Universidade Federal de Pelotas
Faculdade de agronomia Eliseu Maciel
Departamento de Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial

Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos

Dissertacao

Oleo essencial de tomilho (Thymus vulgaris): Atividade
antimicrobiana contra fungos isolados de alimentos e aplicacdo como

componente ativo em filme de acetato de celulose

Maria Fernanda Fernandes Siqueira

Quimica de Alimentos

Pelotas, 2021



Maria Fernanda Fernandes Siqueira

Oleo essencial de tomilho (Thymus vulgaris): Atividade
antimicrobiana contra fungos isolados de alimentos e aplicacdo como

componente ativo em filme de acetato de celulose

Dissertacdo apresentada ao programa
de Pés-Graduacdo em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos da
Universidade Federal de pelotas com
requisito final a obtencdo do titulo de
Mestre em Ciéncia e Tecnologia de

Alimentos.

Orientadora: Prof.2 Dr2. Angela Maria Fiorentini
Co-orientador: Prof. Dr. Wladimir Padilha da Silva

Co-orientador: Prof. Dr. Eliezer Avila Gandra

Pelotas, 2021



Universidade Federal de Pelotas / Sistema de Bibliotecas
Catalogacao na Publicacao

S11lo Siqueira, Maria Fernanda Fernandes

Oleo essencial de tomilho (Thymus vulgaris): Atividade
antimicrobiana contra fungos isolados de alimentos e
aplicacao como componente ativo em filme de acetato de
celulose / Maria Fernanda Fernandes Siqueira ; Angela
Maria Fiorentini, orientadora ; Wladimir Padilha da Silva,
Eliezer Avila Gandra, coorientadores. — Pelotas, 2021.

64 f. :il.

Dissertacao (Mestrado) — Programa de P6s-Graduacao
em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Faculdade de
Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de Pelotas,
2021.

1. Embalagem ativa. 2. Fungos filamentosos. 3.
Conservacao. |. Fiorentini, Angela Maria, orient. Il. Silva,
Wladimir Padilha da, coorient. Ill. Gandra, Eliezer Avila,
coorient. IV. Titulo.

CDD : 664

Elaborada por Gabriela Machado Lopes CRB: 10/1842



Maria Fernanda Fernandes Siqueira

Oleo essencial de tomilho (Thymus vulgaris): Atividade antimicrobiana contra
fungos isolados de alimentos e aplicagdo como componente ativo em filme de
acetato de celulose

Dissertacao de mestrado aprovada, como requisito final para obtencéo do titulo
de mestre em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Departamento de Ciéncia e
Tecnologia Agroindustrial, Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel,
Universidade Federal de Pelotas.

Data da defesa: 25 de agosto de 2021.

Banca examinadora:
Prof.2 Dra. Angela Maria Fiorentini (orientadora) - Presidente

Doutora em Ciéncias dos Alimentos pela Universidade Federal de Santa
Catarina/UFSC.

Dr. Claudio Eduardo dos Santos Cruxen - Membro titular

Doutor em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos pela Universidade Federal de
Pelotas/UFPel.

Dra. Graciele Daiane Funck - Membro titular

Doutora em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos pela Universidade Federal de
Pelotas/UFPel.

Dra. Tatiane Kuka Valente Gandra- Membro titular

Doutora em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos pela Universidade Federal de
Pelotas/UFPel.



Agradecimentos

A minha mae Marisa e ao meu pai Fernando, por todo apoio, conforto e
amor a mim dedicados ao longo desses anos da minha trajetéria académica,
sem o acalanto de vocés ndo conseguira ter desenvolvido toda a resiliéncia
necessaria para chegar até aqui. Vocés foram e sempre serdo fundamentais

para mais essa conquista e muitas outras que ndo sdo s6 minhas, mas nossas.

A minha orientadora, professora, conselheira, amiga Angela, por toda
ajuda, disponibilidade, incentivo e paciéncia durante o desenvolvimento desse
trabalho, sem a sua insisténcia e confianga no meu potencial, ndo teria
chegado até aqui, pois os momentos de duvidas foram muitos, mas a senhora
sempre estava no final do tinel com uma lanterna para me ajudar, obrigada por

iSSO.

