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Efeito inibitério do Oleo essencial de Curcuma longa L. e curcumina na

producéo de aflatoxinas

RESUMO
Os fungos toxigénicos, produtores de micotoxinas, sdo contaminantes de produtos
alimenticios no campo e no armazenamento. As aflatoxinas B: (AFB;) e B, (AFB,) sdo
micotoxinas produzidas por Aspergillus flavus Link, estas sdo substancias altamente toxicas,
mutagénicas, teratogénicas e carcinogénicas. A Curcuma longa L., pertencente a familia
Zingiberaceae, planta nativa do sudeste da Asia apresenta propriedades antimicrobianas,
antioxidantes e antifungicas. O objetivo deste estudo foi verificar o efeito do 6leo essencial de
Curcuma longa L. e da curcumina na producdo de AFB; e AFB; por A. flavus “in vitro”. O
Oleo essencial utilizado foi caracterizado por cromatografia gasosa acoplada ao
espectrofotdbmetro de massas e ressonancia magnetica nuclear. Os meios-testes (Yeast Extract
Sucrose — YES) foram preparados em quadriplicata para conter o 6leo de Curcuma longa L.
nas concentragdes de 0,01; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 1,0; 2,5 e 5,0% e o padrdo de curcumina nas
concentragdes de 0,01; 0,1; 0,25 e 0,5%, posteriormente foram inoculados 10° esporos de A.
flavus. A deteccdo e quantificacdo das micotoxinas foram realizadas por cromatografia em
camada delgada e cromatografia liquida de alta eficiéncia com sistema de deteccdo por
fluorescéncia. Tanto o 6leo como o padrdo de curcumina inibiram significativamente a
producdo de AFB; e AFB; por A. flavus. No entanto, o efeito inibitorio do éleo essencial foi
maior quando comparado com a curcumina, pois na concentracdo de 0,5% a producdo de
AFB; foi de 1,0 e 42,7 ug/mL para tratados com 0leo essencial de Curcuma longa L. e
curcumina, respectivamente. Este estudo demonstrou que o 6leo essencial de Curcuma longa

L. e a curcumina apresentaram atividades antiaflatoxigénicas.

Palavras-chave: Aspergillus flavus Link, Curcuma longa L., Curcumina, Micotoxinas,

Atividade antiaflatoxigénica.



Inhibitory effect of essential oil of Curcuma longa L. and curcumin in aflatoxin

production

ABSTRACT

Toxigenic fungi, mycotoxin producers, are contaminants of food products in the field and in
storage. The aflatoxins B; (AFB;) and B, (AFB;) are mycotoxins produced by Aspergillus
flavus Link, these substances are highly toxic, mutagenic, teratogenic and carcinogenic. The
Curcuma longa L., belonging to the Zingiberaceae family, a native plant of Southeast Asia,
has antimicrobial, antioxidant and antifungal properties. The aim of this study was to
investigate the effect of essential oil of Curcuma longa L. and curcumin on the production of
AFB; and AFB; by A. flavus “in vitro”. Essential oil used was characterized by gas
chromatography-mass spectroscopy and nuclear magnetic resonance. The media-tests (Yeast
Extract Sucrose - YES) were prepared to contain the oil of Curcuma longa L. at
concentrations of 0.01, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 1.0, 2.5 and 5.0% and the curcumin standard at
concentrations of 0.01, 0.1; 0.25 and 0.5%, later 10° spores of A. flavus were inoculated. The
detection and quantification of mycotoxins were realized by thin layer chromatography and
high performance liquid chromatography with system of fluorescence detection. Both the oil
and curcumin significantly inhibited the production of AFB; and AFB, by A. flavus.
However, the inhibitory effect of essential oil was higher where compared with the standard
of curcumin. The production of AFB; was of 1.0 and 42.7 ug/mL for the ones treated with
essential oil of Curcuma longa L. and curcumin at the concentration of 0.5%, respectively.
This study demonstrated that the essential oil of Curcuma longa L. and curcumin showed

antiaflatoxigenics activities.

Keywords: Aspergillus flavus Link, Curcuma longa L., Curcumin, Mycotoxins,

Antiaflatoxigenic activity.
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CAPITULO |

1. INTRODUCAO

Os fungos toxigénicos, produtores de micotoxinas, sdo 0s maiores contaminantes de
produtos alimenticios no campo e no armazenamento. Grande parte das micotoxinas
conhecidas até o momento tem sido identificadas como metabdlitos secundérios dos géneros
Aspergillus, Penicillium e Fusarium (Pitt e Hocking, 1997).

Espécies de Aspergillus sdo amplamente encontradas como contaminantes de grdos no
periodo pods-colheita, por isso, sdo classificadas como fungos de armazenamento, sendo
iniciadores da deterioracdo de gréos, causando descoloracdo, alteragdes nutricionais e perda
da matéria seca. As aflatoxinas sdo produzidas por Aspergillus flavus, A. parasiticus e A.
nomius, tém sua origem bioquimica a partir da molécula de acetil-CoA, através da via
policetidica. S@o conhecidas por serem substancias altamente tdxicas, mutagénicas,
teratogénicas e carcinogénicas (Rustom, 1997). A contaminacdo de alimentos por aflatoxinas
tem afetado de forma acentuada importantes culturas como o milho e o amendoim, e
preocupado os 6rgdos de saude publica que visam regulamentar e fiscalizar a presenca destas
substancias nos alimentos (Chao et al., 2000).

