UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

ANDERSON CLAYTON DA SILVA

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE
NANOPARTICULAS DE CURCUMINA E APLICACAO DE
MICROCRISTAIS DE CURCUMINA EM CENOURA
MINIMAMENTE PROCESSADA

DISSERTACAO

CAMPO MOURAO
2016



ANDERSON CLAYTON DA SILVA

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE
NANOPARTICULAS DE CURCUMINA E APLICACAO DE
MICROCRISTAIS DE CURCUMINA EM CENOURA
MINIMAMENTE PROCESSADA

Dissertacdo apresentada como requisito parcial para
obtencdo do grau de Mestre em Tecnologia de
Alimentos, do Programa de PoOs-Graduagdo em
Tecnologia de Alimentos, Universidade Tecnoldgica
Federal do Parana. Area de Concentrago:
Tecnologia de Alimentos.

Orientador: Prof. Dr. Odinei Hess Gongalves

Co-orientadora: Prof2. Dr2. Livia Bracht

CAMPO MOURAO
2016



Ministério da Educacéo P P G
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana
Programa de Pds-Graduacdo em Tecnologia de  Programa de Pés-Graduagao
. em Tecnologia de Alimentos
Alimentos

UTFPR

TERMO DE APROVACAO

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE NANOPARTICULAS DE
CURCUMINA E APLICACAO DE MICROCRISTAIS DE CURCUMINA EM
CENOURA MINIMAMENTE PROCESSADA

Por

ANDERSON CLAYTON DA SILVA

Essa dissertacdo foi apresentada as catorze horas, do dia vinte e cinco de abril de dois mil
e dezesseis, como requisito parcial para obtencdo do titulo de Mestre em Tecnologia de
Alimentos, Linha de Pesquisa Ciéncia e Tecnologia de Produtos Alimenticios, no
Programa de Pds-Graduagdo em Tecnologia de Alimentos — PPGTA, da Universidade
Tecnoldgica Federal do Parand. O candidato foi arguido pela Banca Examinadora
composta pelos professores abaixo assinados. Apds deliberacdo, a Banca Examinadora
considerou o trabalho

Pro. Dr. Odinei Hess Gongalves (Orientador — PPGTA)

Pro. Dra. Luciana Furlaneto Maia (Membro Interno — PPGTA)

Pro. Dr. Paulo Rodrigo Stival Bittencourt (Membro Externo — UTFPR — Campus Medianeira)



RESUMO

A curcumina € um composto fendlico natural isolado a partir do rizoma do acafrdo da
india (Curcuma longa) que apresenta uma série de propriedades bioldgicas, incluindo a
acdo antimicrobiana. Sua baixa afinidade pela &gua pode ser contornada pelo aumento da
area superficial através de nanoencapsulacdo ou na sua transformacéo em microcristais.
O objetivo do presente trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana de nanoparticulas
de curcumina-poli(vinil pirrolidona) e de microcristais de curcumina. Para a curcumina
in natura e para as nanoparticulas, foi utilizada a técnica de diluicdo em agar frente a
bactérias Gram-negativas (Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa) e Gram-
positivas (Bacillus cereus e Staphylococcus aureus). Os microcristais de curcumina
foram utilizados na producdo de cenoura minimamente processada como método de
conservacao em relacdo a microrganismos mesofilos, psicrotroficos e coliformes totais.
As nanoparticulas foram caracterizadas em relacéo a distribuicdo de tamanhos, eficiéncia
de encapsulacdo, propriedades térmicas e interacGes entre a curcumina e a poli(vinil
pirrolidona) através de Espectroscopia de Infravermelho. Foram encontrados altos valores
de eficiéncia de encapsulacéo, sendo corroborados pelo desaparecimento do pico de fuséo
da curcumina nos ensaios térmicos bem como do pico de absor¢do de infravermelho em
cerca de 3508 cm™, caracteristico da curcumina. A curcumina in natura apresentou
atividade antimicrobiana em concentragfes de 250 a 500 pg.mL*, dependendo do
microrganismo avaliado. As nanoparticulas de curcumina ndo apresentaram atividade
antimicrobiana na faixa de concentracdes avaliada, possivelmente devido a formacéo de
ligacbes de hidrogénio com a poli(vinil pirrolidona). Microcristais de curcumina
apresentaram aumento significativo (p<0,05) da inibicdo de bactérias mesdfilas,

psicrotréficas e coliformes totais em cenoura minimamente processada.

Palavras-chave: Curcuma longa; Encapsulacdo; PVP; Precipitacdo em ndo solvente;
Concentracao inibitoria minima.



ABSTRACT

Curcumin is a phenolic, natural compound isolated from Curcuma longa which presents
many biological properties including antimicrobial activity. Its low water affinity can be
improved by increasing total surface area by either encapsulation or micronization. The
objective of this work was to evaluate the antimicrobial activity of curcumin-
polyvinylpyrrolidone nanoparticles and curcumin microcrystals. In the case of in natura
curcumin and curcumin nanoparticles, the agar dilution technique was used against Gram-
negative (Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa) and Gram-positive (Bacillus
cereus and Staphylococcus aureus) bacteria. Curcumin microcrystals were used as a
preserving agent in the production of minimally processed carrots and the evaluated
parameters were mesophilic and psychrotrophic bacteria and total coliforms.
Nanoparticles were characterized for sizes distribution, encapsulation efficiency, thermal
properties and chemical interactions between curcumin and polyvinylpyrrolidone by
infrared spectroscopy. High encapsulation efficiency was found in accordance with the
disappearance of the fusion peak of curcumin and the infrared absorption band at
3508 cm™ related to the phenolic group. In natura curcumin presented antimicrobial
activity in concentrations from 250 to 500 pug.mL™ depending on the microorganism.
Curcumin nanoparticles did not present activity in the evaluated concentration range,
possibly due to the hydrogen bonds formed between curcumin and polyvinylpyrrolidone.
Curcumin microcrystals were able to significantly inhibit mesophilic and psychrotrophic

bacteria and total coliforms in the minimally processed carrots.

Keywords: Curcuma longa; encapsulation; PVP; precipitation in non-solvent; minimum

inhibitory concentration.
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1. INTRODUCAO

Apesar dos relatos na literatura sobre a diversidade de atividades biologicas
apresentadas pela curcumina, sua aplicacdo como aditivo alimentar é limitado pela sua
baixa solubilidade em agua. Por meio de técnicas como a encapsulacdo e a micronizacao
¢ possivel melhorar sua solubilidade e sua capacidade de ser dispersada, permitindo a
formulacédo de alimentos contendo curcumina.

A atividade antimicrobiana da curcumina é de interesse da industria de alimentos,
pois a contaminacdo e deterioracdo por microrganismos ainda ndo é um problema que
estd totalmente sob controle, apesar dos varios métodos de conservacao disponiveis. A
procura por conservantes naturais ndo toxicos também tem crescido, devido aos relatos
de efeitos prejudiciais de conservantes quimicos sintéticos.

A presente Dissertacdo foi elaborada a fim de apresentar uma breve introducgéo
Capitulo 1, seguida dos objetivos geral e especificos no Capitulo 2. A revisdo
bibliografica é apresentada no Capitulo 3 abordando os temas relevantes para todo o
trabalho. A seguir, a metodologia e os resultados séo divididos em duas partes: na
primeira (Capitulo 4) sdo apresentados os resultados relativos a producéo e caracterizacao
da curcumina nanoencapsulada em poli(vinil pirrolidona) e a atividade antimicrobiana
dessas nanoparticulas comparada & da curcumina in natura. Na segunda parte
(Capitulo 5), séo apresentados os resultados referentes a producdo de microcristais de
curcumina e aplicacdo destes microcristais em cenoura minimamente processada a fim de
avaliar sua capacidade de conservacdo frente aos microrganismos mesoéfilos aerobios,
microrganismos psicrotroficos e coliformes totais. Por fim, as concluses gerais do
trabalno e as referéncias bibliograficas sdo apresentadas no Capitulos 6 e 7,

respectivamente.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana da
curcumina tanto na forma de microcristais quanto na forma nanoencapsulada em

poli(vinil pirrolidona).