Aos professores Wiladimir e Eliezer meus coorientadores, pelos

ensinamentos, por sanarem duvidas e pelo acolhimento dentro do laboratorio.

As minhas amigas Helena e Khadija, por estarem sempre dispostas a
me ajudar e ensinar. Vocés foram extremamente essenciais nos momentos em
gue a visualizacdo de uma solugcédo para algum problema estava complicada,
estavam sempre ali para clarear as minhas ideias. Helena obrigada por trazer
alegria nos pequenos momentos do nosso dia a dia com toda a sua
espontaneidade e sarcasmo, tornou alguns momentos mais leves, cheios de
risada acompanhados de um bom chimarrédo. Khadija obrigada por ser a minha
versao do filme classico natalino onde somos levados ao passado presente e
futuro, e me ensinar a ter uma melhor perspectiva das situacdes e suas
conseqguéncias, ter vocé ao meu lado enriqueceu muito o meu desenvolvimento

profissional e pessoal, muito obrigada!

Aos membros da banca pela disponibilidade em participar, e pelas suas

consideracgoes.

A todos os integrantes do Laboratério de Processamento de Produtos de
Origem Animal (LPOA) - UFPel, e ex-integrantes, especialmente a Kamila
Furtado da Cunha e ao Guilherme da Silva Dannenberg, pelo auxilio na

elaboracao do filme de acetato de celulose.



Aos integrantes do Laboratdrio de Microbiologia por toda a ajuda, e

ddvidas sanadas.

A todos que auxiliaram, ou estiveram presentes, direta ou indiretamente,

obrigada!



Resumo

SIQUEIRA, Maria Fernanda Fernandes. Oleo essencial de tomilho (Thymus
vulgaris): Atividade antimicrobiana contra fungos isolados de alimentos e
aplicacdo como componente ativo em filme de acetato de celulose. 2021.
64f (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) - Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal de
Pelotas.

O desenvolvimento de fungos em alimentos, além de causar alteracdes
sensoriais consideraveis, também apresenta um potencial risco a saude,
devido a possivel presenca de micotoxinas. Buscando minimizar os riscos de
contaminagdo microbiana nos alimentos, e a crescente demanda pela
utilizacdo de compostos mais naturais e sustentaveis nas industrias do setor
alimenticio, a elaboracdo de embalagens ativas e biodegradaveis, ganha
destaque. Sendo assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade
antimicrobiana do 6leo essencial de tomilho (Thymus vulgaris) - OET contra
fungos isolados de alimentos, bem como avaliar seu potencial como
componente ativo em filme de acetato de celulose. A acao antifungica do OET
foi avaliada in vitro, através das metodologias de difusdo em &gar, micro-
atmosfera, concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo fungicida
minima (CFM), com isolados fangicos de queijos comercializados na regidao de
Pelotas-RS. Os isolados obtidos foram identificados molecularmente como
sendo Penicillium crustosum, Aspergillus flavus e Fusarium oxysporum. Nos
testes de acdo antifungica de difusdo em agar e micro-atmosfera, o OET
apresentou acao de inibicao frente a todos os fungos testados, com zonas de
inibicdo superiores a 10 mm. O isolado Peniculiium crustosum apresentou uma
CIM de 1 pL/mL e CFM de 3 pL/mL, enquanto Aspergillus flavus apresentou
uma CIM de 0,8 pL/mL e CFM de 4 uL/mL, e o isolado Fusarium oxysporum
apresentou uma CIM de 0,7 pL/mL e CFM de 3 pL/mL. Nos testes in vitro da
atividade do filme ativo, destaca-se a inibicdo sobre o isolado Penicillium
crustosum que apresentou uma maior sensibilidade ao filme ativo e Fusarium
oxysporum com menor sensibilidade, quando comparado aos demais isolados
fungicos. Conclui-se que o OET tem potencial acdo antifangica contra as
diferentes espécies testadas, e quando adicionado em filme de acetato de
celulose, mostrou-se eficaz no controle fangico, principalmente, contra
Fusarium oxysporum.

Palavras chave: Embalagem ativa, Fungos filamentosos, Conservacéo.