Agentes quimicos inibidores fungicos sdo frequentemente utilizados na conservagdo
de grédos estocados (Chao et al., 2000; Cakir et al., 2005). Entretanto, existe uma série de
problemas relacionados com o desenvolvimento de resisténcia fungica a esses compostos
(Cakir et al., 2005), seu uso intensivo tem favorecido o surgimento de pragas secundarias sem
conseguir eliminar os problemas j& existentes. Na tentativa de resolver esse problema, foram
utilizadas concentracdes crescentes desses produtos, o que aumentou o risco de altos niveis de
residuos téxicos, prejudiciais ao ambiente e a saide humana e animal. Devido a todas essas
desvantagens associadas ao uso desses agentes existe uma tendéncia mundial no sentido da
reducdo de seu uso em grdos e géneros alimenticios. Extratos naturais de plantas podem
fornecer uma alternativa para 0 uso desses agentes quimicos sintéticos. Varios estudos tém
examinado o efeito de compostos bioativos presentes em extratos de plantas como praguicidas
naturais e grande parte desses compostos tem demonstrado efeito inibitério (Chao et al.,
2000). Compostos de origem vegetal surgem como importantes agentes de controle de pragas,
por serem de facil obtencéo e utilizacdo, terem baixo custo e sem o0s problemas apresentados

pelos produtos quimicos sintéticos (Martinez, 2002).
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2. MICOTOXINAS

Micotoxinas sdo metabdlitos secundarios produzidos por fungos, ocorre em diferentes
regides do mundo e representam um risco potencial para a saude do homem e dos animais
quando presentes nos alimentos e racGes (Nordin e Luchese, 1998). O termo micotoxina é
derivado da palavra grega “mykes” que significa fungo e “toxicum” que significa toxina.
Quando produzidos em associagdo com alimentos, racdo animal e forragens, os metabolitos
toxicos podem ser ingeridos pelo homem e animais, provocando as micotoxicoses (Gongalez
etal., 2001).

As micotoxicoses podem ocorrer, tanto em paises industrializados como em paises em
desenvolvimento, e elevar-se quando combinadas com as condi¢des ambientais, sociais e
econbmicas (Aycicek et al., 2005). Mais de quatrocentas micotoxinas, conhecidas na
atualidade, sdo produzidas por aproximadamente uma centena de fungos. As principais
micotoxinas encontradas naturalmente em alimentos sdo as aflatoxinas, produzidas por fungos
do género Aspergillus como A. flavus, A. parasiticus e A. nomius; as ocratoxinas, produzidas
pelo Aspergillus ochraceus e diversas espécies do género Penicillium; os tricotecenos, a
zearalenona e as fumonisinas, produzidas por diversas espécies do género Fusarium (Dilkin,
2002).

Além de diversos efeitos toxicos agudos, estas toxinas podem acarretar problemas
crébnicos como a imunossupressdo e o cancer. Ainda que o fungo possa ser inativado ou
retirado durante o processamento e ndo estar presente no produto manufaturado, as toxinas

permanecem viaveis, pois ndo sao facilmente degradaveis (Nunes et al., 2003).

3. AFLATOXINAS

3.1. Caracteristicas gerais

As aflatoxinas (AFs) sdo metabolitos secundarios, produzidos por algumas cepas de
fungos do género Aspergillus, principalmente das espécies A. flavus, A. parasiticus e A.
nomius, os quais se desenvolvem naturalmente em produtos alimenticios, como amendoim,
milho, feijdo, arroz, trigo, entre outros (Rosseto et al., 2003; Bruno, 2000). Aspergillus flavus
Link produz somente as aflatoxinas B, enquanto as outras duas espécies produzem as
aflatoxinas B e G. As principais AFs de interesse sdo denominadas aflatoxina B; (AFB;); B2
(AFBy); G1 (AFG;) e G, (AFG,). A AFB; é a mais toxica do grupo, seguida pela AFG;, AFB;
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e AFG; com toxicidade de 50%, 20% e 10% em relagdo a primeira, respectivamente (Creppy,
2002).

Dentre as micotoxinas conhecidas, as aflatoxinas sdo as que podem causar maiores
danos aos seres humanos e animais, pela sua alta toxicidade e ampla ocorréncia, possuindo
propriedades carcinogénicas, mutagénicas, teratogénicas (Sylos et al., 1996) e
imunossupressoras (Nordin e Luchese, 1998). Estes efeitos sofrem influéncia do estado
nutricional, sexo, idade, exposicdo a outros agentes quimicos, dose e periodo de exposicdo a
toxina, espécie, frequéncia e composicao da dieta (Amado, 2002).

O figado € o 6rgéo alvo para esses compostos, além de induzir o cancer as AFs podem
ocasionar outros efeitos como a cirrose hepética, a diminuicdo da resisténcia imunolégica
favorecendo surtos de hepatites virais tipo B, estando também associada a Sindrome de Reye,
febre, convulsdes, vomito, coma, entre outros (AOAC, 1982).

Quimicamente, as aflatoxinas apresentam um grupo de compostos heterociclicos
altamente oxigenados; sua estrutura consiste de um nudcleo cumarinico fundido com um anel
bifurano e mais um anel pentanona ou 6-lactona. As aflatoxinas B e M apresentam o anel
pentanona, enquanto as aflatoxinas G possuem o anel 6-lactona (Applebaum et al., 1982). A

Figura 1 apresenta as estruturas quimicas das principais aflatoxinas.

OCH;

AFB,; AFB,
0 e}

[¢] [¢)
]
‘ O O

© © OCH, OCH,

AFG, AFG,

Figura 1: Estrutura quimica das principais aflatoxinas.

No Brasil, as AFs sdo as unicas micotoxinas cujos niveis maximos em alimentos estéo
previstos na legislacdo. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), RDC N. 274,
de 15 de outubro de 2002, estabelece os limites maximos de aflatoxinas admissiveis no leite,

no amendoim e no milho (Brasil, 2002), conforme a Tabela 1.
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Tabela 1: Limites maximos admissiveis de concentracdo de aflatoxinas em milho, amendoim
e leite no Brasil.
Alimento Aflatoxina Limite Maximo
Milho em gréo (inteiro, Bi1+B,+G; + G, 20,0 ug/kg
partido, amassado, moido);
Farinhas ou sémolas de
milho.
Amendoim (com casca), Bi1+B,+G; + G, 20,0 ug/kg
(descascado, cru ou
tostado); Pasta de
amendoim (pasta de
amendoim ou manteiga de
amendoim).
Leite fluido; Leite em po M; 0,5 ug/L; 5,0 ug/kg
Fonte: BRASIL, 2002.