2.2 Objetivos especificos

v" Produzir nanoparticulas de curcumina e poli(vinil pirrolidona) (PVP) pela técnica
de complexacéo;

v" Produzir microcristais de curcumina pela técnica de precipitacdo em nao solvente
sem estabilizantes;

v" Caracterizar as nanoparticulas em relagdo ao tamanho, eficiéncia de encapsulacéo,
propriedades térmicas (Calorimetria Diferencial de Varredura) e interacdes
quimicas (Espectroscopia de Infravermelho);

v Avaliar a atividade antimicrobiana da curcumina in naturae das nanoparticulas
contra bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus e Bacillus cereus) e
Gram-negativas (Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa) por meio da
técnica de diluicdo em agar;

v" Aplicar os microcristais de curcumina em cenoura minimamente processada

v" Avaliar a capacidade antimicrobiana dos microcristais de curcumina frente as
bactérias mesofilas aerdbias estritas e facultativas viaveis, psicrotroficas e

coliformes totais.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Curcumina

A curcumina (1,7-bis (4-hidroxi-3-metoxifenil -1,6-heptadieno-3,5-diona) € um
composto fendlico hidrofébico natural extraido do rizoma do acafréo da india (Curcuma
longa L.) pertencente a familia Zingiberaceae e utilizado ha4 muito tempo como corante
alimentar natural de cor amarela-alaranjado (ANAND et al., 2007; FENG; SONG; ZHAI,
2012; HAN; YANG, 2005; KAEWNOPPARAT et al., 2009; KUMAVAT et al., 2013).

O acafrdo da india tem em sua constituicdo quimica a mistura de curcumindides
derivados da curcuma em proporcOes variadas. A composicdo média dos diferentes
curcumindides presente na Curcuma longa apresentam em torno de 5,69% do rizoma em
pé em peso seco, a curcumina se apresenta em torno de 2,86%, a demetoxicurcumina em
1,47% e a bisdemetoxicurcumina 1,36% (LI et al.,, 2011). As estruturas dos

curcuminoides podem ser observadas na Figura 1.

HO 1 R4=OCHz3,R2=0 CH3

Figura 1 —Estrutura quimica dos curcumindides
Curcumina: R1 = OCH3; R2 = OCH3
Demetoxicurcumina: R1 = OCH3; R2 = H
Bisdemetoxicurcumina: R1=H; R2=H
Fonte: adaptada de (LI et al., 2011)

A curcumina tem uma longa histéria na tradi¢do asiatica, mais notadamente a
chinesa e indiana, devido as suas inUmeras atividades bioldgicas (KUMAVAT et al.,
2013; SHLAR et al., 2015). Diversos estudos tém comprovado uma grande variedade de
propriedades, como efeitos antiproliferativo (DUBEY et al., 2008; PARVATHY; NEGI,
SRINIVAS, 2009), antiprotozoario (GOVINDARAJ; KANDASUBRAMANIAN;
KODAM, 2014; LAL et al., 2013), anti-séptico (DUVOIX; BLASIUS; DELHALLE,
2005), quimiopreventivo (DUVOIX; BLASIUS; DELHALLE, 2005; GOVINDARAJ;
KANDASUBRAMANIAN; KODAM, 2014), anti-inflamat6rio (ANAND et al., 2007;
DUVOIX; BLASIUS; DELHALLE, 2005; FENG; SONG; ZHAI, 2012;
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GOVINDARAJ; KANDASUBRAMANIAN; KODAM, 2014; HAN; YANG, 2005;
KHAN; RATHOD, 2014; LAL et al., 2013), antioxidante (ANAND et al., 2007,
CARVALHO et al., 2015; DUVOIX; BLASIUS; DELHALLE, 2005; FENG; SONG,;
ZHAI, 2012; GOVINDARAJ; KANDASUBRAMANIAN; KODAM, 2014; KHAN;
RATHOD, 2014; LAL et al., 2013; PARVATHY; NEGI; SRINIVAS, 2009), anti-
Alzheimer, anti-HIV, antimutagénio, anti-malaria, anti-diabetes (LAL et al., 2013),
anticancerigeno (ANAND et al., 2007; DUBEY et al., 2008; FENG; SONG; ZHAI, 2012;
HAN; YANG, 2005; KHAN; RATHOD, 2014; LAL et al., 2013; PARVATHY; NEGI;
SRINIVAS, 2009), antiamiléide (FENG; SONG; ZHAI, 2012), anti-ulcera,
imunomodulador, neuroprotetor, (KHAN; RATHOD, 2014), cicatrizante (DUBEY et al.,
2008; KHAN; RATHOD, 2014; LAL et al., 2013), antienvelhecimento (DUBEY et al.,
2008; KHAN; RATHOD, 2014) e por fim, a atividade antimicrobiana (ANAND et al.,
2007; DUBEY et al., 2008; FENG; SONG; ZHAI, 2012; GOVINDARAJ;
KANDASUBRAMANIAN; KODAM, 2014; HAN; YANG, 2005; HU; HUANG,;
CHEN, 2013; LAL et al., 2013; MUN et al., 2013; PARVATHY; NEGI; SRINIVAS,
2009).

3.2 Atividade antimicrobiana da curcumina

O mecanismo de acdo da curcumina ndo se encontra completamente elucidado,
contudo supdem-se que sua atividade antimicrobiana esteja relacionada com a interacdo
da curcumina com a proteina FtsZ do citoesqueleto bacteriano. O citoesqueleto bacteriano
€ necessario para o crescimento e divisdo celular de algumas bactérias. A proteina FtsZ é
uma proteina envolvida na divisao celular de algumas bactérias e a primeira proteina a
aparecer no local da divisdo. Ela estd presente em quase todas as espécies procariotas
estudadas e também é essencial para a diviséo dos cloroplastos e mitocéndrias, em alguns
eucariontes. Experimentos de imunolocalizagcdo demonstraram que em algumas bactérias,
a FtsZ sofre polimerizacao para formar uma estrutura de anel dindmico conhecido como
o anel Z (KAUR et al., 2010; RAI et al., 2008).

Existem indicios de que os grupamentos metoxila e hidroxila da curcumina sejam
0s responsaveis pela sua atividade antimicrobiana (FUJIKAWA et al., 1969; GOTOH,;
SAITOH; MIYAKE, 1998; HAN; YANG, 2005; TESAKI et al., 1998).De fato, um
experimento de docking molecular demonstrou que os oxigénios das funcdes fenol e

metoxila (ligados aos anéis fenolicos) e dos dois grupos carbonila da curcumina formam



15

pontes de hidrogénio com os sitios cataliticos da proteina FtsZ impedindo a polimerizacao
desta proteina, dificultando a divisdo celular bacteriana para cepas testas de Bacillus
subtilis e E. coli (KAUR et al., 2010).

A propriedade antimicrobiana da curcumina tem sido demonstrada em uma ampla
gama de microrganismos. A literatura relata que a curcumina em sua forma in natura
apresenta atividade antimicrobiana para B. cereus, B. subtilis, S. aureus, Streptococcus
mutans, Staphylococcus epidermidis, E. coli, P. aeruginosa, Yersinia enterocolitica,
Shigella dysenteriae (BHAWANA et al., 2011; DUBEY et al., 2008; HAN; YANG,
2005; HU; HUANG; CHEN, 2013; LIU; HUANG, 2012; MUN et al., 2013;
PARVATHY:; NEGI; SRINIVAS, 2009; RAI et al., 2008).

Quando microencapsulada por atomizagdo, utilizando-se como matriz
encapsulante amido e gelatina dissolvidas em acetona, apresentou atividade para E. coli,
Y. enterocolitica, S. aureus, B. subtilis, B. cereus, Aspergillus niger, Penicillium notatum
e Saccharomyces cerevisiae (WANG et al., 2009).

Alguns autores descrevem sua atividade na forma de nanocristais dispersos em
agua, conseguindo inibir os seguintes microrganismos: E. coli, S. aureus, B. subtilis, P.
aeruginosa, A. niger e P. notatum (BHAWANA et al., 2011). Complexos de curcumina
e cobalto foram capazes de inibir E. coli (HATAMIE et al., 2012). Quando aplicada em
filmes, inibiu S. aureus, B. subtilis, E. coli e Klebsiella pneumonia (GOVINDARAJ;
KANDASUBRAMANIAN; KODAM, 2014).

O derivado glicosideo da curcumina é antimicrobiano para 0s microrganismos
S. aureus, B. subtilis, E. coli e Y. enterocolitica (PARVATHY; NEGI; SRINIVAS, 2009),
enquanto os derivados bioativos da curcumina inibiram Enterobacter cloacae,
Staphylococcus saprophyticus, Micrococcus, Klebsiella aeruginosa, E. coli, Candida
albicans, Candida parapsilosis, P. notatum, Aspergillus fumigatus (DUBEY et al., 2008),
e combinadas com sulfanamidas impediram o desenvolvimento de S. aureus, B. subtilis,
Salmonella typhimurium, P. aeruginosa, E. coli, A. niger, Aspergillus flavus,
Trichoderma viride, Curvularia luneta (LAL et al., 2013).

