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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana da ctircuma em p6, da curcumina disponivel no comércio,
dos pigmentos curcuminéides purificados e dos 6leos essenciais da circuma. As amostras foram analisadas quanto aos teores de
pigmentos curcuminéides por cromatografia liquida de alta eficiéncia. O dleo essencial foi também analisado quanto a densidade,
indice de refracdo e perfil das substancias voldteis por cromatografia gasosa e detector de ionizacdo de chamas. A atividade antimicrobiana
in vitro foi determinada pelo método de difusdo em dgar com discos de papel estéreis, impregnados com os extratos, sendo os
didmetros dos halos de inibi¢do medidos com paquimetro. Os extratos etandlicos da circuma, da curcumina comercial, e dos
pigmentos curcumina e desmetoxicurcumina nio inibiram o crescimento de Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Salmonella
choleraesuis, Escherichia coli, Aspergillus niger, Saccharomyces cerevisiae, e Candida albicans. Apenas o extrato etanélico da
bisdesmetoxicurcumina apresentou atividade antimicrobiana em relacio ao B. subtilis. O 6leo essencial da ciircuma apresentou
atividade antimicrobiana para o B. subtilis, S. choleraesuis, E. coli, A. niger e S. cerevisiae, sendo que essa atividade aumentou em
fungdo do aumento da concentragdo. Os halos de inibigéo, obtidos com o 6leo essencial, foram significativos, quando comparados aos
respectivos antibiéticos tradicionais, cloranfenicol e anfotericina, indicando ser o dleo essencial da circuma um agente antimicrobiano
em potencial.

Termos para indexacdo: Atividade antimicrobiana, clircuma, pigmentos curcumindides, 6leo essencial, Curcuma longa.

ABSTRACT

The objective of this work was to investigate the antimicrobial activity of ground turmeric, commercially available curcumin,
purified curcuminoid pigments and turmeric essential oils. The samples were analyzed for the levels of curcuminoid pigments by high
performance liquid chromatography. The essential oil was also analyzed for density, refractive index and profile of volatile compounds
by gas chromatography-flame ionization detection. The in vitro antimicrobial activity was determined by the agar diffusion method
using sterile disks impregnated with the extracts and the diameters of the inhibition zones were measured using a caliper. The
ethanolic extracts of turmeric, commercial curcumin, and the purified pigments curcumin and demethoxycurcumin did not inhibit the
growth of Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Salmonella choleraesuis, Escherichia coli, Aspergillus niger, Saccharomyces
cerevisiae, and Candida albicans. Only the ethanolic extract of bisdemethoxycurcumin showed in vitro antimicrobial activity on B.
subtilis. The essential oil of turmeric inhibited the growth of B. subtilis, S. choleraesuis, E. coli, A. niger and S. cerevisiae. The
antimicrobial activity increased with an increase in the concentration of the essential oil. The inhibitory effects on the microorganisms
were significant when compared to the respective traditional antibiotics chloranphenicol and anphotericin. This result indicates that
the essential oil from turmeric is a potential antimicrobial agent.

Index terms: Antimicrobial activity, turmeric, curcuminoid pigments, essential oil, Curcuma longa.
(Recebido em 27 de abril de 2006 e aprovado em 14 de novembro de 2006)

INTRODUCAO alimentos, diminuic@o da produtividade e de danos a saide

do homem. O uso de aditivos tem sido efetivo na prevencio

A deterioracdo tem sido uma das grandes da deterioracdo de alimentos. Entretanto, existe uma
preocupacdes e uma das maiores causas de perdas de tendéncia cada vez maior de utilizar aditivos naturais
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devido a conscientizag@o sobre os efeitos toxicos de alguns
destes. Além disto, novos patégenos veiculados por
alimentos té€m surgido e tem-se observado o
desenvolvimento de resisténcia de varios deles, aos
biocidas usuais. Assim, pesquisas sdo necessdrias para
descobrir substancias naturais capazes de substituir os
aditivos tradicionais de maneira eficaz e segura (GUL et al.,
2004; NEGI et al., 1999).