3.2. Toxicocinética e toxicodinamica das Aflatoxinas

As aflatoxinas sdo absorvidas no trato gastrintestinal e biotransformadas
primariamente no figado, por enzimas microssomais do sistema P-450 (Forrester et al, 1990).
A biotransformacdo da AFB; tem sido estudada com maior interesse, uma vez que guarda
estreita relacdo com seus mecanismos de acdo toxica (Biehl e Buck, 1987; Reddy et al.,
2006). A AFB; requer ativacdo metabolica para manisfestar seus efeitos toxigénicos (Biehl e
Buck, 1987; Hsieh e Atkinson, 1991; Wogan, 1992). A forma ativada da AFB; é o composto
identificado como 8,9-ep6xido de AFB;, ou AFB;-epdxido originado através da epoxidacdo
da dupla ligacdo do éter vinilico presente na estrutura bifurandide da molécula de aflatoxina
B, (Covaetal., 1990).

O composto AFB;-epdxido, altamente eletrofilico, é capaz de reagir rapidamente,
através de ligacGes covalentes, com sitios nucleofilicos de macromoléculas, como é&cido
desoxirribonucléico (DNA), acido ribonucléico (RNA) e proteinas (Biehl e Buck, 1987).
Estas ligacdes determinam a formacdo de adutos, os quais representam a lesdo bioquimica
priméria produzida pelas aflatoxinas. Esta ligagdo com o DNA modifica a sua estrutura e
consequentemente sua atividade biol6gica originando efeitos mutagénicos e carcinogénicos
(Hendrickse, 1991).

Os adutos de RNA e de proteinas determinam lesdes bioquimicas, as quais devem,
provavelmente, estar envolvidas com os mecanismos de toxicidade aguda da AFB;, uma vez
que conduzem a morte celular pela inativacdo de macromoléculas essenciais as células
(Hendrickse, 1991).
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Além da expoxidacdo, a biotransformacdo priméria da AFB; também inclui a
hidroxilacdo, para formagéo de outras aflatoxinas. As aflatoxinas M;, Q; e B, contém o grupo
hidroxila na molécula, o que permite conjugacdo com &cido glicurdnico ou sulfatos, tornando-
se sollveis em agua, permitindo sua excre¢do através da urina ou bile e, em seguida, nas fezes
(Biehl e Buck, 1987). Isto pode constituir parte do processo de detoxificacdo embora, a

aflatoxina M, apresente hepatoxicidade (Hsieh et al., 1991).

4. ACAO ANTIAFLATOXIGENICA POR EXTRATOS DE PLANTAS

Diversos autores tém demonstrado ac¢Oes antiaflatoxigénicas de extratos de plantas.
Pinto et al. (2001) e Gongcalez et al. (2003) demonstraram que extratos etandlicos das folhas
de Polymnia sonchifolia (yacon) inibiram em quase 80% a sintese de aflatoxinas B; e B, por
A. flavus. Chalfoun et al. (2004) verificaram que a Cinnamomum zeylanicum (canela) em pé
inibiu completamente a sintese de aflatoxinas por A. flavus. Helal et al. (2007) descreveram
que o Oleo essencial do Cymbopogon citratus (capim-limdo) possui atividade
antiaflatoxigénica em A. flavus.

Oleos essenciais obtidos de folhas de Cinnamomum camphora (canfora) e do rizoma
de Alpinia galanga (gengibre) adicionados ao meio de cultura, promoveram a inibi¢do da
sintese de aflatoxina por A. flavus, na combinacdo de ambos os 0Oleos a eficicia aumentou
(Srivastava et al., 2008).

5. Curcuma longa L.

5.1. Caracteristicas gerais

Curcuma longa L. conhecida como acafrdo ou clrcuma, tem sua importancia
econdmica devida as peculiares caracteristicas de seus rizomas, podendo ser usado como uma
alternativa natural para substituicdo de pigmentos sintéticos, principalmente no setor
alimenticio (Cecilio-Filho et al., 2000).

O consumo mundial de C. longa n&o é conhecido. Acredita-se que a india seja 0 maior
produtor e consumidor. No Brasil, C. longa ainda tem pequena expressao econémica. Mara
Rosa em Goias € o municipio que apresenta o maior plantio comercial, com cerca de 150
hectares e produtividade média de 12 t/ha de rizomas, producgdo que se destina em quase sua

totalidade as industrias nacionais de corantes e alimentos (Cecilio-Filho et al., 2000).
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5.2. Caracteristicas botanicas

C. longa € 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 Austrdlia e América do Sul. No Brasil, é cultivada ou encontrada como
subespontanea em varios estados (Cecilio-Filho et al., 2000). De cultivo facil, apresenta a
vantagem de ndo exigir tratos culturais especiais, podendo desenvolver-se em condicdes
tropicais, temperaturas de 20 a 30°C, sob regime pluvial de 150 cm ou mais por ano ou sob
irrigacdo, preferencialmente sob solo argiloso ou aluvial, fértil e rico em matéria organica
(Gonvindarajan, 1980; Milan, 1992; Scartezzini e Speroni, 2000).

A planta apresenta geralmente cinco a sete folhas grandes de coloracdo verde, as
folhas oblongo-lanceoladas e obliquo-nervadas, emanam um odor agradavel quando
amassadas (Cecilio-Filho et al., 2000). A parte aérea da planta de acordo com as condic¢des do
solo e clima pode atingir 120 cm de altura. Apresentam um pseudocaule formado na base da
planta pelo agrupamento das folhas (Cecilio-Filho, 1996; Péret-Almeida, 2006).

A clrcuma ¢é facilmente reconhecida pela inflorescéncia amarelada em espiga, a
floragdo ocorre geralmente 180 dias apds o plantio (Espinosa et al., 1994). Os rizomas sdo
periformes, arredondados ou ovéides, com ramificacfes secundarias laterais, compridas,
também tuberizadas de coloracdo alaranjada, crescendo abaixo do solo e que, agrupados,

formam uma estrutura chamada mao (Tainter e Grenis, 1996; Scartezzini e Speroni, 2000).

5.3. Propriedades e utilizagéo

C. longa ¢é utilizada ha mais de 6.000 anos pela medicina indiana. Habitualmente é
utilizada para o tratamento de doencas de pele, alivio de distrbios estomacais, doencas do
figado e em resfriados (Amnon e Wahl, 1991; Roth et al., 1998). Pode ainda ser utilizada
como antiinflamatorio, antiartritico, regulador das funcdes biliar e redutor dos niveis de
colesterol (Duke, 1997; Cecilio-Filho et al., 2000). Outras propriedades medicinais da
carcuma reconhecidas pela farmacopéia asiatica sdo: estimulante, carminativa, expectorante,
anti-helmintico, antiinflamatorio e dermatoldgico.