Santos (2015) obteve microcristais de curcumina por precipitagdo em néo solvente
sem 0 uso de estabilizantes, gerando cristais micrométricos com formato de espiculas. A
atividade antimicrobiana foi avaliada pela técnica de diluicdo em agar Muller Hinton e
comparada com a curcumina em pdé in natura, encontrando concentracdes inibitorias
minimas para o microcristais de curcumina de 125ug.ml™ para B. cereus, e de 250 pg.ml-

! para S. aureus (ambas Gram-positivas) e 125 pg.ml™ para E.coli e P. aeruginosa (ambas
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Gram-negativas). A autora relatou a melhora na disperséo dos cristais em &gua comparado
com a curcumina in natura, o que sugere que o seu uso em formula¢Ges aquosas de

alimentos seja possivel sem o auxilio de dispersantes adicionais.

3.3 Técnicas para a modificacdo da curcumina: nanoencapsulacao e
obtencéo de microcristais

Apesar do crescente interesse sobre a curcumina, as suas aplicacdes praticas sdo
limitadas devido a sua baixa solubilidade em agua e sensibilidade diante de condi¢cdes
alcalinas, tratamentos térmicos, luz, ions metalicos, enzimas, oxigénio, acido ascorbico,
entre outros (PARADKAR et al., 2004; PARAMERA; KONTELES; KARATHANOS,
2011a). A curcumina €, portanto, um candidato promissor para o desenvolvimento de
novos materiais naturais encapsulados (SHLAR et al., 2015). Foi demonstrado que 0 uso
da curcumina na forma de nanoparticulas é uma alternativa para minimizar as
dificuldades advindas da sua hidrofobicidade (ANAND et al., 2007; FENG; SONG;
ZHAI, 2012; PARAMERA; KONTELES; KARATHANOS, 2011a). A encapsulacao tem
sido descrita na literatura como uma forma de aumentar sua eficacia terapéutica,
biodisponibilidade e estabilidade quimica e fisica da curcumina e de inUmeros outros
farmacos e compostos em geral (BHAWANA et al., 2011; YEN et al., 2010).

As técnicas de encapsulacdo tém sido amplamente estudadas para protecdo ou
liberacdo controlada de compostos e ingredientes alimenticios (MADENE et al., 2006) e
sua obtencdo consiste na incorporacdo, absorcao ou dispersdo de compostos bioativos, 0s
quais se desejam proteger, em pequenas estruturas com didmetros em escala nanométrica
(ANTON; BENOIT; SAULNIER, 2008; GARCIA; FORBE; GONZALEZ, 2010). As
nanoparticulas podem ser classificadas como esferas ou capsulas, de acordo com sua
estrutura. Quando o material encapsulado se encontra disperso no interior da particula,
essa estrutura é chamada de nanoesfera ou microesfera. No caso das nanocéapsulas ou
microcépsulas, o material encontra-se em um ndcleo confinado por uma parede protetora.
Esta controla a liberacdo do material e o protege de efeitos de agentes externos (ANTON;
BENOIT; SAULNIER, 2008).

Diversos trabalhos disponiveis sobre a curcumina nanoencapsulada concluem que
tanto a técnica de encapsulacdo quanto o material encapsulante tem grande influéncia na
eficiéncia de encapsulacdo e, consequentemente, no potencial de aplicacdo das

nanoparticulas obtidas. Em geral, a curcumina nanoencapsulada apresenta vantagens
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sobre a curcumina in natura, principalmente em relacdo a solubilidade em agua e a sua
biodisponibilidade.

Um método versatil para a obtencdo de curcumina nanoencapsulada é a
precipitacdo por complexacao utilizando poli(vinil pirrolidona) (PVP) como encapsulante
(KAEWNOPPARAT et al., 2009; KHAN; RATHOD, 2014; KUMAVAT et al., 2013;
YEN et al., 2010). Essa técnica apresenta a vantagem de baixo custo se comparado com
0S processos supercriticos, por exemplo, e utiliza compostos de baixa toxicidade como o
etanol, fazendo-a de grande interesse para a industria de alimentos (THORAT; DALVI,
2014). Por essa técnica, curcumina e PVP sdo colocados em um solvente em comum,
como a acetona ou o etanol, sendo entdo adicionada agua sob agitacdo, que leva a
precipitacdo e formacéo das particulas. O solvente entdo é evaporado e a dispersao é seca,
fornecendo as particulas na forma sélida. O procedimento é descrito em detalhes por Yen
et al. (2010), que obteve nanoparticulas de PVP-curcumina para avaliagdo da sua
atividade antioxidante. A formacdo das particulas ocorre pela formacéo de ligacfes de
hidrogénio entre o grupamento carbonila do PVP e as hidroxilas da curcumina. Pelo fato
de a curcumina ser um polifenol, uma rede de ligacGes cruzadas sdo formadas, resultado
em um hidrogel em agua.

Na Figura 2 observa-se as estruturas quimicas da curcumina e do PVP,

respectivamente.

Curcumina PVP
OCH3 F\A\
N~ O
g
n
Fonte: (YEN et al., 2010) Fonte: (HAAF; SANNER,;

STRAUB, 1985)

Figura 2 — Estrutura quimica da curcumina e do PVP.

Dependendo das condigdes experimentais, a técnica de precipitacdo por adicdo de
ndo solvente pode levar a formacdo de cristais de tamanhos micrométricos, que
apresentam grande area superficial total e podem ter aplicacéo pratica (BENAOUDA et
al., 2013; THORAT; DALVI, 2014). Thorat e Dalvi (2014) estudaram a formacdo de

estruturas polimorficas durante a precipitacdo da curcumina assistida por uma fonte de
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cisalhamento intenso (ultrassom). Cristais micrométricos foram formados quando
estabilizantes como albumina de soro bovino, lauril sulfato de sodio e hidroxipropil metil
celulose e Tween 80 e também na auséncia total destes. Quando PVP foi utilizado,
particulas esféricas nanometricas foram obtidas, contudo estas aglomeraram formando
superestruturas de dimensfes macrométricas.

No caso da industria de alimentos, o uso de microcristais de curcumina como
agentes antimicrobianos merece ser investigada, principalmente devido ao baixo custo
envolvido e no fato de que estes podem ser obtidos na auséncia de surfactantes ou
estabilizantes, o que diminui a quantidade de aditivos que devem ser adicionados ao

alimento.

3.4 Qualidade microbioldgica de alimentos minimamente processados

No Brasil sdo registradas perdas significativas de alimentos devido ao uso
inadequado de tecnologias durante a manipulacdo, armazenagem e conservacdo. O
processamento minimo de frutas e produtos horticolas e uma tecnologia alternativa para
minimizar as perdas deste tipo de produtos. A procura de hortalicas minimamente
processadas tem promovido um aumento na qualidade e variedade dos produtos bem
como impulsionado o desenvolvimento de tecnologias de conservacdo (PILON et al.,
2006).

O processamento minimo de cenouras apresenta boa aceitacdo por parte dos
consumidores, contudo problemas como a descoloracgdo e o esbranquicamento causados
pela desidratacdo dos tecidos e deterioracdo microbiana limitam a sua vida de prateleira
(GOMEZ-LOPEZ et al., 2007). Além das caracteristicas sensoriais, existe a preocupacao
com questdes envolvendo a seguranca alimentar. E sabido que a contaminacgéo
microbiana ocorre com mais intensidade na superficie dos alimentos, decorrendo desse
fato que o uso de agentes superficiais ou recobrimentos antimicrobianos séo preferiveis
em relacdo a adicdo de tais substancias diretamente ao alimento (DURANGO; SOARES;
ANDRADE, 2006). Recobrimentos superficiais geralmente requerem uma quantidade
menor do agente antimicrobiano (OUATTARA et al., 2000).

A adicdo de microcristais de curcumina pode vir a se tornar um tratamento que
pode inativar a microflora natural, sendo adequado para prolongar o periodo de vida util
dos produtos, quando utilizada utilizado sob condi¢des que permitam atingir

descontaminacgao sem prejudicar os atributos sensoriais.
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4. OBTENCAO E CARACTERIZACAO DE NANOPARTICULAS DE
CURCUMINA-POLI(VINIL PIRROLIDONA) E AVALIACAO DA
ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

4.1 MATERIAL E METODOS

4.1.1 Material

Curcumina (Sigma-Aldrich, 99,5% pureza), alcool etilico absoluto (Vetec, 99,5%
de pureza), poli(vinilpirrolidona) (PVP, Sigma-Aldrich, 99%) e agua destilada foram
utilizados para obtencdo das nanoparticulas de curcumina. Metanol (Dinadmica, 99,8%)
foi utilizado nas analises de eficiéncia de encapsulacao.