Virias plantas tém sido utilizadas no controle de
agentes deteriorantes de alimentos por conterem
substincias antimicrobianas e por ndo causarem efeitos
adversos ao homem. O rizoma da circuma (Curcuma longa
L.) tem sido muito utilizado na inddstria alimenticia, como
corante, aromatizante e como ingrediente no preparo de
temperos, laticinios e pratos prontos (APISARIYAKUL et
al., 1995; GOVINDARAJAN, 1980; SILVA et al., 2005). De
acordo com Gul et al. (2004), a clircuma inibiu de forma
significativa o crescimento in vitro de algumas bactérias,
como o Staphylococcus aureus, no entanto, nao inibiu
Escherichia coli. Uma fraca atividade antibacteriana foi
verificada por Singh et al. (2002) e Tonnesen & Karlsen
(1987) para a clircuma em relacdo a S. aureus, E. coli,
Pseudomonas aeruginosa, S. epidermidis, e Salmonella
typhimurium. De acordo com Kim et al. (2003), extratos da
ctiircuma apresentaram atividade antiftingica in vitro para
algumas cepas de Trichophyton e para Botrytis, Erysiphe,
Phytophthora, Puccinia, Pyricularia e Rhizoctonia.

Baseado nestes estudos pode-se afirmar a atividade
antimicrobiana da circuma. Essa atividade tem sido
associada aos pigmentos curcuminéides (Figura 1);
entretanto a circuma em pé contém, além dos pigmentos,
os 6leos essenciais. De acordo com Negi et al. (1999) e
Singh et al. (2002), o dleo essencial da ciircuma também
apresenta atividade antimicrobiana.

Neste trabalho, determinou-se entre os
componentes da clircuma, aqueles com potencial
antimicrobiano. Investigou-se a atividade inibitdria in vitro
de extratos etandlicos da clircuma em pé, da curcumina
disponivel no comércio, dos trés pigmentos curcumindides
purificados e do 6leo essencial sobre algumas bactérias e
fungos de relevancia na industria alimenticia.

MATERIAL E METODOS

Rizomas de cidrcuma (Curcuma longa L.,
Zingiberaceae) fornecidos pela Universidade Federal de
Lavras, foram lavados, selecionados, branqueados por 10
min, desidratados a 60 °C, triturados e peneirados em tamis
de 40 mesh (BAMBIRRA et al., 2002). Para obtenc¢do do
extrato etandlico da ctircuma em p6, 50 g da amostra foi
submetida a refluxo em 500 mL de etanol, sob protecdo da
luz, por 90 minutos. A amostra foi filtrada, o solvente
evaporado a 60 °C (evaporador rotatério, Biicchi, Suiga) e
o p6 utilizado no preparo de solu¢do de 5 mg/mL em etanol.
A curcumina comercial (50 mg) foi dissolvidaem 100 mL de
etanol, em banho ultrasdénico, por 15 minutos. Os
pigmentos curcumindides purificados -curcumina,
desmetoxicurcumina e bisdesmetoxicurcumina- foram
obtidos por recristalizacdo e cromatografia em coluna
(PERET-ALMEIDA et al., 2005). Solucdes etandlicas de
cada pigmento foram preparadas na concentracdo de 5
mg/mL cada. O d6leo essencial foi obtido por
hidrodestilagdo em aparelho de Clevenger (60 g de clircuma
em pd, 500 mL de 4gua em baldo de 1000 mL) por 6 h (SILVA
et al., 2005). Este foi utilizado sem diluigdes.