Diferentes atividades bioldgicas da C. longa tém sido descritas na literatura, como a
atividade antioxidante (Masuda et al., 2001; Jayaprakasha et al., 2006; Singh et al., 2010);
antimutagénica (Chattophadyay et al., 2004; Shishu e kaur, 2008); antimicrobiana (Singh et
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al., 2002b; Péret-Almeida et al., 2008); inseticida (Tripathi et al., 2002) e antifungica
(Apisariyakul et al, 1995; Khattak et al., 2005; Martins et al., 2009).

Saju et al., (1998) demonstraram que o Oleo essencial de C. longa possui acao
antifingica para fungos toxigénicos, na concentracdo de 5% apresentava inibicdo total no
desenvolvimento de Aspergillus sp. Singh et al. (2002a) verificaram que o Oleo na
concentragdo de 1000 ppm inibia completamente o crescimento micelial de Fusarium
moniliforme e, na concentracdo de 2000 ppm para Aspergillus niger e Fusarium oxysporum.

A curcumina, pigmento curcumindide presente na C. longa é descrito por varios
pesquisadores como antifungico, antiaflatoxigénico e anticancerigeno (Soni et al., 1992;
Gowda et al., 2004; Khattak et al., 2005; Martins et al., 2009; Nayak e Sashidhar, 2010).

5.4. Composicao quimica

Fatores como tipo de solo, disponibilidade de &gua, adubacdo, época de colheita,
tempo de armazenamento, dentre outros, podem influenciar a composi¢do quimica dos
rizomas de C. longa (Scartezzini e Speroni, 2000).

Govindarajan (1980) determinou que o componente em maior teor (25 a 50%) € o
amido, seguido de proteinas (4 a 10%), fibras e cinzas (2 a 7%), pigmentos curcuminodides e
6leo essencial. Os pigmentos curcumindides encontrados na C. longa L. sdo: a curcumina, a
desmetoxicurcumina e a bisdesmetoxicurcumina (Figura 2). As concentracfes variam de 4 a

6 mg/100g, 3 a4 mg/100g e 2 a 3 mg/100g, respectivamente (Martins e Rusig, 1992).
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Figura 2: Estrutura quimica dos pigmentos curcuminoides presentes na Curcuma longa L.
Fonte: Péret-Almeida et al. (2005)

O dleo essencial de C. longa L. € constituido por alcoois sesquiterpénicos e cetonas,

sendo os principais componentes: turmerona (35%), ar-turmerona (12%), o e B-zingibereno



20

(25%), 1-8 cineol (1%), a-felandreno (1%), sabineno (0,6%) e borneol (0,5%) (Viasan et al.,
1989; Ohsiro et al.,1990; Mata et al., 2004; Jayaprakasha et al., 2005).

5.5. Aspectos Toxicoldgicos

O Comité de Peritos sobre Aditivos e Contaminantes de Alimentos das Nac¢des Unidas
(JECFA) em 2006 determinou que a C. longa L. ndo possui uma ingestdo diéria aceitavel

(IDA), ja& da curcumina foi estabelecida em 0 a 3 mg/kg.

6. JUSTIFICATIVA

A incidéncia de fungos e micotoxinas em produtos agricolas tém sido alvo de
preocupacOes constantes, necessitando de métodos de prevencao e controle eficazes, uma vez
que representam risco potencial a saide humana e animal, além do risco de grandes perdas
econdmicas.

A utiliza¢do de antiflngicos sintéticos no controle da contaminagdo de diversos tipos
de cereais em fase de armazenamento pode deixar residuos no produto final, comprometer a
salde dos consumidores e aumentar o custo de producdo. Extratos naturais de plantas podem

fornecer uma alternativa para o uso desses agentes quimicos sintéticos.

7. OBJETIVOS

7.1. Objetivo geral

Analisar os efeitos da curcumina e do Gleo essencial de Curcuma longa L. na

producdo de aflatoxinas B; e B, por Aspergillus flavus Link “in vitro”.

7.2. Objetivos especificos

e Investigar os efeitos do Oleo essencial de Curcuma longa L. na producdo de
aflatoxinas B; e B, por cromatografia em camada delgada (CCD) e cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE);

e Investigar os efeitos da curcumina na producdo de aflatoxinas B; e B, por CCD e
CLAE.
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Resumo

Os fungos toxigénicos, produtores de micotoxinas, sdo contaminantes de produtos
alimenticios no campo e no armazenamento. As aflatoxinas B; (AFB;) e B, (AFB;) sdo
micotoxinas produzidas por Aspergillus flavus Link, estas sdo substancias altamente toxicas,
mutagénicas, teratogénicas e carcinogénicas. A Curcuma longa L., pertencente a familia
Zingiberaceae, planta nativa do sudeste da Asia apresenta propriedades antimicrobianas,
antioxidantes e antifungicas. O objetivo deste estudo foi verificar o efeito do 6leo essencial de
Curcuma longa L. e da curcumina na producdo de AFB; e AFB; por 4. flavus “in vitro”. O
oleo essencial utilizado foi caracterizado por cromatografia gasosa acoplada ao
espectrofotbmetro de massas e ressonancia magnetica nuclear. Os meios-testes (Yeast Extract
Sucrose — YES) foram preparados em quadriplicata para conter o 6leo de Curcuma longa L.
nas concentragdes de 0,01; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 1,0; 2,5 € 5,0% e o padrdo de curcumina nas
concentragdes de 0,01; 0,1; 0,25 e 0,5%, posteriormente foram inoculados 10° esporos de A.
flavus. A deteccdo e quantificacdo das micotoxinas foram realizadas por cromatografia em
camada delgada e cromatografia liquida de alta eficiéncia com sistema de deteccdo por
fluorescéncia. Tanto o 6leo como o padrdo de curcumina inibiram significativamente a
producdo de AFB; e AFB, por A. flavus. No entanto, o efeito inibitério do 6leo essencial foi
maior quando comparado com a curcumina, pois na concentracdo de 0,5% a producdo de
AFB; foi de 1,0 e 42,7 ug/mL para tratados com oleo essencial de Curcuma longa L. e
curcumina, respectivamente. Este estudo demonstrou que o 0leo essencial de Curcuma longa