Para analise de atividade antimicrobiana, foram utilizadas solucdo salina
(Alphatec, 8,5%), caldo Muller Hinton (CMH, Himedia) &gar Muller Hinton (AMH,
Himedia), &gar Baird Parker (Himedia), 4gar Eosina Azul de Metileno (EMB, Himedia),
agar Manitol-Gema de Ovo-Polimixina Segundo Mossel (MYP, Biomark), agar
Cetrimide (Himedia) solucdo McFarland (Sulfato de Bério 0,5%). As bactérias avaliadas
foram Bacillus cereus (ATCC14579) e Staphylococcus aureus (ATCC 6538) (ambas
Gram-positivas) e Escherichia coli (ATCC25922) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC
9027) (ambas Gram-negativas), adquiridas no Instituto Adolfo Lutz. Todas as analises

foram realizadas em triplicata.

4.1.2 Preparacao das nanoparticulas de poli(vinil pirrolidona)-curcumina
(PVP-Cur)

As nanoparticulas foram produzidas por meio da técnica de complexacdo
conforme Yen et al. (2010) com adaptagdes. Poli(vinil pirrolidona) (PVP, 300 mg) foi
dissolvido em &gua destilada (75 mL). Separadamente, curcumina (50 mg) foi dissolvida
em etanol absoluto (25 mL), e essa solucgéo foi entdo adicionada na solucdo aquosa de
PVP, sob agitacdo de 22.000 rpm (dispersor Ultra Turrax lka, modelo T25). Apoés
25 minutos de agitacéo, o recipiente contendo a dispersao de nanoparticulas foi levado a
um banho termostatico para evaporacdo do etanol (40+£1°C por 4 dias) e entdo, as
nanoparticulas foram liofilizadas (-50°C por 4 dias). Depois de estarem secas foram

mantidas armazenadas em geladeira (10°C) até 0 momento das analises.
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4.1.3 Distribuicéo de tamanhos das nanoparticulas

O diametro médio (D) e indice de polidispersdo (IPD) das nanoparticulas foram
determinados por medidas do didmetro em software adequado (Sizemeter®) das
nanoparticulas nas imagens de Microscopia Eletrénica de Transmissdao (JEOL JSM-
6390LV). O IPD é adimensional e € frequentemente utilizado como uma medida indireta
do alargamento da curva de distribuicdo dos tamanhos. Assumindo uma distribuicéo de
tamanho unimodal Gaussiana das nanoparticulas, o IPD refere-se ao desvio padrio (o) e
o didmetro médio de acordo com a Equacdo 1. Assim, valores maiores de PDI indicam
distribuicdo de tamanhos mais largas.

2

PDI = % (Eq.1)

4.1.4 Determinagao da eficiéncia de encapsulacédo da curcumina

A quantidade total de curcumina presente na dispersdo de nanoparticulas foi
determinada pelo seguinte procedimento: aproximadamente 5 mg de nanoparticulas
liofilizadas foram dissolvidas em 10 mL de metanol em baldo volumétrico, sendo entéo
pipetado 1 mL dessa solucédo que foi novamente avolumada com metanol para 10 mL. As
amostras foram filtradas (Millipore, 0,45 mm), a absorbancia a 427 nm foi determinada
por espectroscopia UV-Vis (OceanOptics, USB650) e comparada com uma curva de
calibracdo (construida em triplicata). Para determinar a quantidade de curcumina
efetivamente incorporada nas nanoparticulas, aproximadamente 9,3 mg de nanoparticulas
liofilizadas foram redispersas em 2 mL de agua destilada. Uma aliquota de 500 pL foi
transferida para um tubo de microcentrifugacom filtros Amicon® (100 KDa) e
centrifugadas a 14.500 rpm por 30 minutos (centrifuga MiniSpin Plus Eppendorf). As
aliquotas foram diluidas em 500 pL de metanol e a absorbancia foi determinada por
espectroscopia UV-Visa 427 nm. A eficiéncia de encapsulacéo foi calculada de acordo

com a Equacéo 2 e o procedimento foi realizado em triplicata.

[Cur]real - [Cur]néo encapsulada

[cur] real

EE (%) = ( )x100 (Eq.2)
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Na equacao 2, [cur]rea é a concentracdo de curcumina total presente na disperséo

e [cur] nzo encapsulada € @ cONcentracao de curcumina livre (ndo encapsulada).

4.1.5 Avaliacdo das propriedades térmicas

Calorimetria Diferencial de Varredura foi realizada no equipamento Perkin-
Elmer, DSC4000 (DSC do inglés Differential Scanning Calorimetry) para avaliar a
encapsulacdo da curcumina. Aproximadamente 5 mg das amostrasde curcumina in
natura, nanoparticulas, PVP e mistura fisica (300 mg de PVP + 50 mg de curcumina)
foram colocadas em porta amostras de aluminio fechadas, e aquecidas de 0 a 200°C na

taxa de aquecimento de 20°C.min e fluxo de nitrogénio de 50 mL.min™.

4.1.6 ldentificacdo de interacfes quimicas entre a curcumina e o PVP

Foi realizada identificacdo de dos picos de absor¢do da curcumina e do PVP
através de Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier em modo de
refletdncia atenuada (FTIR-ATR). As leituras (Perkin Elmer, modelo Frontier) foram
conduzidas no intervalo de comprimentos de onda de 4000 a 600 cm™ com resolucéo de
1cm™ para as amostras de curcumina encapsulada, da curcumina in natura, do PVP e da

mistura fisica (50 mg de curcumina e 300 mg PVP misturados em cadinho de porcelana).

4.1.7 Atividade antimicrobiana de curcumina in natura e das

nanoparticulas

A atividade antimicrobiana foi determinada por meio da técnica de diluicdo em
agar, conforme descrito por Bhawana et al. (2011) com algumas adaptacBes. As cepas
bacterianas encontravam-se em agar BHI em tubo inclinado. Com o auxilio de uma al¢a
bacterioldgica foi retirada uma pequena quantidade da biomassa bacteriana da superficie
dos tubos com agar BHI e repicado para placas de meio seletivo (agar Baird Parker, agar
EMB, agar MYP, agar Cetrimide) para cada microrganismo testado. Essas placas foram
incubadas a 36+1°C por 48 horas. Apds este periodo, as colnias caracteristicas de cada

microrganismo foram transferidas para tubos contendo caldo Mueller Hinton (MH). Estes
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tubos foram incubados durante 24 horas a 36+1°C, sendo a turvacdo do caldo indicativo
do crescimento bacteriano.

Os inbculos bacterianos com 24 horas de crescimento em caldo MH foram
padronizados de modo a se obter uma suspensédo bacteriana na escala 0,5 de McFarland.
Adicionalmente, a densidade 6ptica do indculo microbiano padronizado foi também
verificada por espectrofotometria. A absorbancia em 625 nm foi de aproximadamente de
0,08 a 0,10, o que corresponde a uma suspensao bacteriana com aproximadamente
108UFC/mL. A partir desta solugo foram realizadas diluigdes seriadas até a concentragio
de 10* UFC/mL.

Para a determinacédo da concentragdo inibitdria minima (CIM), foram realizados
ensaios nas concentragdes de curcumina de 1000 pg.mli?, 500 pg.mi?, 250 ug.ml?, 125
ug.mit e 62,5 pg.ml?, em triplicata. A curcumina foi diluida em Agar Mueller-Hinton
(MH) e colocada em tubos de ensaio com tampa. Tubos controle também foram utilizados
sem a adi¢do de curcumina. Os tubos foram esterilizados em autoclave vertical durante
15 minutos a 121°C. Apds resfriamento, os tubos foram mantidos em banho-maria a
45°C. Em seguida inoculou-se 100 pl (10° UFC) do indculo bacteriano previamente
padronizado (10* UFC/mI) nos tubos contendo 5 mL de agar. Apos homogeneizagio, o
contetido dos tubos foi vertido em placas de Petri estéreis. Estas placas foram incubadas
na posicdo invertida durante 24 horas a 36°C°C. Apds este periodo foi realizada a
contagem do numero de col6nias em cada placa. O mesmo procedimento foi adotado para
atividade antimicrobiana das nanoparticulas de curcumina encapsuladas em PVP. O
percentual de inibicdo (PI, %) foi calculado utilizando-se a Equacéo 3. A concentragao
inibitéria minima (CIM) foi considerada a menor concentragdo de curcumina capaz de

causar inibicdo completa do crescimento microbiano.