Determinacao dos pigmentos curcumindides

Os teores de pigmentos curcumindides foram
determinados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
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Figura 1 — Estrutura quimica dos pigmentos curcuminéides da Curcuma longa L.
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(CLAE), em equipamento da Shimadzu (Kyoto, Japao), com
detector arranjo de diodos a 425 nm, coluna Shim-pack CLC-
NH, (4,6 x 150 mm, Shimadzu, Kyoto, Japo), e fase mével
etanol:dgua (85:15, v/v) a 1 mL/min. A identificacdo foi feita
por comparacdo do tempo de retencdo dos picos e
confirmada pelo espectro de absorcdo no UV-visivel. A
quantificagao foi feita usando as respectivas absortividades
(PERET-ALMEIDA et al., 2005).

Caracterizacio do dleo essencial da circuma

O rendimento do 6leo essencial da circuma foi
determinado em funcdo do volume obtido por massa de
ciircuma em pé usada. O dleo foi analisado quanto ao
indice de refracdo a 30 °C (refratdbmetro de Abbé) e
densidade a 30 °C (picndmetro). As substincias volateis
foram obtidas por microextracio em fase sélida, em fibra
de 100 pum, de polidimetilsiloxano (57300-U, Supelco, PA,
EUA) em contato com o headspace de 15 mg da amostra
aquecida a 80 °C/5 min (MATA et al., 2004). O cromatdgrafo
gasoso (CG) utilizado foi o GC-17A (Shimadzu, Kyoto,
Japao), com detector de ioniza¢do de chama (FID), coluna
capilar DB-1 (25 m x 0,23 mm; 0,52 pm) e hélio como gés de
arraste. A temperatura do injetor foi 220 °C e a do detector
250 °C. O tempo de dessor¢do foi 10 minutos e a
temperatura, durante a corrida, variou de 60 a 200 °C. Foram
utilizados como padrdo, borneol, limoneno e ar-turmerona.

Determinacao da atividade antimicrobiana in vitro

Para a determinagdo da atividade antimicrobiana
foram utilizadas culturas ATCC (Tabela 1). Antibidticos
foram usados como controles positivos: para bactérias o
cloranfenicol (Sigma, St. Louis, MO, EUA) e para leveduras
e fungo a anfotericina B (Fungizon® Squibb, Sdo Paulo,
SP, Brasil). Foram feitas solugdes estoque aquosas com 1
mg/mL. Desta solu¢do foram pipetados 5 e 10 pL,
correspondentes a 5 e 10 pg por disco, para cada antibidtico.

Preparo dos inéculos

As culturas padrdo de bactérias e fungos foram
mantidas sob refrigeracdo a 5 °C. Utilizou-se para bactérias,
repiques de 24 horas a 36 + 1 °C em 4gar para antibidticos
n°. 1 e para as leveduras e fungo, repiques de 24 e 72 horas,
respectivamente, em dgar Saboraud-Dextrose a 25 + 1 °C
(Dialab Diagnésticos, Montes Claros, MG).

Uma suspensdo padrdo de microrganismo foi obtida
transferindo coldnias do meio inclinado para tubos de
ensaio contendo 10 mL de solucdo salina peptonada estéril
(0,9%, p/v) até obter, 50 + 1 % de transmitancia a 580 nm,
utilizando como branco a solucéo salina. No preparo do
in6culo de Aspergillus niger adicionou-se a salina 0,1 %
v/v de Tween 80 para melhor dispersdo das células. O
branco foi adicionado de Tween 80, na mesma proporgao.

A atividade antimicrobiana in vitro foi determinada
pelo método de difusdo em dgar (NUNAN et al., 1985).
Discos de papel estéreis de 6 mm de didmetro (Cecon, Sdo
Paulo, SP, Brasil) foram impregnados com 10 e 20 uL dos
extratos dos pigmentos e levados a estufa a 36 °C/24 h,
para a evaporagdo do solvente usado na solubilizagdo dos
extratos. Discos impregnados com os solventes e com 5 e
10 mL de antibiéticos foram usados como controle.