L. e a curcumina apresentaram atividades antiaflatoxigénicas.

Palavras-chave: Aspergillus flavus Link, Curcuma longa L., Curcumina, Micotoxinas,

Atividade antiaflatoxigénica.
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Abstract

Toxigenic fungi, mycotoxin producers, are contaminants of food products in the field and in
storage. The aflatoxins B; (AFB;) and B, (AFB;) are mycotoxins produced by Aspergillus
flavus Link, these substances are highly toxic, mutagenic, teratogenic and carcinogenic. The
Curcuma longa L., belonging to the Zingiberaceae family, a native plant of Southeast Asia,
has antimicrobial, antioxidant and antifungal properties. The aim of this study was to
investigate the effect of essential oil of Curcuma longa L. and curcumin on the production of
AFB; and AFB; by A. flavus “in vitro”. Essential oil used was characterized by gas
chromatography-mass spectroscopy and nuclear magnetic resonance. The media-tests (Yeast
Extract Sucrose - YES) were prepared to contain the oil of Curcuma longa L. at
concentrations of 0.01, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 1.0, 2.5 and 5.0% and the curcumin standard at
concentrations of 0.01, 0.1; 0.25 and 0.5%, later 10° spores of A. flavus were inoculated. The
detection and quantification of mycotoxins were realized by thin layer chromatography and
high performance liquid chromatography with system of fluorescence detection. Both the oil
and curcumin significantly inhibited the production of AFB; and AFB, by A. flavus.
However, the inhibitory effect of essential oil was higher where compared with the standard
of curcumin. The production of AFB; was of 1.0 and 42.7 pg/mL for the ones treated with
essential oil of Curcuma longa L. and curcumin at the concentration of 0.5%, respectively.
This study demonstrated that the essential oil of Curcuma longa L. and curcumin showed

antiaflatoxigenics activities.

Keywords: Aspergillus flavus Link, Curcuma longa L. Curcumin, Mycotoxins,

Antiaflatoxigenic activity.
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1. Introducéo

Os fungos toxigénicos, produtores de micotoxinas, sdo contaminantes de produtos
alimenticios no campo e no armazenamento. Grande parte das micotoxinas conhecidas até o
momento tem sido identificadas como metabolitos secundarios dos géneros Aspergillus,
Penicillium e Fusarium (Pitt e Hocking, 1997). As aflatoxinas (AFs) sdo micotoxinas
produzidas por Aspergillus flavus, A. parasiticus e A. nomius, estas sdo substancias altamente
toxicas, mutagénicas, teratogénicas e carcinogénicas (Rustom, 1997). A aflatoxina B; (AFB;)
€ mais toxica que as demais, provoca dano celular, liberacdo de radicais livres e peroxidagdo
lipidica (Surai, 2002). No figado, a AFB; sofre epoxidacdo da dupla ligacdo do éter vinilico
presente na estrutura bifuranocumarina para 8,9-epoxido de AFB;, forma bioativa da toxina

(Biehl e Buck, 1987; Geyikoglu e Turkez, 2005; Lin et al., 2006; Reddy et al., 2006).

Diversos autores tém demonstrado que extratos aquosos e oleosos de diferentes plantas
possuem atividade fungicida ou sdo capazes de inibir a sintese de micotoxinas. Além disso,
tem-se procurado elucidar o efeito de substancias bioativas isoladas sobre o crescimento, a
morfogénese e 0 metabolismo primario e secundario de fungos (Allameh et al., 2002; Mossini
et al., 2004; Razzaghi-Abyaneh et al., 2005; Arroteia et al., 2007; Helal et al., 2007; Klich,

2007).

Curcuma longa L., pertencente a familia Zingiberaceae, planta nativa do sudeste da Asia
apresenta propriedades antimicrobianas, antioxidantes e antifungicas (Cecilio-Filho et al.,
2000; Apisariyakul et al., 1995). O oleo essencial de C. longa é constituido por alcoois
sesquiterpénicos e cetonas, sendo 0s principais componentes: turmerona (35%), ar-turmerona
(12%), o e B-zingibereno (25%), 1-8 cineol (1%), a-felandreno (1%), sabineno (0,6%) e
borneol (0,5%) (Viasan et al., 1989; Ohshiro et al.,1990; Mata et al., 2004; Jayaprakasha et

al., 2005). A curcumina, desmetoxicurcumina e bisdesmetoxicurcumina sdo 0s principais



33

pigmentos curcumindides encontrados na C. longa (Jayaprakasha et al., 2006). O objetivo
deste estudo foi verificar o efeito do 6leo essencial de C. longa e da curcumina na producéo

de AFB; e AFB; por Aspergillus flavus Link “in vitro”.

2. Material e métodos

2.1. Microrganismo

O fungo A. flavus Link (AF42), produtor de AFB; e AFB,, foi obtido do banco de isolados do
Laboratorio de Quimica e Fisiologia de Microrganismos da Universidade Estadual de
Maringd (DBQ/UEM). Para a producdo de esporos, o fungo foi cultivado em meio Agar
Batata Dextrose por 7 dias, a 25°C no escuro (FANEM Modelo 347G, Séo Paulo, Séo Paulo,
Brasil). Os esporos foram suspensos em solucédo estéril 0,01% de Tween 80 (Emfal, Betim,

Brasil), segundo 0 método descrito por Smith e Onions (1983) e Betina (1984).