Abstract

SIQUEIRA, Maria Fernanda Fernandes. Thyme essential oil (Thymus
vulgaris): Antimicrobial activity against fungi obtained from food and
application as an active component in cellulose acetate film. 2021. 64f
(Masters in Food Science and Technology) - Postgraduate Program in Food
Science and Technology, Federal University of Pelotas

The development of fungi in food, in addition to causing considerable sensory
changes, also poses a potential health risk due to the possible presence of
mycotoxins. Seeking to minimize the risks of microbial contamination in food,
and the growing demand for the use of more natural and sustainable
compounds in the food industry, the development of active and biodegradable
packaging is highlighted. Therefore, the aim of this study was to evaluate the
antimicrobial activity of thyme (Thymus vulgaris) essential oil - OET against
fungi isolated from food, as well as to evaluate its potential as an active
component in cellulose acetate film. The antifungal action of OET was
evaluated in vitro, through the methodologies of diffusion in agar, micro-
atmosphere, minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum fungicidal
concentration (MFC), with fungal isolates from cheeses sold in the region of
Pelotas-RS. The isolated fungi were molecularly identified as Penicillium
crustosum, Aspergillus flavus and Fusarium oxysporum. In the antifungal action
tests of diffusion in agar and micro-atmosphere, the OET showed an inhibitory
action against all tested fungi, with inhibition zone greater than 10 mm.
Peniculiium crustosum isolate had a MIC of 1 yL/mL and a CFM of 3 puL/mL,
while Aspergillus flavus had a MIC of 0.8 pL/mL and a CFM of 4 pyL/mL and
Fusarium oxysporum isolate had a MIC of 0 .7 uL/mL and CFM 3 pL/mL In the
in vitro tests of the active film activity, the inhibition on the Penicillium crustosum
isolate stands out, which showed a greater sensitivity to the active film and
Fusarium oxysporum with lower sensitivity, when compared to the other fungal
isolates. It is concluded that OET has potential antifungal action against the
different species tested, and when added to a cellulose acetate film, it was
effective in fungal control, mainly against Fusarium oxysporum.

Key words: Active packaging, Filamentous fungi, Conservation
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1 Introducéo

Em qualquer segmento da industria de alimentos, a conservagédo dos
produtos e o fornecimento de alimentos seguros e de qualidade, sdo de
extrema importancia. E para que isso ocorra, € necessario que todo o processo
de industrializacdo seja monitorado, para que sejam evitadas contaminacdes
de origem bioldgica, quimica e fisica (MACWAN et al., 2016). A contaminagao
microbiana afeta diretamente a qualidade dos alimentos, comprometendo tanto
a seguranca como a conservacao, através do desenvolvimento de
microrganismos patogénicos e deteriorantes, respectivamente (ROBY et al.,
2013).

Quanto a contaminacao microbiana destaca-se os fungos, como agentes
contaminantes responsaveis por alteracdes indesejadas, causando perdas de
alimentos, em torno de 5 a 10%. Os fungos se desenvolvem em diversos
alimentos, como, leite e derivados, cereais, vegetais, frutas e carnes, causando
alteracbes como acidificacdo, descoloracdo, deterioracdo e sabores
indesejaveis (OLAGUNJU et al.,, 2018; GROOT, ABEE, BOKHORST-VAN,
2019). Podem apresentar risco a saude, devido a possivel presenca de
micotoxinas, que sdo metabdlitos secundarios produzidos por alguns fungos
(ZACARCHENCO et al., 2011), como aflatoxinas por Aspergillus (SOUZA et al.,
2017), fumosinas por Fusarium (FERREIRA, 2014), e ocratoxinas por
Aspergillus e Penicillium (PRADO, 2014).

A industria faz uso da implementacdo de métodos de controle como as
Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) e Andlise de Perigos e Pontos Criticos de
Controle (APPCC), com a finalidade de evitar qualquer tipo de contaminacgéo.
Além disso, é permitida pela legislacdo brasileira a utilizacdo de aditivos
alimentares da classe dos conservantes, mais especificamente com acéo
antifangica como sorbato de potassio e benzoato de sédio (MACWAN et al.,
2016; BRASIL, 2017; RIBEIRO et al., 2017).