Adicionou-se as placas de Petri, 20 mL de meio
base e, ap6s sua solidificacdo, 5 mL do meio de superficie
com os microrganismos (inéculo de 0,05% v/v, obtido
adicionando-se uma aliquota da suspensio padrdo ao meio
dgar para antibidticos n° 1). Os discos impregnados foram
depositados sobre os meios de cultura e as placas
incubadas a 36 + 1 °C/24 h e a 25 + 1 °C/48 h para bactérias
e fungos, respectivamente. Os didmetros dos halos de
inibicdo foram medidos com paquimetro.

Analise estatistica

Os experimentos microbiolégicos foram realizados
com seis repeti¢des e os quimicos com trés. Os resultados

Tabela 1 — Microrganismos utilizados nos ensaios de atividade antimicrobiana.

Microrganismo Espécie ATCC!
Bactérias Staphylococcus aureus 6538
Bacillus subtilis 6633

Salmonella choleraesuis 14028

Escherichia coli 8739

Fungos Aspergillus niger 16404
Saccharomyces cerevisae 2601

Candida albicans 10231

TATCC = American Type Culture Collection.
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N

foram submetidos a andlise de varidncia e as médias
comparadas pelo teste de Duncan, a 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Teores de pigmentos curcumindides nos extratos da
circuma e no o6leo essencial

Foram encontrados na circuma em p6 4,1 g/100 g
de pigmentos curcumindides (Tabela 2). Os trés pigmentos
estavam presentes, sendo a curcumina predominante
(59%), seguida da desmetoxicurcumina (29%) e da
bisdesmetoxicurcumina (12%). Resultados semelhantes
foram relatados para diferentes variedades de ctircuma
(GOVINDARAJAN, 1980; JAYAPRAKASHA et al., 2002).
A curcumina disponivel comercialmente, continha a mistura
dos trés pigmentos na mesma ordem de predominancia,
porém, os percentuais foram diferentes: 71%, 25% e 4%,
respectivamente. Este perfil de pigmentos curcumindides

j& havia sido constatado por Péret-Almeida et al. (2005).
Os trés pigmentos curcumindides, isolados, tiveram pureza
confirmada por CLAE (Tabela 2).

Caracterizacao do éleo essencial da clircuma

O 6leo essencial apresentou coloragdo amarela clara
e odor forte e pungente caracteristico. Obteve-se um
rendimento de 4,4 % de 6leo com densidade de 0,9068 g/
mL e indice de refracdo de 1,5067 a 30 °C. Esses valores
sdo similares aos descritos na literatura (BRAGA et al.,
2003; GOVINDARAJAN, 1980; SILVA et al., 2005). O perfil
cromatogréfico do dleo essencial da ctircuma por CG-FID
(Figura 2) indicou a presenca de picos com tempos de
retengdo que variaram de 5 a 80 minutos, incluindo
limoneno, borneol e ar-turmerona (picos 1, 2 e 3,
respectivamente), sendo o dltimo o predominante (~58%).
As estruturas quimicas destes compostos estdo
apresentadas na Figura 3.

Tabela 2 — Teores de pigmentos curcumindides nos diferentes produtos da circuma.

Amostra Teores de pigmentos (g/g)
Curcumina DMC BDMC

Cidrcuma em p6 0,024 + 0,001 0,012 £ 0,001 0,005 + 0,001
Curcumina comercial 0,713 £ 0,06 0,246 £ 0,05 0,041 £0,02
Curcumina isolada 1,00 + 0,02 nd nd
Desmetoxicurcumina isolada nd 1,00 £ 0,02 nd
Bisdesmetoxicurcumina isolada nd nd 1,00 £ 0,01
Oleo essencial 0,002 £+ 0,000 0,0006 £ 0,0001 nd

DMC = Desmetoxicurcumina; BDMC = Bisdesmetoxicurcumina.