2.2. Obtencao do 6leo essencial de Curcuma longa L.

O po6 de C. longa foi adquirido da Cooperativa de Agafrdo de Mara Rosa, Brasil, safra 2009.
Para a extracdo do 6leo essencial, 60 g de C. longa em pé foi adicionada a 500 mL de n-
hexano. Esta mistura foi mantida a temperatura ambiente por 12 h sob agitacdo e filtrada
(Whatman, Maidstone, Inglaterra). A obtencdo do dleo essencial foi realizada em evaporador
rotatorio (Fisatom — Modelo 803, Séo Paulo, Brasil) a 60°C (Singh et al., 2002b). Este método
foi utilizado, uma vez que Péret-Almeida et al. (2008) demonstrou que a extracdo com n-
hexano apresentou melhor rendimento que a hidrodestilagdo. O ¢leo foi adicionado
diretamente no meio de cultivo para obter as concentracdes de 0,01, 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5;

1,0; 2,5 e 5,0%.
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2.3. Analise do 6leo essencial do rizoma de Curcuma longa L. e identificacédo quimica
2.3.1. Cromatografia Gasosa-Espectrometria de Massas (CG/EM)

Foi utilizado um cromatdgrafo a gas (GC) da Thermo Electron Corporation, modelo Focus
GC, nas seguintes condigdes cromatogréaficas: coluna capilar DB-5 (30 m x 0,32 mm, 0,50
mm), temperatura da coluna de 60°C (1 min) a 180°C com aumento de temperatura de
3°C/min, temperatura do injetor a 220°C, temperatura do detector a 220°C, razdo de split
1:10; velocidade do géas He de 1,0 mL/min. O volume injetado foi de 1 uL diluido em acetona
(1:10). A analise por CG/EM foi realizada em um espectrdmetro de massas quadrupolo
(Thermo Electron Corporation, DSQ modelo II, Austin, EUA), operando a 70 eV. A
identificacdo dos componentes quimicos foi baseada na comparacdo de seus indices de
retencdo (RI) em colunas apolares e comparadas com espectros de massas de padroes

adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA) (Adams, 2001).
2.3.2. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Espectros de *H (300,06 MHz) e *C (75,45 MHz) foram obtidos em espectrémetro Varian
Mercury-300BB (Santa Clara, EUA), com & (ppm) e espectros comparados ao CDCl3 (6 7,27

por *H e 77,00 para **C) como padr&o interno.
2.3. Padréo de curcumina

O padréo utilizado foi Curcumin from Curcuma longa (Turmeric) Sigma-Aldrich (St. Louis,
EUA). Este foi adicionado diretamente no meio de cultivo para obter as concentragfes de

0,01; 0,1; 0,25 e 0,5%.
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2.4. Padrao de aflatoxinas

Os padroes de aflatoxinas foram da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA) e o preparo das solucGes
padrdo estoque e de uso foi realizado segundo o Manual de Métodos Oficiais de Analises da
AOAC (1995). As concentracbes das solucbes estoques individuais para cada toxina foi
determinada por espectrofotometria no ultravioleta Shimadzu UV-1601PC (Shimadzu,
Téquio, Japdo) em 350 nm. A partir destas solucGes foi preparada a solucdo de trabalho com
uma mistura das toxinas: 5 pg/mL para AFB; e AFG; e 1,5 pg/mL para AFB, e AFG; em

benzeno-acetonitrila (98:2).

2.4. Reagentes

Os reagentes utilizados para o cultivo flngico e a cromatografia em camada delgada foram de
grau analitico (p.a.). Para cromatografia liquida de alta eficiéncia os reagentes usados foram
de grau cromatografico. Os reagentes foram metanol (Honeywell Burdick & Jackson,
Muskegon, EUA), acetonitrila (Fisher scientific, Fair Lawn, EUA), &cido acético glacial
(Mallinckrodt Baker, Xalostoc, México), tolueno (CAQ, Diadema, Brasil), n-hexano (FMaia,
Cotia, Brasil), benzeno (Merck, Darmstadt, Alemanha), cloroférmio (Labsynth, Diadema,
Brasil), sulfato de sodio anidro (Labsynth, Diadema, Brasil), acetato de etila (Labsynth,

Diadema, Brasil), &cido trifluoracético (CAQ, Diadema, Brasil).

2.5. Experimento

O meio liquido Yeast Extract Sucrose (YES) foi utilizado no estudo para producdo de
aflatoxinas por A. flavus Link (Smith e Onions, 1983) na presenca (controle) e auséncia
(testes) do 6leo de Curcuma longa L. e do padrdo de curcumina. Os meios-testes foram
preparados em quadriplicata para conter o 6leo nas concentracées de 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5;

1,0; 2,5 e 5,0% e o padrdo de curcumina nas concentragfes de 0,01; 0,1; 0,25 e 0,5%. Os
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meios foram esterilizados em autoclave Vertical FABBE — Modelo 103 (Piracicaba, Brasil),
posteriormente foram inoculados 10° esporos de A. flavus Link (Taniwaki et al., 1993) e
incubados durante 7 dias a 27°C no escuro (FANEM — Modelo 347 G, S&o Paulo, Brasil),

segundo Farag et al. (1989).
2.5. Extracdo das aflatoxinas

Apos o periodo de incubagdo, os meios de cultivo (n=52) foram filtrados e uma aliquota de 20
mL foi particionada duas vezes com 30 mL de cloroférmio. Ao extrato foi adicionado 5 g de
sulfato de sddio anidro, seguido de filtracdo e concentracdo em rotaevaporador (Fisatom —
Modelo 803, Sdo Paulo, Brasil), segundo Taniwaki et al. (1993). O residuo foi ressuspendido
em 2000 pL de benzeno-acetonitrila (98:2, v/v) e separados em duas aliquotas e, utilizadas
para 0s experimentos de detec¢do e quantificacdo das micotoxinas por cromatografia em
camada delgada e cromatografia liquida de alta eficiéncia com sistema de deteccdo por

fluorescéncia.
2.6. Deteccgdo e quantificacdo das aflatoxinas
2.6.1. Cromatografia em camada delgada (CCD)

Foram aplicados 10 uL do extrato dos meios-testes e controle, e 1, 2, 5 e 10 uL da solucéo
trabalho de aflatoxinas nas placas de cromatografia de Silica gel 60 (Merck Co. Whitehouse
Station, EUA). As placas foram eluidas em solucdo de tolueno-acetato de etila-cloroférmio-
acido formico (70:50:50:20, v/viviv). A leitura foi realizada em luz ultravioleta de ondas
longas (365 nm) por comparacdo visual dos extratos-testes com 0s extratos-controles contra o

padréo da aflatoxinas.
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2.6.2. Cromatografia liquida de alta eficiéncia com sistema de deteccdo por fluorescéncia