PI (%) =100+ (1-7) (Eq.3)
Onde:

T= média de contagem de coldnias do tratamento em UFC/mL.

C = média de contagem de colénias do controle da bactéria em UFC/mL.
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4.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.2.1 Caracterizacdo da curcumina nanoencapsulada

Foram determinados o didmetro médio (D), o indice de polidispersdo (IPD) e a
eficiéncia de encapsulacdo (EE) das nanoparticulas de curcumina. O diametro médio das
nanoparticulas apresentou-se em 324+12nm, o indice de polidispersédo de 0,20+0,01 e a
eficiéncia de encapsulacdo em torno de 96,3+1,8%. Na Figura 3 podem ser observadas as
imagens de Microscopia Eletronica de Transmissdo das nanoparticulas em diferentes
aumentos.

i

2 Ul .

Figura 3 — Imagens obtidas por Microscopia Eletronica de Transmisséo das
nanoparticulas PVP-Curcumina.

Os altos valores de eficiéncia de encapsulagédo obtidos ja eram esperados devido
a alta hidrofobicidade da curcumina. Yen et al. (2010) produziram nanoparticulas de
curcumina encapsuladas em PVP também pela técnica de complexacdo. Os autores
encontraram valores de didmetro de particula por volta de 142,9 nm e de polidispersédo
0,19 e sua eficiéncia em 99,93+0,01% indicando uma alta afinidade entre a curcumina e
0 PVP. Feng et al. (2012) encapsularam curcumina em poli(g-caprolactona)-co-
poli(etilenoglicol) pela técnica de evaporacdo do solvente, obtendo resultados de
didametro de particula de 56 a 62 nm e de polidispersdode 2,5 a 2,6, além de eficiéncia de
encapsulagdo de 94,3% a 95,5%. Khan e Rathod (2014) produziram nanoparticulas de

curcumina pela técnica de nanoprecipitacdo e como polimero o PVP obtendo tamanhos
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de particula em torno de 180 nm a 220 nm. Silva-Buzanello et al. (2015) encapsularam
curcumina em nanoparticulas de poli(L-&cido l4tico) e encontraram eficiéncias de
encapsulacao entre 98 e 67%, dependendo da quantidade inicial de curcumina adicionada.
Thorat e Dalvi (THORAT; DALVI, 2014) avaliaram a morfologia de particulas de
curcumina utilizando como estabilizantes PVP, albumina de soro bovino, lauril sulfato de
sodio e Tween 80 e concluiram que o PVP foi o mais eficiente em produzir particulas
esféricas e de tamanhos nanométricos (50-80 nm).

Na Figura 4 podem ser observados os termogramas de Calorimetria Diferencial
de Varredura (DSC) da mistura fisica entre PVP e curcumina, do PVP puro, da curcumina

in natura e das nanoparticulas de PVVP-curcumina.

mistura fisica T =174,78°C

nanoparticulas

<-——— endo

CUR in natura

T =174,28°C

140 150 160 170 180 190
Temperatura (°C)

Figura 4 — Termogramas da mistura fisica entre PVP e curcumina, do PVP
puro, da curcumina in natura e das nanoparticulas de PVP-curcumina.

E possivel identificar o ponto de fusdo da curcumina in natura em 174,3°C,
resultado este de acordo com a literatura (FENG; SONG; ZHAI, 2012; KHAN;
RATHOD, 2014; PARADKAR et al., 2004; PARAMERA; KONTELES;
KARATHANOS, 2011a; YEN et al., 2010). Na mistura fisica € possivel observar o pico
de fusdo cristalina da curcumina em 174,8°C, sendo que nas nanoparticulas de
PVP-curcumina ndo foi possivel detectar a presenga de tal pico de fusdo, sugerindo que

ela esteja em sua forma amorfa distribuida junto ao PVP, ou seja, formando uma mistura
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solida homogénea com o polimero. A auséncia do pico de fusdo cristalina da curcumina
durante a sua encapsulacdo é utilizada em diversos trabalhos como um indicativo de que
0 composto se encontra encapsulado. Paramera et al. (2011a) avaliaram a encapsulagéo
da curcumina em amido modificado e identificaram que a curcumina nanoencapsulada
ndo apresentou o pico de fusdo caracteristico da curcumina pura, sugerindo a distribuicao
homogénea da curcumina dentro da matriz encapsulante. Yen et al. (2010) e Khan;
Rathod (2014) obtiveram curcumina nanoparticulada com PVP e verificaram que 0 pico
de fusdo da curcumina desapareceu ap0s a sua encapsulacdo. O mesmo foi verificado por
Feng et al. (2012) encapsulando curcumina em poli(e-caprolactona)—poli(etilenoglicol)-
poli(e-caprolactona).

Na Figura 5 os espectros de infravermelho para a curcumina in natura, PVP,
nanoparticulas de PVP-Curcumina e para a mistura fisica entre curcumina e PVP podem
ser observados. Os grupamentos caracteristicos mais importantes da curcumina e do PVP

séo listados nas Tabelas 1 e 2 respectivamente.

O-=H (curcumina)

mistura fisica (PVP + Cur:

nanoparticulas PVPC

in natura

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Numero de onda cm!

Figura 5 —Espectros de infravermelhopara a curcumina in natura, PVP,
nanoparticulas de PVP-Curcumina e para a mistura fisica entre curcumina e
PVP.



Tabela 1 — Grupamentos e bandas caracteristicas da curcumina.
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Grupamento Bandas (cm™) Fonte

. (PARAMERA; KONTELES:

O-H (axial) 3508 KARATHANOS, 2011b)
B (PARAMERA; KONTELES:;

C=0 1629 KARATHANOS, 2011b)
(PARAMERA; KONTELES;

C-C aromatico 1602 KARATHANOS, 2011b;
SILVERSTEIN et al., 2014)
. (PARAMERA; KONTELES:;

C=0e C=C 1506 KARATHANOS, 2011b)
o (PARAMERA; KONTELES:;

C-H olefinico 1426 KARATHANOS, 2011b)
C-O fendlico (axial) 1276 (SILVERSTEIN et al., 2014)
C;%gtr(ii’;;a' 1025 (SILVERSTEIN et al., 2014)

Tabela 2 — Grupamentos e bandas caracteristicas do PVP.

Grupamento Bandas (cm) Fonte
C=0 1662 (YEN et al., 2010)
C-H 1019 (ABDELGHANY et al., 2015)
ES“ram‘(e:”_tco) C-Nou 1284 (ABDELGHANY et al., 2015)
C=0 1644 (ABDELGHANY et al., 2015)

O pico referente as hidroxilas da curcumina (em torno de 3500 cm™) é comumente
utilizado para a sua identificacio (PARAMERA; KONTELES; KARATHANOS,
2011b). Outras bandas caracteristicas da curcumina podem ser vistas a 1602 cm™ (C-C
aromatico), 1426 cm™ (C-H olefinico) e 1025 cm™ (C-O-C assimétrico). A banda do

grupamento fendlico aparece intensa na curcumina in natura e na mistura fisica, contudo

nas nanoparticulas a sua intensidade foi atenuada, sugerindo que a curcumina se encontra

no interior das particulas e ndo na sua forma livre (ndo encapsulada). A atenuacdo ou

desaparecimento do pico referente a hidroxila presente na curcumina é interpretada em

alguns trabalhos sobre nanoparticulas de curcumina como resultado da formacdo de
ligagBes de hidrogénio entre a curcumina e 0 PVP (KAEWNOPPARAT et al., 2009;
KHAN; RATHOD, 2014; KUMAVAT et al., 2013; PARADKAR et al., 2004; YEN et

al., 2010).
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422 Atividade antimicrobiana de curcumina in naturae das
nanoparticulas

Na Figura 6 sdo observadas as nanoparticulas de curcumina dissolvida em &gua
antes da adicdo do agar para analise antimicrobiana e na Figura 7 se observam as
nanoparticulas diluidas em agar nas placas em diferentes concentrac¢des (1000 a 62,5 g/
mL). A inibicdo percentual da curcumina in natura frente as bactérias E. coli, P.
aeruginosa, B. cereus e S. aureus est ilustrada a na Figura 8. A concentracéo inibitoria
minima (CIM) da curcumina foi avaliada para E. coli, P. aeruginosa, B. cereus e S. aureus
e 0s resultados sdo observados na Tabela 3 junto aos resultados da atividade

antimicrobiana das nanoparticulas PVP-curcumina.