Entretanto, nos Ultimos anos, as substancias naturais que demonstram
uma possivel acdo antimicrobiana, equivalente e até superior, quando
comparadas com 0s conservantes sintéticos, estdo cada vez mais, sendo
valorizadas no mercado (ALZOREKY, NAKAHARA, 2003). Dentre esses



13

compostos com acgdo antimicrobiana destacam-se os 0Oleos essenciais (OE),
substancias com potencial aplicacdo em alimentos e em embalagens, devido
ao fato de seus constituintes serem substancias bioativas de baixa toxicidade
(MIR et al., 2018).

Os OE sao metabdlitos secundarios produzidos pelas plantas, com a
finalidade de promover resisténcia a condicbes de variacdo climatica, ataque
de microrganismos e ataque de insetos (KAVOOSI, ROWSHAN, 2013). S&o
constituidos de compostos volateis, e também por substancias bioativas, que
concedem caracteristicas como atividade antioxidante e antimicrobiana
(SALGUEIRO, MARTINS, CORREIA, 2010).

Dentre os 6leos essenciais podemos citar o 6leo essencial de tomilho
(Thymus vulgaris) (OET) com uma eficacia interessante quanto a inibicdo de
bactérias patogénicas como Campylobacter jejuni, S. Enteritidis, E. coli, S.
aureus e L. monocytogenes (MANDAL, DEB-MANDAL 2016). Também foi
relatada acdo antifungica do OET (pela volatilizacdo de seus compostos) contra
Aspergillus spp., A. oryzae, A. brasiliensis, A. flavus (DOBRE, GAGIU, PETRU
2011).

Consequentemente, a aplicacdo de OE como conservante natural em
alimentos, tem sido considerada uma alternativa interessante aos aditivos
sintéticos. Entretanto, sua aplicacdo direta no alimento, como um ingrediente
poderia alterar caracteristicas sensoriais, desta forma, uma alternativa seria a
sua incorporagcdo em uma matriz polimérica biodegradavel, produzindo-se

assim, uma embalagem primaria biodegradavel com um componente ativo.

Entre os diversos polimeros biodegradaveis que vém sendo estudados,
esta o acetato de celulose (AC). E um dos derivados da celulose, com maior
importancia comercial devido as suas propriedades, dentre elas ser amorfo e
possibilitar a obtencdo de filmes transparentes e, com um custo relativamente
baixo (CERQUEIRA et al., 2009). O AC necessita de baixas temperaturas e se
destaca por sua versatilidade, podendo ser aplicado na forma de fibras, filmes
ou membranas (WU, 2014).
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Portanto, avaliar a capacidade antifingica de 6leos essenciais é uma
vertente de estudo promissora, devido a composicdo quimica e a acéo
antimicrobiana dos mesmos, ja relatados na literatura. No entanto, os OE
diferem quanto a composicdo quimica, bem como a resposta dos diferentes
microrganismos a um determinado OE, justificando o presente estudo sobre
acao antimicrobiana de OET frente a isolados fangicos, procedentes da

superficie de queijos.
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2 Objetivos
2.1 Geral

Avaliar a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de tomilho (Thymus
vulgaris) contra fungos isolados de alimentos, bem como avaliar seu potencial

como componente ativo em filme de acetato de celulose.
2.2 Especificos
¢ |solar e identificar fungos provenientes da superficie de queijos.

e Avaliar a atividade antifungica in vitro do 6leo essencial de Thymus vulgaris

frente aos isolados de alimentos.

e Determinar as concentracdes inibitérias minimas (CIM) e concentracfes

fungicidas minimas (CFM), do 6leo essencial de Thymus vulgaris.

e Desenvolver um filme ativo com acetato de celulose adicionado do 6leo

essencial de Thymus vulgaris.

e Avaliar a capacidade antifungica do filme de acetato de celulose adicionado

do 6leo essencial de Thymus vulgaris in vitro.
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3 Reviséo da literatura
3.1 Contaminagdo microbiana em alimentos

A producéo de um alimento seguro e de qualidade € o principal objetivo
das induastrias do setor alimenticio, sendo um parametro critico para a garantia
da saude publica (PLACHIKKATTU et al.,, 2021). Dentro desse contexto, a
contaminag&o por microrganismos (tanto fungos como bactérias) é considerada
um fator prejudicial a seguranca e qualidade do produto entregue ao
consumidor (MACWAN et al., 2016).