(CLAE-DF)

A deteccdo e quantificacao das aflatoxinas por CLAE foi realizada no Laboratdrio de Analises
Micotoxicoldgicas — LAMIC da Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria, Rio
Grande do Sul, Brasil. O método automatizado realizou a purificacdo do residuo em coluna de
extracdo de fase sdlida C18. O extrato foi evaporado até a obtencdo do residuo, este foi
ressuspendido com 200 uL de benzeno. A derivacdo quimica das aflatoxinas foi realizada ao
adicionar 700 pL da solugdo de &cido trifluoracético:&cido acético glacial:dgua (2:1:7, v/iv/v) e
posteriormente submetido ao aquecimento a 65°C por 10 minutos. O extrato foi submetido a
analise no cromatografo liquido de alta eficiéncia HP 1200 da Agilent (Santa Clara, EUA) nas
seguintes condicBes: injecdo de 50 ulL; fase mdvel: acido acético 0,2%:acetonitrila:metanol
(78:12:10, v/viv); coluna: Chromolith RP-18e 100 x 4,6 mm (Darmstadt, Alemanha) na
temperatura de 50°C; comprimento de excitacdo e emissdo de 365 e 450 nm, respectivamente.
O método apresentou limite de quantificacdo de 1 pug/Kg e coeficiente médio de recuperacéo

de 85,5%.

2.7. Andlise estatistica

Para comparacdo dos tratamentos foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis (ANOVA néo
paramétrica de um fator), seguido de compara¢cdes multiplas de pares de tratamentos com 5%
de significAncia (Conover, 1999). Os resultados foram obtidos por meio de funcGes

implementadas no programa estatistico R (R Development Core Team, 2006).

3. Resultados e Discussao

Os resultados por CLAE-DF demonstraram que o 6leo essencial de C. longa e a curcumina

suprimiram a producdo de AFB; e AFB, (Tabelas 1 e 2). O efeito inibitério do 6leo e da
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curcumina na producdo de aflatoxinas foi proporcional ao aumento de suas respectivas
concentracdes (p=1,455 x 10° para AFB; e 2,007 x 10°® para AFB,). O potencial inibitério do
oleo avaliado nas concentracbes de 0,5; 1,0; 2,5 e 5,0% ndo demonstraram diferenca
significativa. Portanto, a partir de 0,5% do 6leo essencial de C. longa houve uma inibi¢do na
producdo de aflatoxinas por A. flavus de 99,90 e 99,61% para AFB; e AFB,, respectivamente
(Tabela 1, Figura 1). Resultados semelhantes foram obtidos por Gowda et al. (2004) e Reddy
et al. (2009), na concentracdo de 0,5% (5 g/kg) houve a inibicdo da producdo de AFB; em
77% e 72,2%, respectivamente. No entanto, os autores utilizaram a C. longa em p6 e ndo o

Oleo essencial.

A literatura cientifica tem demonstrado as diferentes atividades biologicas do 6leo essencial
de C. longa, como a atividade antioxidante (Masuda et al., 2001; Jayaprakasha et al., 2006;
Singh et al., 2010); antimutagénica (Chattopadhyay et al., 2004; Shishu e kaur, 2008);
antimicrobiana (Singh et al., 2002b; Péret-Almeida et al., 2008); inseticida (Tripathi et al,
2002) e antifungica (Apisariyakul et al., 1995; Khattak et al., 2005; Martins et al., 2009).
Alguns autores demonstraram que o 6leo essencial de C. longa possui ac¢do antifingica para
fungos toxigénicos. Saju et al. (1998) demonstraram que a concentracdo de 5% apresentava
inibicdo total no desenvolvimento de Aspergillus sp. Singh et al. (2002a) verificaram que 0
6leo na concentracdo de 1000 ppm (0,1%) inibia completamente o crescimento micelial de
Fusarium moniliforme e, na concentracdo de 2000 ppm (0,2%) para Aspergillus niger e

Fusarium oxysporum.

De acordo com a Tabela 2, a curcumina inibiu a producdo de AFs a partir da concentracdo de
0,1%. Nesta concentracdo o potencial de inibicdo foi de 49,2 e 58,5% para AFB; e AFB,

respectivamente. Soni et al. (1992) relataram uma reducao de 90% na producéo de aflatoxinas
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utilizando uma concentracdo de 5-10 mg/mL (0,05-0,1%) de rizoma da curcuma, efeito

atribuido pelos autores a curcumina.

Na concentracdo de 0,5% de 6leo essencial de C. longa e curcumina, a concentragdo meédia
foi de 1,0 e 42,7 ug/mL para a producdo de AFB; por A. flavus, respectivamente (Tabela 1 e
2). A andlise estatistica pelo método de comparagdes multiplas de pares de tratamentos
demonstrou que o 6leo essencial apresentou um potencial antiaflatoxigénico maior que a
curcumina para ambas toxinas (AFB;= 45,75 e 35,75 para Oleo essencial de C. longa e
curcumina, respectivamente. AFB,= 45,5 para 6leo essencial de C. longa e 34,5 para
curcumina). Portanto, a agdo antiaflatoxigénica ndo depende apenas da curcumina, uma vez
que o 6leo ndo contém pigmentos curcumindides como demonstrado neste (Figura 2) e
demais estudos (Viasan et al., 1989; Ohshiro et al., 1990; Sharma et al., 1997; Singh et al.,
2002a; Mata et al., 2004; Jayapraskasha et al., 2005; Péret-Almeida et al.,2008). A Tabela 3
demonstra os componentes majoritarios obtidos do éleo analisado, que foram ar-turmerona
(36%), a-turmerona (25,5%) e B-turmerona (24,7%), resultados semelhantes aos estudos de

Sharma et al. (1997) e Singh et al. (2002a).

Alguns estudos concluiram que os 6leos essenciais tém uma maior atividade antimicrobiana
do que os principais componentes misturados (Gill et al., 2002;. Mourey e Canillac, 2002),
sugerindo que os componentes secundarios sdo essenciais e possuem um efeito sinergistico ou
de potenciacdo. Estudos com 0s componentes majoritarios sdo necessarios para avaliar se a
acao antiaflatoxigénica decorre de um ou da mistura de compostos quimicos presentes no 6leo

de C. longa.

