA (1998).

De acordo com esses resultados, observa-se que o0s Oleos essenciais
apresentaram caracteristicas fisico-quimicas distintas. De acordo com a literatura, as
diferencas nas caracteristicas fisico-quimicas de 6leos essenciais podem estar
associadas a fatores como a planta matriz, tipo de solo, adubacao, disponibilidade de
agua, época de colheita, tempo de armazenamento, dentre outros (OLIVEIRA et al., 1992;
SCARTEZZINI & SPERONI, 2000). Entretanto, como as amostras utilizadas neste estudo
eram de uma mesma procedéncia e lote, as diferencas observadas estariam diretamente
relacionadas ao método de extragao dos dleos essenciais. Dentre estes fatores, pode-se

destacar as condigdes de temperatura e os solventes utilizados no arraste dos 6leos.
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2.5 PERFIL DOS OLEOS ESSENCIAIS POR CG-IC E CG-EM

Ao todo, foram detectadas 26 substancias volateis nos extratos obtidos com
hexano e por hidrodestilagédo (tabela 9). No extrato por hidrodestilagdo foram detectadas
22 destas substancias, enquanto que no extrato por hexano, foram detectadas 16
substancias. As substancias presentes no oleo essencial da curcuma apresentaram
tempos de retengdo maiores do que do alcano C14 até o C18. Interessante observar que
ambos os extratos continham, predominantemente, compostos com C16, seguido de C17
e C15 (figura 4). Nos 6leos essenciais obtidos por hidrodestilacdo e extragdo hexanica
houve predominancia de C16. Porém o extrato hexanico apresentou menores
percentuais de C15 e C17, ao obtido por hidrodestilacao.

Dentre estas substancias, foi possivel identificar oito compostos em funcdo dos
respectivos indices de Kovats (IK) e na fragmentagao por espectrometria de massas. Os
espectros obtidos para as substancias predominantes estao apresentados na figura 5 e as
estruturas das substancias na figura 6. Todas as substéancias identificadas ja haviam sido
encontradas em rizomas e folhas de curcuma (VIASAN et al., 1989; MATA et al., 2004).

Comparando o percentual de cada composto identificado nos extratos (tabela 10),
a ordem de prevaléncia das substincias foi semelhante, sendo a ar-turmerona a
predominante, seguida pela a-turmerona, com percentuais superiores a 50 e 25%
respectivamente. Dentre as substancias presentes em percentual inferior a 5%, o B-
sesquifelandreno foi o predominante, seguido do ar-curcumeno, do a-zingibereno e do f3-
bisaboleno.

Os resultados obtidos indicam que os métodos de extragdo de 6Oleos essenciais
utilizados neste trabalho foram capazes de extrair os componentes volateis a-zingibereno,
ar-curcumeno, R-sesquifelandreno e ar-turmerona. Tais resultados estdo de acordo com
a literatura. KELKAR & RAO (1934); RICHARD & LOO (1992) e MATA (1999) também
relataram a presenca destes compostos volateis no 6leo essencial de curcuma. Os
resultados também estdo de acordo com OGUNTIMEIN et al. (1990), os quais relataram
que os principais constituintes dos 6leos essenciais do rizoma sdo os sesquiterpénicos

cetdnicos turmerona e a-turmerona.
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TABELA 9: Caracteristicas das substancias volateis detectadas no CG nas
amostras de 6leo essencial de curcuma obtidas por hidrodestilagao e por extragao