A contaminagdo de origem microbiana nos alimentos, esta diretamente
relacionada com a sobrevivéncia e multiplicacdo celular, e seu
desenvolvimento é facilitado através de processos de aquecimento e
refrigeracéo inadequados, bem como as condicdes de
estocagem/armazenamento. Sua origem, na maioria dos casos, € relacionada

ao manipulador e também a contaminacéo cruzada (FORSYTHE, 2013).

Além da implementacdo de programas de controle da qualidade como,
BPF (Boas Praticas de Fabricacdo) e APPCC (Andlise de Perigos e Pontos
Criticos de Controle), a industria de alimentos utiliza conservantes para garantir
a seguranca microbiolégica de seus produtos (CALO et al., 2015; MACWAN et
al., 2016). A utilizacdo dessas substancias quimicas sintéticas € permitida para
aplicacdo como aditivos alimentares, pois tem sua segurangca comprovada por
orgdos governamentais responsaveis, como a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria - ANVISA (BRASIL, 2017). No entanto, algumas industrias, como de
lacteos, podem também fazer uso de conservantes naturais como natamicina,
nisina e lisozima (BRASIL, 1996).

3.2 Fungos Filamentosos

Os fungos pertencem ao Reino Fungi (Dominio Eucarya), sdo seres
eucariontes, heterotréficos e estdo amplamente difundidos no ambiente (solo,
ar, dgua), sdo seres macro ou microscopicos, uni ou pluricelulares e cerca de
1,5 milhdo de espécies ja foram identificadas. Alguns fungos sdo utilizados

para fins culinarios, participam da fermentacao de alimentos (paes, vinho) e até
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mesmo com fins medicinais, entretanto, muitos sdo considerados parasitas,

causadores de doencas em plantas, animais e seres humanos (SOUZA, 2016).

Os fungos filamentosos tém a sua estrutura basica formada por
filamentos, denominados hifas, que agregados formam o micélio. O micélio
pode ser classificado em dois tipos, o vegetativo que tem como funcao
promover a fixagdo do fungo, e o micélio reprodutivo, que tem como funcao
propagar a reproducdo do fungo, através de esporos. Essa estrutura micelial
dos fungos filamentosos, € responsavel pelo aspecto caracteristico de cada
espécie e género, podendo ser cotonoso, gelatinoso e tmido (BUEE et al.,
2007).

Para a identificacdo dos fungos, € necessario ter como base suas
caracteristicas morfologicas, quanto ao tamanho, textura, bordas, pigmentacéo,
e relevo das coldnias (SOUZA, 2016). Na identificacdo morfolégica dos fungos
flamentosos € importante que as caracteristicas macroscépicas e
microscopicas sejam levadas em consideracdo, sendo as caracteristicas
microscépicas as que contém uma maior rigueza e importancia para a
identificacdo (SAMSON et al., 2010).

O Reino Fungi compreende 4 filos Chytrydiomycota, Zygomycota,
Basidiomycota e Ascomycota (FAIA, 2011). Os fungos pertencentes ao filo
Chytrydiomycota sdo semelhantes aos fungos superiores, contém somente
uma classe e possuem caracteristicas como estrutura cenocitica do talo e
conversdo do zigoto em esporangio de resisténcia (ZOTTARELLI, GOMES,
2007). Os fungos pertencentes ao filo Zygomycota possuem caracteristicas
como: micélio ndo septado, crescimento rapido e reproducao através dos
esporangioforos (reproducdo assexuada). A reproducdo sexuada e a presenca
de micélios septados sdo caracteristicas pertencentes a Filos mais
desenvolvidos como o Basidiomycota e Ascomycota (Penicillium, Aspergillus,
Fusarium), porém, paralelamente a reproducdo sexuada também pode
acontecer a reproducdo assexuada, através da producdo de esporos (FAIA,
2011).