Os componentes do Oleo essencial de C. longa e curcumina possuem acdo antioxidante,
conforme demonstrado por Lachance e Guhr (1997), Masuda et al. (2001), Miquel et al.

(2002), Zaeoung et al. (2005) e Singh et al. (2010). Esta acéo é atribuida principalmente aos
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componentes fenolicos, sendo o0s pigmentos curcumindides e o 6leo essencial considerados 0s
responsaveis por esta atividade (Lachance e Guhr, 1997). Segundo Zjalic et al. (2006) a
formacdo de metabolitos secundarios estd relacionada com estresse oxidativo, portanto
compostos com acdo antioxidante podem diminuir a producdo destas toxinas. No estudo de
Jayashree e Subranyam (1999), o eugenol inibiu a producdo de aflatoxinas, sem qualquer
efeito significativo sobre crescimento do microrganismo até a concentracdo de 0,75 mmol/L.
Este estudo relacionou a capacidade do eugenol em inibir a peroxidacéo lipidica envolvida na
biossintese de aflatoxinas, sem quaisquer restri¢fes significativas no crescimento ou eventos
do metabolismo primario. Kim et al. (2008) demonstraram que compostos fenolicos inibiram
as enzimas envolvidas na oxidacdo de moleculas enddgenas, que por sua vez diminuiram a

resposta oxidativa inibindo a producéo de aflatoxinas.

As micotoxinas apresentam um risco a saude humana e animal, além de representar perdas
econémicas quando presente em produtos agricolas e alimentos. Aditivos quimicos sintéticos
com acdo fungistatica ou fungicida sdo frequentemente utilizados para a prevencdo e o
controle de fungos e micotoxinas (Chao et al., 2000; Cakir et al., 2005). Entretanto, existe
uma série de problemas relacionados com o desenvolvimento de resisténcia flngica a esses
compostos (Cakir et al., 2005). Vérios estudos tém examinado o efeito de compostos
bioativos presentes em extratos de plantas para serem utilizados como praguicidas naturais
(Chao et al., 2000; Silva et al., 2002; Sanchez et al., 2005). O presente estudo demonstrou que
0 Oleo essencial de C. longa e a curcumina apresentaram potencial de uso como praguicida
natural. Portanto, se faz necessario futuros estudos com a utilizacdo destes no controle de

A. flavus em culturas agricolas e alimentos.
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Tabela 1: Efeito inibitério do Oleo essencial de Curcuma longa L. em diferentes
concentragOes na produgéo de aflatoxinas por Aspergillus flavus Link “in vitro”, de acordo
com o teste de comparacdes multiplas ndo paramétricas para pares de tratamentos com 5% de

significancia.
Oleo essencial Aflatoxina B; Aflatoxina B,
(%) Inibicéo (%) Concentracédo Inibicéao (%) Concentracéo
média (zg/mL) média (zg/mL)
0 (Controle) - 1075,2 - 256,5
0,01 36,4 684,2 58,2 107,2%
0,1 53,8 496,4% 78,3 55,6°
0,2 66,0 365,8° 87,0 33,4%
0,3 80,3 212,3° 89,3 27 4%
0,4 84,6 165,52 91,5 21,8%
0,5 99,9 1,0 99,6 1,0
1,0 99,9 1,2 99,6 1,0
2,5 99,9 1,6 99,6 1,0
5,0 99,7 3,1% 99,6 1,0

% estatisticamente diferente do controle.

b semelhantes entre si.
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Tabela 2: Efeito inibitério da curcumina em diferentes concentracdes na producdo de
aflatoxinas por Aspergillus flavus Link “in vitro”, de acordo com o teste de comparacoes
multiplas ndo parametricas para pares de tratamentos com 5% de significancia.

Curcumina Aflatoxina B; Aflatoxina B,

(%) Inibicéo (%) Concentracédo Inibicéo (%) Concentragdo

média (ug/mL) média (ug/mL)

0 (Controle) - 1075,15 - 256,5

0,01 35,0 699,0 57,3 109,4°

0,10 49,2 546,4°% 58,5 106,6°

0,25 83,3 179,4% 94,8 13,3*

0,50 96,0 42,7 98,6 3,6°

@ gstatisticamente diferente do controle.
b semelhante entre si, de acordo com o teste.
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Tabela 3: Composicdo percentual dos principais compostos do 6leo do rizoma da Curcuma
longa L. analisados por CG-EM e RNM.

Tempo de retengdo (min) Compostos Percentual (%)
36,32 Ar-Turmerona 36,0
36,44 a- Turmerona 25,5

37,64 B- Turmerona 24,7
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Figura 1: Cromatograma em camada delgada dos meios testes com oOleo essencial de
Curcuma longa L. (0,01%, 0,1%, 0,5% e 1,0%) e padrdo (P) de AFB;, AFB,, AFG;, AFG,,
fase movel: tolueno-acetato de etila-cloroférmio-acido formico (70:50:50:20, v/VIvIv).
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Figura 2: Cromatograma do 6leo dos rizomas de Curcuma longa L., com 0s componentes ar-
turmerona (36,32), a-turmerona (36,44) e B-turmerona (37,64).
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CAPITULO Il

CONCLUSOES

Os resultados obtidos do presente estudo demonstraram que:
1) O dleo essencial de Curcuma longa L. foi eficiente na inibicdo da producdo de
AFB; e AFB..
2) A curcumina apresentou efeito inibitério na producdo de AFB; e AFB..
3) A acdo antiaflatoxigénica foi superior no 6leo essencial de Curcuma longa L.

guando comparado com a curcumina.

PERSPECTIVAS FUTURAS

O desenvolvimento deste estudo e aos promissores resultados apresentados e
discutidos permitiram destacar algumas perspectivas:
1) Realizar um estudo semelhante ao apresentado com 0s componentes do 6leo
essencial de Curcuma longa L.
2) Realizar um estudo com tratados de 6leo essencial de Curcuma longa L. em

culturas agricolas para avaliar o potencial fungicida e antiaflatoxigénico.