com hexano

Sinal Retengdo NUmero Indice Kovats Composto Area relativa (%)
(min) carbono obtido tedrico hidrodes- hexano
tilagao
1 31,226 14 1411,8 1418  Trans-cariofileno 0,18 -
2 32,385 14 1439,8 NI 0,71 0,68
3 34,062 14 1478,7 1483  Ar-curcumeno 2,62 1,69
4 34,624 15 1489,7 1495  a-zingibereno 1,26 2,51
5 35,16 15 1503,7 1509  B-bisaboleno 0,5 1,08
6 35,792 15 1519,9 1524  B-sesquifelandreno 3,87 3,25
7 35,997 15 1525,1 NI 0,66 -
8 36,918 15 1548,2 NI 0,59 0,91
9 37,238 15 1556,0 NI 0,3 -
10 37,575 15 1564,3 NI 0,07 -
11 37,983 15 1574,1 NI 0,48 -
12 38,175 15 1578,7 NI 0,26 -
13 38,558 15 1587,8 NI 0,47 -
14 39,028 15 1598,9 NI 1,52 0,82
15 39,225 16 1604,0 NI 0,51 -
16 40,335 16 1633,8 NI 1,3 0,83
17 41,177 16 1655,8 NI - 1,7
18 41,827 16 1672,5 1664  Ar-turmerona 42,08 50,2
19 42,944 17 1700,6 a-turmerona 30,2 21,2
20 44,466 17 1742,0 5-dimetil-4hexenil-3- - 0,74
metil
21 44,542 17 1745,1 NI 0,71 -
22 44,828 17 1752,8 NI 0,43 1,41
23 45,142 17 1761,3 NI 0,21 -
24 45,282 17 1765,1 NI - 0,84
25 45,56 17 1772,5 NI 1,15 2,66
26 46,838 18 1807,0 NI - 1,1
Total 90,08 91,62

Ni = ndo identificado; - = ndo encontrado

Os principais componentes ar-turmerona e a-turmerona juntos perfazem 72,28% no

extrato obtido por hidrodestilacdo e 71,40% no obtido com hexano. A ar-turmerona foi
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melhor extraida com hexano e, em contrapartida, a a-turmerona foi melhor extraida com
hidrodestilacdo. Provavelmente, a maior capacidade de arraste da ar-turmerona pelo
hexano, foi devida a maior afinidade desta substancia pelo solvente por conter na sua

estrutura um anel aromatico, o que nao ocorre com a a-turmerona.

014 015 016 B17 m18

237 | 857
1.1
hexano 52,73 26,85
351 | 9,98
Hidrodestil ] 43,89 32,7 0
0% 20% 40% 60% 80% 100%

Figura 4: Perfil do processo de extragdao por hidrodestilagao ou hexano no

percentual de substancias volateis da curcuma com 14 a 18 carbonos.
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Figura 5: Espectros de massa da ar-turmerona e a-turmerona presentes

no oleo essencial da cuircuma.
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CH,

Figura 6: Estruturas das substancias volateis ar-turmerona (A) e a-turmerona (B).

TABELA 10: Percentual de substancias volateis identificadas por CG nas amostras

de d6leos essencial de curcuma obtidas por hidrodestilagdao e por extragcao com

hexano
Sinal Retencdo Numero Composto Percentual da area (%)
(min) carbono Hidrodestilagao Hexano

1 31,226 14 Trans-cariofileno 0,22 0,00
3 34,062 14 Ar-curcumeno 3,25 2,09
4 34,624 15 a-zingibereno 1.56 3,11

5 35,16 15 B-bisaboleno 0,62 1,34
6 35,792 15 B-sesquifelandreno 4,79 4,03
18 41,827 16 Ar-turmerona 52.14 62,23
19 42,944 17 o-tumerona 37.42 26,28
20 44,466 17 5-dimetil-4hexenil-3-metil 0,00 0,92
Total 80,71 80,67

3 AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA DOS OLEOS ESSENCIAIS DA
CURCUMA FRENTE A FUNGOS FITOPATOGENOS

O método de disco difusao foi utilizado por permitir obter resultados seguros (halos)
sem a interferéncia da cor do extrato e solventes utilizados na extragdo. E um dos
métodos mais citados e utilizados na literatura na avaliagao da atividade antimicrobiana
de extratos vegetais (RIOS et al., 1988).
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Na tabela 11 estdo apresentados os resultados nos testes de atividade antifungica
in vitro do extrato de 6leos essenciais da curcuma, obtidos por hidrodestilacdo e com
hexano contra fungos fitopatdgenos.

O dleo essencial obtido por hidrodestilagdo apresentou atividade antifungica in vitro
contra At. brassicicola e A. flavipes. Quando testado com o A. niger, o 6leo essencial
hidrodestilado apresentou uma atividade incipiente com inibicdo apenas local
(correspondente ao diametro do disco). Resultados semelhantes foram obtidos com o
Oleo extraido com hexano. Sendo o didmetro dos halos de inibicdo resultantes de sua
acao sobre At. brassicicola e A. flavipes ligeiramente maiores.

Os fungos C. sphaerospermum e F. oxysporum nao apresentaram sensibilidade a
nenhum dos 6leos essenciais.