Figura 6 —Nanoparticulas de curcumina (esquerda) e curcumina in natura

dispersas em agua destilada.

Figura 7 — Nanoparticulas de curcumina diluidas em &gar em diferentes
concentracdes da esquerda para direita (1000 a 62,5 pg.mi™).
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Bacillus cereus Staphylococcus aureus
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Figura 8 - Inibicéo percentual da curcumina in natura em relacéo aos
microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos.

Tabela 3 — Concentracdo inibitdéria minima CIM de curcumina in natura e das
nanoparticulas.

Concentragdo inibitéria minima (CIM, pg.ml?)

Nanoparticulas de

Bactéria Curcumina in natura curcumina
*
Escherichia coli 250
i *
Pseudomonas aeruginosa 250
*
Bacillus cereus 125
*
Staphylococcus aureus 500

*Né&o apresentou atividade.
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Pode-se observar na Figura 8 que a curcumina in natura foi capaz de inibir o
crescimento de todos os microrganismos testados. A CIM da curcumina in natura para
E. coli, P. aeruginosa, B. cereus e S. aureus foi de 250 pg.mlpg.ml?, 250 pg.ml?, 125
ug.mlt e 500 pg.ml?, respectivamente. Os graficos demonstram que a agdo da curcumina
ocorreu de maneira dose-dependente. Para S. aureus, as porcentagens de inibi¢do foram
de 96%, 60% e 37%, para as concentragdes 250, 125 e 62,5 pg.ml™?, respectivamente. Em
relacdo ao microrganismo E. coli, a curcumina inibiu seu crescimento em 73% na
concentragéo de 125 pg.ml* e 51% na concentracio de 62,5 ug.ml™. O crescimento do
microrganismo P. aeruginosa foi inibido em 33% e 20% também nas concentragdes de
125 e 62,5 pug.ml, respectivamente. O B. cereus foi inibido em 49% na concentragdo de
62,5 ug.ml2.

Os resultados obtidos para a atividade antimicrobiana da curcumina in natura
estdo de acordo com os apresentados por outros autores. Nos estudos conduzidos por
Dubey et al. (2008) foi possivel inibir a bactéria E. coli com CIM de 10 pumol/mL
(3,7 ug.mI) diluindo a curcumina em acetona e se utilizando-se da técnica de diluicéo
em tubos. Mun et al. (2013) avaliaram a atividade antimicrobiana da curcumina para 10
diferentes cepas de S. aureus extraindo a curcumina com butanol e com uma solugéo de
cloroférmio com hexano, por meio da técnica de microdiluicdo em placas de 96 pocos,
dispersando a curcumina em caldo Muller Hinton, atingindo CIM de 125 pg.ml?t a 250
ug.mlt sendo possivel inibir todas elas. Hu et al. (2013), em um estudo da atividade
antimicrobiana da curcumina em solvente dimetilsulféxido (DMSO), utilizando-se do
caldo BHI como meio, conseguiram inibir a bactéria Gram-postiva Streptococcus mutans
conseguindo a CIM de 125 pmol/L (46,2 ug.ml™?) por meio da técnica de microdiluigdo
em placas de 96 pogos. Bhawana et al. (2011) utilizaram-se do solvente DMSO para
dissolver a curcumina e conseguiram inibir as bactérias B. subtilis, S. aures, P.
aeruginosae E. coli, obtendo CIM que variava de 100 a 300 pg.ml™ através da técnica de
diluicdo em agar. Parvanthy et al. (2009) foram capazes de inibir B. cereus, S. aureus, E.
coli, Y. enterocolitica alcangando CIM de 0,081 uM (0,03 pg.ml?) até 0,679 uM (0,25
ug.mlt) também por meio da técnica de diluicio em agar e utilizando-se da acetona como
solvente. Han e Yang (2005) conseguiram diminuir a contaminacgdo por S. aureus e E.
coli em tecido de 18 aplicando curcumina dissolvida em alcool etilico dispersando a
mesma em agar nutriente por meio de uma técnica expressa em porcentagem de reducao

de bactérias A concentracdo de 0,2% de curcumina foi necessaria para inibir 95% das
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bactérias E. coli e S. aureus, com apenas 0,01% de curcumina foi possivel inibir 70% de
S. aureus, contudo para inibir 70% de E. coli foi necessaria uma concentragdo de 0,05%.

Percebe-se, portanto, que a CIM da curcumina pode sofrer grande variagdo
dependendo do tipo de método utilizado para a avaliacao da atividade antimicrobiana, do
tipo de microrganismo e, também, dependo do solvente utilizado para
solubilizacdo/disperséo da curcumina. Em alguns casos em que as CIMs encontradas por
outros autores foram menores do que as observadas neste trabalho, foram utilizados
solventes organicos (como acetona, alcool etilico ou DMSO) para a pré-solubilizacdo da
curcumina, explicando a sua maior eficacia. Nos ensaios realizados a curcumina foi
dispersa diretamente no agar (em agua), sem sofrer uma pré-diluicdo em solventes
organicos que auxiliariam na sua atuagdo como antimicrobiano. Como o objetivo é
desenvolver um método de conservacao para uso direto em alimentos, é importante que
a atividade antimicrobiana seja avaliada sem o uso de tais solventes, pois a maioria dos
alimentos séo preparados em formulagfes de constituicdo aquosas.

Os experimentos demonstraram que as nanoparticulas PVP-Cur ndo apresentaram
atividade antimicrobiana na faixa de concentragdes avaliada. Uma hipotese para explicar
este fenbmeno pode ser o fato de que, nas nanoparticulas, as hidroxilas da curcumina e o
grupamento carbonila do PVP formam ligacbes de hidrogénio, como demonstrado nos
espectros de infravermelho e DSC (Figuras 5 e 6) e também ja relatado por outros autores
(KAEWNOPPARAT et al., 2009; KHAN; RATHOD, 2014; KUMAVAT et al., 2013;
PARADKAR et al., 2004; YEN et al., 2010). Desta maneira, a curcumina ndo estaria
disponivel para interagir com o seu sitio de a¢&o, a proteina FtsZ, impedindo sua atividade
antimicrobiana. Contudo, mais experimentos sdo necessarios para avaliar o real efeito da

complexacdo da curcumina sobre sua a¢do sobre 0s microrganismos.
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4.3 CONCLUSOES

As nanoparticulas de PVP-curcumina foram obtidas pela técnica de complexacao,
produzindo particulas nanometricas esféricas (em torno de 324 nm), com alta eficiéncia
de encapsulacédo (em torno de 96%) conforme demonstrado por espectroscopia UV-Vis.
Anélises espectroscopicas (FTIR-ATR) e térmicas (DSC) comprovaram que a curcumina
apresenta-se efetivamente encapsulada na matriz polimérica.

Os ensaios possibilitaram concluir que a técnica de diluicdo em agar é apropriada
para avaliar a atividade antimicrobiana da curcumina in natura e que esta apresenta
concentracdo inibitoria minima alta provavelmente devido a sua baixa solubilidade em
agua. As nanoparticulas de curcumina ndo apresentaram atividade antimicrobiana nas
concentracgdes testadas, provavelmente devido as ligacGes de hidrogénio entre curcumina
e o PVP.
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5. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE
MICROCRISTAIS DE CURCUMINA APLICADAS EM CENOURA
MINIMAMENTE PROCESSADA

Apesar da curcumina apresentar atividade antimicrobiana, sua baixa afinidade
pela &gua limita seu uso como conservante para alimentos com composi¢do aquosa. Além
disso, os resultados apresentados no capitulo anterior demonstraram a dificuldade das
nanoparticulas de PVP-curcumina em agir como antimicrobiano. Experimentos
realizados pelo grupo de pesquisa de “Desenvolvimento ¢ Aplicagdes de Biomateriais™
da UTFPR — Campo Mourdo demonstraram que microcristais de curcumina apresentam
atividade antimicrobiana mais alta do que a curcumina in natura (SANTOS, 2015) como
ja descrito na secdo 3.2. Contudo, € preciso avaliar se tais microcristais podem
efetivamente atuar como agente antimicrobiano durante a obtencdo de um produto
alimenticio comercial. Nessa etapa do trabalho, microcristais de curcumina foram obtidos
e utilizados no preparo de cenoura minimamente processada. Foi avaliada sua eficacia

frente a microrganismos mesofilos aerdbios estritos e facultativos vidveis.