nd — ndo detectado (limite de detec¢do em g/g =2,7 x 10° para curcumina, 1,2 x 10 para DMC e 0,57 x 10-° para BDMC).
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Figura 2 — Perfil cromatografico das substincias volateis dos 6leos essenciais da circuma obtidos por hidrodestilagdo

em aparato de Clevenger.
Condicdes cromatogréficas:

CG-IC, coluna capilar DB-1 (25 m x 0,32 mm; 0,52 pum), gds de arraste hélio; temperaturas do injetor 220

°C; do detector 250 °C, e da coluna: programagdo de 60 a 200 °C. Picos 1, 2 e 3, foram identificados como limoneno, borneol e ar-

turmerona respectivamente.
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Figura 3 — Estruturas quimicas das substancias do 6leo essencial da Ciurcuma longa L. identificadas por CG-FID.

De acordo com Govindarajan (1980) e Singh et al.
(2002) sdo varios os componentes volateis do 6leo essencial
da circuma, dentre eles, mono e sesquiterpenos alifaticos
ou oxigenados. Braga et al. (2003) e Mata et al. (2004)
reportaram também a presenca de pineno, sabineno, 1,8-
cineol, 1,4-terpineol, carofileno, curcumeno, bisaboleno,
felandreno, atlantone, zingibereno, turmerona e ar-
turmerona, em produtos de ctircuma produzida no Brasil.
Essas substincias estdo, possivelmente, presentes na
amostra analisada; entretanto, os respectivos padrdes nao
estavam disponiveis para identificacdo. Além disso, essas
contribuem com um pequeno porcentual no perfil
cromatografico, sendo a ar-turmerona o componente
predominante.

Atividade antimicrobiana in vitro da circuma e dos
pigmentos curcumindides

N3ao foi observada atividade antimicrobiana dos
extratos etandlicos da circuma em pé e da curcumina
comercial para os microrganismos testados. Com
relagdo aos pigmentos purificados, a curcumina e a
desmetoxicurcumina em concentracdes de até 10 ug/uL.
ndo apresentaram atividade antimicrobiana. Entretanto, a
bisdesmetoxicurcumina apresentou atividade inibitéria para
0 Bacillus subtilis na concentracio de 10 pg/uL.

Os resultados obtidos para extratos brutos,
contendo uma mistura dos pigmentos curcumindides
confirmam achados de Singh et al. (2002) e Ténnesen &
Karlsen (1987) para E. coli, Salmonella, S. aureus e S.
epidermidis e por Apisariyakul et al. (1995) para fungos
patogénicos e leveduras. De acordo com Tonnesen &
Karlsen (1987), a atividade antimicrobiana pode ser
detectada apenas em concentracdes elevadas ou em
menores concentracdes, quando expostas a radiacdo no
visivel.

A atividade antimicrobiana dos pigmentos
purificados foi descrita pela primeira vez. Os halos para a
bisdesmetoxicurcumina (10 mg/mL; 20 mL/disco) foram
maiores (46%) que os halos para o cloranfenicol (1 mg/mL;

10 mL/disco), indicando que este pigmento apresentou
atividade antimicrobiana significativa para o B. subtilis.
Estes resultados indicam um potencial uso da
bisdesmetoxicurcumina na inibicao do B. subtilis.

Atividade antimicrobiana in vitro do 6leo essencial da
circuma

Nao foi observada atividade inibitéria do 6leo
essencial para S. aureus e para C. albicans. O Oleo
essencial da circuma (Tabela 3) inibiu o desenvolvimento
de B. subtilis, S. choleraesuis, E. coli, A. niger e S.
cerevisiae. Resultados similares foram obtidos por Negi
et al. (1999) que verificaram a inibicdo do crescimento de E.
coli e B. subtilis com o 6leo essencial. Singh et al. (2002)
observaram atividade inibitdria para o S. aureus, entretanto,
usaram extratos em etileno glicol, contendo 2000 pug do
6leo/disco.