Os halos obtidos com anfotericina B foram observados contra todos os fungos
investigados. A anfotericina B, por se tratar de um antibiético classico serve para mostrar

a funcionalidade do método.

TABELA 11: Halos de inibicdo obtidos para os 6leos essenciais da curcuma extraidos por

hidrodestilagdo e com hexano e para anfotericina B contra fungos fitopatégenos

Halos inibigcao + DP (mm)

Fungos teste ATCC Oleo essencial Oleo essencial Anfotericina B
hidrodestilagao hexanica (n=6)
(n=3) (n=3)
At. Brassicicola/6650 9,34 £0,05° 10,39 + 0,005 ° 22,97 £ 1,05
A. flavipes/16814 9,69 +0,05° 10,89 + 0,26 ° 16,07 £ 0,12
A. niger/16404 6,00(*) 6,00(*) 16,00 + 0,00
C. sphaerospermum/1740 ND ND 9,74 + 0,33
F. oxysporum/48112 ND ND 9,40 £ 0,04

(*) A inibicdo ocorreu somente no ponto de aplicagdo; ND= N&o detectavel. Valores médios com

letras diferentes indicam diferenca significativas (Tukey, p < 0,05).

Pela andlise estatistica (ANOVA), foi verificado que quando foram comparados os
halos de inibicdo obtidos para At brassicicola e A. flavipes, nao houve diferencga
significativa com o mesmo extrato. Apesar do extrato hexénico ter acarretado halos de
inibicao ligeiramente maiores.

A atividade antifungica diferiu significativamente (teste de Tukey para 5% de
probabilidade) entre os extratos para os fungos A. flavipes e At. brassicicola e também

entre os extratos sendo que o extrato hexanico produziu halos de inibicdo maiores para os
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dois microrganismos. Tendo em vista que foram observadas variagdes estatisticamente
significativas nas caracteristicas fisico-quimicas pesquisadas, pode-se deduzir que essas
variagdes influenciaram a atividade antifungica.

O método de difusdo em agar por pour-plate mesmo ndo sendo o mais utilizado
para pesquisa com fungos produziu resultados satisfatérios comprovados pela atividade
verificada para a anfotericina B, controle positivo, o que demonstrou a funcionalidade do
método e a validade dos resultados.

Os microrganismos apresentaram crescimento algodonoso ou pulvurulento

formado por um emaranhado de hifas constituindo os micélios fungicos de coloragdes

variadas (figura 7).
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Figura 7: Crescimento dos fungos filamentosos e halos de inibigdo do crescimento
por 6leo essencial de curcuma: (A) A. niger, (B) A. flavipes, (C) At. brassicicola, (D)

F. oxysporum e (E) C. spherospermum.
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A atividade antifungica observada pode ser devida a substancias volateis dos 6leos
essenciais como, por exemplo, a ar-turmerona presente em percentuais significativos nos
extratos. De fato, LEE et al. (2003) observaram atividade antifungica da ar-turmerona
isolada da fracdo hexénica quando testada na concentragdo de 500 pg/mL contra os
fungos E. graminis e P. infestans.

Como os 6leos essenciais sdao misturas complexas de varias substancias, a
atividade antifungica observada ndo pode ser atribuida a uma substéncia isolada, mas ao
conjunto delas. De acordo com HOLLEY & PATEL (2005), a composigao quimica bem
como os grupos funcionais dos 6leos tém um papel importante na atividade

antimicrobiana e essa atividade pode ser potencializada.
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CONCLUSOES

A extracdo com hexano foi mais simples e rapida e apresentou um rendimento
maior quando comparada a hidrodestilagcao.

Os Odleos essenciais obtidos por extracdo hexanica apresentaram valores
significativamente maiores para o peso especifico, indice de refracdo, valor éster e
teores de pigmentos curcumindides.

Foram detectadas 26 substancias volateis por CG-EM sendo 22 no extrato
hidrodestilado e 16 no hexanico. Oito substancias foram identificadas sendo estas
da classe dos terpenos. Turmerona (ar e o) foi 0 composto predominante.

A atividade antifungica foi evidenciada contra At. brassicicola e A. flavipes para
ambos os extratos. Sendo que o extrato hexanico produziu halos de inibigdo
maiores para os dois microrganismos.

O método de extragdo do Oleo essencial afetou de forma significativa a atividade

antifungica.
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