5.1 MATERIAL E METODOS

5.1.1 Material

Curcumina (Sigma-Aldrich, 99,5% pureza), alcool etilico absoluto (Vetec, 99,5%
de pureza) e agua destilada foram utilizados para obtencdo das microparticulas de
curcumina. Hipoclorito de sodio (PuryVitta, 0,98% p/p de cloro ativo) foi utilizado para
sanitizacdo das cenouras minimamente processadas.

Para analise microbioldgica foram utilizadas solucdo salina peptonada 0,1%
(Himedia), &gar para Contagem Padrdo em Placas (PCA, Himedia), agar Cristal Violeta
Vermelho Neutro Bile (VRBA, Biomark), Caldo Verde brilhante bile lactose 2% (VBB,
Himedia). Cenouras foram adquiridas do comércio local. Todas as analises foram

realizadas em triplicata.
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5.1.2 Preparacéo dos microcristais de curcumina

Os microcristais foram produzidos por meio da técnica de precipitacdo pela adigdo
de ndo solvente, conforme Yen et al. (2010) com algumas adaptacdes. Curcumina (50 mg)
foi dissolvida em etanol absoluto (15 mL) e entdo adicionada rapidamente em agua
destilada (75 mL) sob agitacdo a 22.000 rpm (Ultraturrax lka, modelo T25). Apoés
15 minutos, a agitacdo foi desligada e a dispersao de microparticulas foi levada ao banho
termostatico para a evaporacdo do etanol (40°C por 4 dias). Os microcristais foram
liofilizadas (-50°C por 4 dias) e armazenados protegidos da luz em geladeira (10°C) até

0 momento das analises.

5.1.3 Caracterizacdo dos microcristais de curcumina

Microscopia Optica (BIOVAL, L2000A, cémera acoplada DCM130E) foi
utilizada para obter imagens dos microcristais de curcumina em diferentes aumentos. A
caracterizagdo térmica (Calorimetria Diferencial de Varredura) e as andlises de
Espectroscopia de Infravermelho foram realizadas conforme descrito nos itens 4.1.5 e

4.1.6, respectivamente.

5.1.4 Preparo das cenouras minimamente processadas

Foram utilizadas cenouras adquiridas no mercado varejista local da cidade de
Campo Mourdo - PR. Aproximadamente 600 g de cenouras foram selecionadas
(excluindo as cenouras defeituosas e deterioradas), realizada uma pré-lavagem em agua
fria com objetivo de remocdo de sujidades maiores e sanitizadas em uma solucdo de
hipoclorito de sédio (NaClO, 0,98% p/p de cloro ativo) por 5 minutos. Apos este periodo
as cenouras foram enxaguadas novamente para remocao do NaClO e entdo descascadas
e cortadas em cubos de 0,5+0,1 cm. Aproximadamente 300 gramas de cenoura foram
submersas em uma dispersdo aquosa contendo 0s microcristais de curcumina na
concentracdo de 1000 pg.ml™? durante 5 minutos. O restante das cenouras selecionadas
(300 gramas) ficou submerso pelo mesmo tempo em agua destilada estéril (amostras
controle). Apos este periodo, amostras de 25 g de cenouras foram colocadas em bandejas
de poliestireno. Depois de pesadas, elas foram levadas a estufa de circulacdo de ar for¢ado
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durante 2 horas a 25°C e finalmente embaladas em filme de PVC e armazenadas em

geladeira a 10°C.

5.1.5 Concentracdo real de microcristais de curcumina na cenoura

minimamente processada

Cenouras (5 gramas) tratadas com os microcristais de curcumina foram imersas
por 20 segundos em 50 mL de etanol absoluto para extragcdo da curcumina superficial.
Essa solucdo foi filtrada (Millipore, 0,45 mm) e sua absorbancia em 427 nm foi
determinada por espectroscopia UV-Vis (OceanOptics, USB650) e comparada com uma
curva de calibracdo previamente construida em triplicata. O mesmo procedimento foi
aplicado para as cenouras que ndo receberam o tratamento superficial de curcumina e

lidas em 427 nm para serem usadas como branco.

5.1.6 Anédlises microbioldgicas da cenoura minimamente processada

O acompanhamento microbiolégico durante a vida de prateleira da cenoura
minimamente processada foi realizado através de contagem de microrganismos mesofilos
aerobios estritos e facultativos, microrganismos psicrotréficos e coliformes totais, nos
seguintes intervalos de 0, 5, 10 e 15 dias. As analises foram realizadas segundo as
metodologias preconizadas pela Instru¢cdo Normativa Numero 62, de 2003 (BRASIL,
2003).

Contagem Padrdo de Microrganismos Mesdfilos Aerdbios Estritos e
Facultativos Viaveis: foram preparados homogenatos a partir de 25 g da amostra de
cenoura minimamente processada em 225 mL de solucdo salina peptonada 0,1%
esterilizada, em stomacher, obtendo-se a diluicdo 107, a partir da qual foram preparadas
diluicbes decimais, quando necessarias. Para plaqueamento das amostras, 1 mL deste
homogenato (ou das dilui¢bes) foi adicionado as placas de Petri, utilizando-se a
semeadura em profundidade em agar PCA. Apds a homogeneizacdo adequada e
solidificacdo do agar em superficie plana, as placas foram invertidas e armazenadas em

estufa a 3621°C por um periodo de 48h.
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Contagem de Microrganismos Psicrotréficos: o0 mesmo procedimento descrito
para mésofilos foi adotado para os microrganismos psicrotroficos com exce¢do de que as
placas foram encubadas em geladeira a 10°C por um periodo de 7 dias.

Coliformes Totais (35°C): 0 mesmo procedimento descrito acima para mésofilos
foi adotado para os coliformes totais com excecao de que foi utilizado o agar VRBA e as
placas foram encubadas em estufa a 36°C por um periodo de 24h e as coldnias tipicas e

atipicas foram posteriormente confirmadas em caldo VBB.

5.1.7 Andlise Estatistica

Os resultados foram apresentados como média + desvio padréo e para comparacgéo
das meédias foi utilizado o teste t de Student para amostras independentes, realizado no

Software GraphPadPrism, versao 6.

5.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.2.1 Caracterizacdo dos microcristais de curcumina

Na Figura 9 sdo observadas imagens de microscopia Optica dos microcristais de

curcumina e da curcumina in natura respectivamente.

Microcristais de curcumina Curcumina in natura

Figura 9 — Microcristais de curcumina e curcumina in natura dispersas em agua,
registrados em microscopio 6ptico (Ampliacao: 400x).

Os microcristais de curcumina se apresentam como espiculas devido a sua
natureza cristalinae com tamanhos na faixa de alguns micrémetros. Tal morfologia
confere um aumento na area superficial total da curcumina em relagdo a curcumina in

natura.
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Na Figura 10 se observamos termogramas obtidos a partir das analises feitas em
DSC para a curcumina livre e para os microcristais de curcumina. Na Figura 11 sdo
observados 0s espectros de FTIR da curcumina in natura e dos microcristais de

curcumina.

ffffffff CUR in natura
—— microcristais de CUR

endo

T _=174,28°C

T =174,31°C

f T T T T T T T T T T T T T 1
60 80 100 120 140 160 180 200
Temperatura (°C)

Figura 10 —Curvas de temperatura obtidas para curcumina livre e microcristais
de curcumina em DSC.
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Curcumina in natura

microcristais de curcumina

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
numero de onda (cm-")

Figura 11 — Espectros de infravermelho para a curcumina in natura e para os
microcristais de curcumina.

As temperaturas de fusdo da curcumina in natura e na forma de microcristais ndo
apresentam diferencas, indicando que o procedimento ndo deve ter alterado a estrutura
fisica da curcumina, ocorrendo apenas a reducéo do tamanho de suas particulas. O mesmo
pode ser observado nos espectros de FTIR, onde as bandas de absor¢do da curcumina na

forma de microcristais ndo foram deslocadas quando comparadas com a in natura.

5.2.2 Anélise microbioldgica da cenoura minimamente processada

A contagem de microrganismos mesofilos aerdbios estritos e facultativos
presentes na microbiota de cenoura minimamente processada submetida ao tratamento

com microcristais de curcumina estdo apresentados na Tabela 4.



38

Tabela 4 — Contagem de microrganismos mesofilos para as cenouras minimamente
processadas tratadas com os microcristais de curcumina e para o controle.

Tempo de armazenamento (dias) Log UFC/mL

Controle (H20) Microcristais de curcumina

0 3,21+0,09 2,52+0,07*
5 4,86+0,02 4,41+0,07*
10 6,10+0,12 5,84+0,09*
15 6,24+0,03 5,81+0,03*

*Amostras apresentam diferencas significativas em relacéo ao controle (p<0,05, Teste t).