Maior atividade foi observada contra o B. subtilis,
seguida do S. choleraesuis nas duas concentracdes
empregadas. A maior atividade observada para bactérias
Gram positivas também foi relatada por Singh et al. (2002).
De acordo com Gul et al. (2004), este resultado pode estar
associado ao fato dessas bactérias ndo possuirem a
membrana externa capaz de restringir a penetracio de
substdncias exdgenas.

Ao aumentar a concentragdo do 6leo essencial de
45 para 90 pg/disco, os diametros dos halos aumentaram,
com inibicao de 60% para E. coli e 131% para B. subtilis.
Halos maiores foram observados para o 6leo essencial (90
pg/disco), comparados aos dos antibidticos (10 pg/disco),
exceto para a E. coli. Os halos de inibicao formados com o
Oleo essencial aumentaram 6% para S. choleraesuis e A.
niger; e de 44% para o B. subtilis, em relacdo aos halos
obtidos com os antibidticos.

Os resultados indicaram que o 6leo essencial da
curcuma constitui um potencial agente antimicrobiano.
Virios componentes poderiam ser responsaveis por essa
atividade como fendis, terpenos, aldeidos e cetonas, sendo
que vérios destes ja foram identificados no 6leo essencial
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Tabela 3 — Atividade antimicrobiana in vitro do 6leo essencial da cdrcuma.

Diametro do halo de inibicio (mm)/concentragcao

Microrganismo Oleo essencial da ctircuma Antibiético
45 ng/disco 90 pg/disco 5 pg/disco 10 pg/disco
B. subtilis 8,02 £0,19* 18,51 £0,49 ** 12,71 £0,34 *Y 12,87 £0,45*
S. choleraesuis 7,33 40,20 ™ 13,66 + 0,30 >* 12,81 £ 0,36 12,90 £ 0,32 **
E. coli 6,30+ 0,17 ¥ 10,09 + 0,46 ** 10,03 0,19 “* 10,20 £ 0,15°*
A. niger 6,76 £ 0,38 12,02 £ 0,47 11,21 0,42 11,38 +£0,37*
S. cerevisae 6,18 + 0,06 ©* 11,55+ 0,41 ¢* 10,08 + 0,23 ¥ 10,10 + 0,41

Valores médios (+ desvios-padrdo) com letras diferentes (x-z) na mesma linha e (a-¢) na mesma coluna séo diferentes (teste
Duncan, p < 0,05). O didmetro do halo corresponde a medida total incluindo a medida do halo de papel.

da circuma (BRAGA et al., 2003; MATA et al., 2004). De
acordo com Lee et al. (2003) e Negi et al. (1999), a fracdo do
6leo essencial da circuma com maior percentual de ar-
turmerona foi a que apresentou maior atividade
antimicrobiana. Entretanto, estudos sdo necessarios para
identificar quais seriam os compostos responsdveis pela
atividade biocida ou bioestdtica no 6leo essencial da
clircuma e as possiveis interacoes.

CONCLUSOES

Naio foi observada atividade dos extratos etanélicos
da circuma, da curcumina comercial e dos pigmentos
purificados curcumina e desmetoxicurcumina para S. aureus,
B. subtilis, S. choleraesuis, E. coli, A. niger, S. cerevisiae, e
C. albicans; apenas o extrato etandlico da
bisdesmetoxicurcumina apresentou atividade antimicrobiana
in vitro para o Bacillus subtilis.

O 6leo essencial da circuma obtido por
hidrodestilacdo em aparelho de Clevenger apresentou
atividade antimicrobiana in vitro para o B. subtilis, S.
choleraesuis, E. coli, A. nigere S. cerevisiae. Essa atividade
aumentou com o aumento da concentracao.

Os resultados indicaram ser a bisdesmetoxicurcumina
e o Oleo essencial da ciircuma, principalmente o ultimo,
antimicrobianos em potencial para uso na industria
alimenticia.
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