Os fungos apresentam uma grande facilidade para se desenvolver em

substratos e condicbes em que outros microrganismos apresentam dificuldades
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como: atividade de agua (aw) reduzida (> 0,65 até < 0,99), pH reduzido < 3,0,
ampla faixa de temperatura inferior a 0 °C e superior a 40 °C, devido a sua

elevada capacidade de esporulacdo (MEDINA et al., 2006).

Na literatura, ha relatos de diversas espécies de fungos como agentes
deteriorantes de alimentos, dentre eles o queijo, devendo ser considerados
como riscos nos programas de garantia de qualidade e seguranca dos
alimentos, dentro das industrias desse setor (SOUZA, 2016). A contaminagao
de origem fungica é considerada um potencial problema de seguranca dos
alimentos, devido ao fato de que algumas espécies de fungos produzem
micotoxinas (KURE, SKAAR, BRENDEHAUG, 2004).

No contexto da contaminacdo de alimentos de origem lactea, os fungos
dos géneros Penicillium e Aspergillus sdo comumente mencionados como
agentes deteriorantes (BERNADI et al.,, 2021). Geralmente, os fungos
envolvidos no processo de deterioracdo tém origem no ambiente de producéao,
incluindo o ar, superficies de trabalho, matéria prima, equipamentos e
manipuladores (VACHEYROU et al., 2011).

3.2.1 Género Penicillium

Os fungos pertencentes ao género Penicillium, ganham destaque
guando se refere a contaminacao alimentar, sdo amplamente difundidos no
ambiente, estando presentes no ar, solo, vegetacdo em deterioracao, etc....
Entretanto, algumas espécies pertencentes a esse género apresentam um
valor particular como no caso de Penicillium notatum produtor do antibi6tico
penicilina e em nivel industrial ganham destague Penicillium camemberti e
Penicillium roqueforti que estdo associados ao processo produtivo de alguns
tipos de queijos (SOUZA, 2016).

O género Penicillium pertence ao Filo Ascomycota, Classe
Eurotomycetes, ordem Eurotiales e a familia Trichocomanaceae.
(HOUBRAKEN, SAMSON, 2011). Apresentam hifas septadas e reproducédo
assexuada, por meio de corpos de frutificacdo denominados conidios (RAMOS,
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2018). A estrutura morfologica do género Penicillium, pode ser observada na
Figura 1.

Figura 1- Morfologia do conidiéforo de Penicillium
Fonte: Monteiro (2012)

3.2.2 Género Aspergillus

O género Aspergillus, engloba mais de 260 espécies, pertence ao Filo
Ascomycota, Classe Eurotiomycetes, ordem Eurotiales e a familia
Aspergilaceae, € amplamente distribuido na natureza, sendo isolado com mais
facilidade de regides com climas tropicais. Em relacdo a sua morfologia, as
colonias apresentam bastante variacao principalmente na sua coloracdo, sendo
encontradas colénias com a coloracdo em verde, amarelo, branco, marrom,
preto e cinza (MONTEIRO, 2012). As caracteristicas morfolégicas podem ser

observadas na Figura 2.
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Figura 2- Morfologia do conidiéforo de Aspergillus
Fonte: Monteiro (2012)

O género Aspergillus apresenta impactos negativos e positivos. E
responsavel por causar diversas doencas em plantas e em produtos vegetais,
sendo Aspergilus niger, Aspergilus flavus, Aspergillus parasiticus, Aspergillus
achraceus e Aspergillus alliaceus causadores de patogénese, contaminando os
produtos em diferentes fases, desde a pré-colheita ao processamento e
manuseio (PERRONE et al., 2007). A ocorréncia de contaminacgao pelo género
Aspergillus é expressiva em graos de arroz, aveia, cevada, ervilha, feijao, milho
soja e amendoim (COSTA et al., 2020).