Vale ressaltar que, apesar de a dispersdo dos microcristais conter 1000 pg.ml de
curcumina, a analise de espectroscopia UV-Vis demonstrou que apenas 6% desta
curcumina aderiu efetivamente na superficie das cenouras, resultando em uma
concentracgdo real 1,33 = 0,6 mg cur/g cenoura.

A contagem de microrganismos mesofilos na cenoura minimamente processada
tratada com os microcristais de curcumina foi significativamente menor do que o controle
(p <0,05), para todos os tempos em que a analise foi realizada. O tratamento com
curcumina foi capaz de inibir a quantidade total de microrganismos mesoéfilos em
aproximadamente 79%, 63%, 39% e 62% nos dias 0, 5, 10 e 15, respectivamente, quando
comparado ao tratamento controle. Estes valores correspondem a uma reducdo de
0,7 log UFC.mL?, 0,5 log UFC.mL?, 0,3 log UFC.mL* e 0,6 log UFC.mL™, para cada
tempo de tratamento.

Levando-se em consideragdo que 0s vegetais minimamente processados sao em
geral mantidos sob refrigeracdo até o seu consumo, torna-se interessante investigar a
presenca da microbiota denominada psicrotrofica, que independentemente de sua
temperatura 6tima de crescimento, multiplica-se consideravelmente sob refrigeracdo. O
resultado da contagem destas classes de microrganismos na cenoura minimamente

processada submetida aos diferentes tratamentos pode ser visualizadas na Tabela 5.
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Tabela 5 — Contagem de microrganismos psicrotroficos para as cenouras
minimamente processadas tratadas com os microcristais de curcumina e para o
controle.

Tempo de armazenamento (Dias) Log UFC/mL

Controle (H20) Microcristais de curcumina

0 2,87+0,30 1,28+0,73*
5 4,78+0,02 4,24+0,00*
10 4,97+0,01 4,76x0,00*
15 5,39+0,07 5,19+0,13*

*Amostras apresentam diferencas significativas em relacéo ao controle (p<0,05, Teste t).

O crescimento dos microrganismos psicrotroficos na cenoura minimamente
processada também foi expressivo ao longo dos 15 dias de armazenamento. Nas amostras
controle, 0 nimero de microrganismos psicrotréficos no 15° dia de armazenamento
aumentou cerca de 300 vezes em relacdo ao dia 0. O tratamento com 0s microcristais de
curcumina foi efetivo em reduzir o nimero de microrganismos psicrotréficos desde o
dia 0. Neste dia, inclusive, nota-se a maior diferenca na contagem de psicrotroficos entre
0s tratamentos controle e microcristais de curcumina. No dia 0, o tratamento com 0s
microcristais de curcumina causaram uma reducdo de 94% (1,6 ciclo logaritmico) na
contagem de microrganismos psicrotroficos, em relacdo ao controle. No 15° dia de
armazenamento, a reducdo do namero de microrganismos psicrotroéficos nas amostras
tratadas com microcristais de curcumina foi menor, em torno de 36% (0,2 ciclo
logaritmico).

A contagem de microrganismos coliformes totais (35° C) nas amostras de cenoura
minimamente processada encontra-se na Tabela 6.

Tabela 6 — Contagem de Coliformes Totais (35°C) para as cenouras minimamente
processadas tratadas com os microcristais de curcumina e para o controle.

Tempo de armazenamento (Dias) Log UFC/mL

Controle (H20) Microcristais de curcumina

0 2,98+0,01 1,82+0,06*
5 4,15+0,01 3,19+0,05*
10 5,32+0,41 4,54+0,04
15 5,80+0,03 5,21+0,04*

*Amostras apresentam diferencas significativas em relagdo ao controle (p<0,05, Teste t).
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O grupo dos coliformes totais inclui todas as bactérias na forma de bastonetes
Gram-negativos, ndo formadores de esporos, capazes de fermentar a lactose com
producdo de gas, em 24 a 48 horas a 35°C. O indice de coliformes totais avalia as
condicdes higiénicas sendo, por este motivo, uma das classes de microrganismos de
grande interesse para o controle da qualidade microbioldgica dos alimentos (CARDOSO
etal., 2001)

O aumento no nimero de microrganismos pertencentes a esta classe nas amostras
de cenoura minimamente processada controle ao longo do periodo de armazenamento foi
de aproximadamente 600 vezes (2,8 log UFC.mL™). Em relagdo a cenoura minimamente
processada tratada com os microcristais de curcumina, foi também observado uma
reducdo significativa do numero de microrganismos coliformes totais para todos os
tempos de armazenamento, em relacdo ao controle. Houve reducdo de 91% (1,2 ciclo
logaritmico) no dia 0 e de 76% (0,6 ciclo logaritimico) no dia 15, em relacéo ao controle.

Em estudo realizado por Wang et al. (2012), onde se utilizou curcumina em
revestimento comestivel, também foi observado diminuicdo microbiana. Os autores
aplicaram microparticulas de amido e gelatina contendo curcumina na formulacgéo de pao,
tofu e carne de porco cozida, sendo verificado uma reducdo no teor de esporos de fungos
de até 53%.

A reducéo da populagdo microbiana dos alimentos tem como objetivo principal a
destruicdo de microrganismos patogénicos associados ao alimento em questdo. Um
objetivo secundario é aumentar a vida de prateleira do alimento, reduzindo as taxas de
alteragbes microbioldgicas e enzimaticas. E provavel, portanto, que a diminuicdo da
populagéo de microrganismos da microbiota natural da cenoura minimamente processada
observada na presente pesquisa resulte em um aumento significativo da vida de prateleira

deste produto.
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5.3 CONCLUSOES

Microcristais de curcumina foram obtidos sem a necessidade de estabilizantes
adicionais, resultando em estruturas na forma de espiculas micrométricas. Sua atividade
antimicrobiana em relacdo aos microrganismos mesofilos aerobios estritos facultativos
viaveis, psicrotroficos e coliformes totais foi avaliada em cenouras minimamente
processadas. Foi detectada menor contagem de microrganismos mesofilos, psicrotroficos
e coliformes totais no tratamento com microcristais em relacdo ao controle ao longo do
tempo de armazenamento. Este efeito pode resultar no aumento da vida de prateleira do
produto minimamente processado, demonstrando o potencial da curcumina como agente

antimicrobiano para a conservacdo de alimentos.
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6. CONSIDERACOES FINAIS E SUGESTOES PARA TRABALHOS
FUTUROS

Na presente Dissertacdo de Mestrado, a atividade antimicrobiana da curcumina
foi avaliada considerando-a nas formas in natura, de microcristais e como nanoparticulas

de poli(vinil pirrolidona)-curcumina.

Para as nanoparticulas, apesar dos altos valores de eficiéncia de encapsulagéo e
tamanhos nanomeétricos alcancados, ndo foi detectada inibicdo do crescimento de
microrganismos Gram-positivos (Bacillus cereus e Staphylococcus aureus) e Gram-
negativos (Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa) na faixa de concentracGes
avaliada, enquanto a curcumina in natura foi capaz de inibir o crescimento nessa mesma
faixa. Analises de Calorimetria Diferencial de Varredura e Espectroscopia de
Infravermelho e de Ultravioleta-Visivel indicaram que a curcumina encontrava-se no
interior das nanoparticulas de poli(vinil pirrolidona). Como a atividade antimicrobiana
estd diretamente ligada a acdo dos grupamentos hidroxila e metoxila da curcumina, a
ligacdo destes grupamentos com as carbonilas da poli(vinil pirrolidona) através de
ligagbes de hidrogénio pode ter sido responsavel pela perda da atividade apds a

encapsulacdo, nas faixas de concentragdo avaliadas.

Para os microcristais de curcumina, estes foram utilizados no preparo de cenouras
minimamente processadas, sendo avaliada sua eficacia frente a microrganismos mesofilos
aerobios estritos e facultativos viaveis, psicrotroficos e coliformes totais. Foi comprovado
que a adicdo dos microcristais em cenouras minimamente processada aumentou a vida de

prateleira, podendo atuar como um método de conservagdo natural.

Para trabalhos futuros, sugere-se avaliar de forma mais detalhada a atividade
antimicrobiana das nanoparticulas PVVP-curcumina. Ja para os microcristais de curcumina
poderia ser realizada a contaminacéo proposital do alimento com uma cepa padronizada
para verificar sua atividade antimicrobiana no alimento para diferentes microrganismos,

ou aplicacdo dos microcristais em outros vegetais minimamente processados.
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