3.2.3 Género Fusarium

O género Fusarium apresenta uma diversidade fisiolégica e morfoldgica,
estando presente na grande maioria dos nichos ecossistémicos. A maioria das
espécies de Fusarium sdo habitantes comuns do solo, onde permanecem na
forma de micélio (KARLSSON et al., 2016). Esse género € classificado como
pertencente ao Filo Ascomycota, Classe Sordariomycetes, ordem Hypocreales,
Familia Nectriaceae (LAZAROTTO, 2013). A estrutura morfoldégica pode ser

observada na Figura 3.
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Figura 3-Estrutura morfolodgica do género Fusarium
Fonte: Santos (2020)

A importancia do género foi retratada por Dean et al. (2012), onde F.
oxysporum é associado entre 0os dez mais importantes patégenos, do ponto de
vista cientifico e econémico, devido ao fato de estar relacionado com diversas
enfermidades em diversas culturas como tomate, algoddo, e banana
(BARRETO, 2018), encontrados também em cereais como arroz, cevada,
sorgo e milho (SOUZA et al., 2017).

3.3 Oleos essenciais

Os dleos essenciais (OE), também chamados de 6Oleos volateis, 6leos
etéreos ou esséncias, podem ser definidos sob trés diferentes Gticas: quimica,
fisica e biolégica (BURT, 2004; SIMOES et al., 2010).

Fisicamente, os OE podem ser definidos como liquido viscoso, lipofilico
de natureza volatil (BURT, 2004). Sua definicdo como 6leo esta restrita as

propriedades fisicas (viscosidade, translucidez, imiscibilidade em agua) dessa
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classe de compostos, porém, ndo devem ser confundidos com lipideos
(SIMOES et al, 2010).

Do ponto de vista da perspectiva quimica, os OE podem ser retratados
como uma mistura complexa de substancias volateis, sendo majoritariamente,
compostos por terpendides como os monoterpenos (C10), sesquiterpenos
(C15), e também fenilpropenos. Apresentam uma variacao, principalmente, nas
funcBes organicas presentes em suas cadeias (alcoois, acidos, cetonas,
ésteres, aminas, sulfatos e aldeidos) (CALO et al., 2015). Diferentes terpenos
principalmente, diterpenos (Cz20) também foram apontados como constituintes
dos OE (BERNARDI et al., 2021).

Dentro da dtica biologica, os OE sao definidos como substancias
derivadas do metabolismo secundario da planta. Garantem a sobrevivéncia as
condigBes adversas como a falta de nutrientes, estresse hidrico, mudancas
abruptas de temperatura e também protegem o vegetal de ataques de
patdgenos e herbivoros. Além de exercer funcbes defensivas, os OE também
desempenham um papel importante na atracdo de agentes polinizadores
(ANDRADE et al.,, 2014). Também podem atuar em reacdes oxidativas,
exercendo a funcdo de antioxidante, doando um hidrogénio, especialmente na
presenca de luz (EVANS, 2009).

A obtencdo dos OE pode ser a partir de qualquer estrutura do vegetal
(flores, cascas, folhas, frutos, raizes). Sua extracdo pode ser realizada por
diversos métodos como extracdo por solventes organicos, extracdo com fluido
supercritico, e a hidrodestilacdo sendo este ultimo o método mais utilizado,
pelo fato de apresentar como grande vantagem a nao utilizacdo de solventes
gue podem gerar alguma toxicidade (SILVEIRA et al., 2012; ANDRADE et al.,
2014).

3.3.1 Aplicacao de 6leos essenciais na area de alimentos

Nos ultimos anos, a industria de alimentos vem demonstrando um
grande interesse na utilizacdo de compostos com menor impacto ambiental,

dentre eles, extratos de origem vegetal estdo ganhando mais espaco,
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principalmente como agente antimicrobiano (HABERBECK 2011; MENEZES,
2016). Além disso, nos ultimos anos os consumidores estdo gerando uma nova
tendéncia no mercado, através da reducdo do consumo de produtos
produzidos com substancias sintéticas, aumentando a procura por produtos
mais naturais (SILVA, 2014). Nesse contexto, a utilizacdo dos OE de plantas e
especiarias tem conquistado certo destaque, tornando-se o foco de estudos
sobre sua composicao e atividade biologica (MENEZES, 2016).

Diversos estudos relatam que, os OE possuem propriedades bactericida,
fungicida, analgésica, sedativa, anti-inflamatoria e também antioxidante
(PAGANINI, 2017). As possibilidades de aplicagdo dos OE em alimentos sé&o
diversas, principalmente pelo fato de ser considerado um composto geralmente
seguro GRAS (Generally Recognizd As Safe) pelo FDA (Food and Drug
Administration) (FDA, 2016).

Entre os OE que podem ser utilizados pelas indastrias do setor
alimenticio, esta o 6leo essencial de tomilho (Thymus vulgaris). Este OE pode
ser aplicado como intensificador de sabor, além de atividade antioxidante e
antimicrobiana, caracteristicas ja reladas na literatura (MANDAL, DEB-
MANDAL, 2016).

3.3.1.2 Oleo essencial de tomilho (Thymus vulgaris)

O tomilho é um subarbusto perene de caule lenhoso e, com uma
estimativa de ciclo de vida entre 10 e 15 anos. A planta adulta pode ter 25 cm
de altura, suas folhas sem pedunculo tém 6-12 mm de comprimento e séo
ovais, seu periodo de floracdo € de junho a julho (MANDAL, DEB-MANDAL
2016).

E uma planta originada na regido do mediterraneo, condimentar,
medicinal, aromatica, pertence a familia Lamiaceae e o género Thymus contém
215 espécies. E cultivado em todo o mundo, e sua reproducéo pode ser feita
através de sementes, partes vegetativas e também por estacas da raiz.
(MANDAL, DEB-MANDAL, 2016).
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Na medicina tradicional, o tomilho é amplamente utilizado em chas e
infusdes, por conter compostos bioativos assim como, 0s constituintes
presentes no Oleo essencial de tomilho (OET), tais como flavonoides, acidos
fendlicos, timol e carvacrol. Esses compostos possuem atividade antioxidante,
antimicrobiana, expectorante, entre outros. Algumas pesquisas relatam que
alguns compostos fendlicos presentes no OET, reagem diretamente com os
radicais livres e inibem a peroxidacédo lipidica nos alimentos (KHAZDAIR,
ANAEIGOUDARI, MOHEBBATI, 2018).

A acdo antimicrobiana do OET torna-o um importante candidato para
utilizacdo como agente antimicrobiano alternativo, especialmente frente a
patégenos fungicos que apresentam resisténcia a farmacos como fluconazol,
anfotericina B e equinocandinas (BURT, 2004). O OET possui na sua
composicdo [B-cariofileno, p-cimeno, timol, carvacrol e y-terpineno (BURT,
2004; BORUGA et al., 2014).

Yaagoubi et al. (2021), realizaram um levantamento em diversos estudos
sobre a composicao quimica e atividade biolégica do 6leo essencial de tomilho
de diversas espécies, esse levantamento inclui a espécie Thymus vulgaris,
demonstrando uma variagdo na concentracdo de seus compostos majoritarios
sendo eles carvacrol (70,97% a 81,29%), timol (35,87% a 47,49%), y-terpineno
5,89% a 12,86%) e p-cimeno (3,89% a 24,13%).

Muitos estudos demonstraram a atividade antimicrobiana do OET, como
Oliveira et al. (2020), que relataram a atividade antifingica do OET, contra
Aspergillus flavus. Nguefack et al. (2009), observaram o potencial de aplicacao
do OET como conservante em alimentos, com a inibicdo de Aspergillus
ochraceus, Penicillium expansum e Penicillium verrucosum e Burt e Reinders
(2003) relatam atividade bactericida e bacteriostatica de OET contra E. coli
0O157:H7. O efeito do timol, um dos principais componentes do OET, como

inibidor do efeito fungico foi relatado por Souza et al (2004).
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3.4 Embalagens ativas

As embalagens exercem trés principais fungdes, quando se trata de
alimentos: conter o alimento, proteger de degradacdes de origem microbiana
ou fisica, garantir a preservacdo das caracteristicas sensoriais e a seguranca
(BARSKA, WYRWA, 2016; GHAANI et al., 2016). Entretanto, nos ultimos anos,
a embalagem passou a cumprir mais fungbes além das denominadas como
bésicas, a partir do desenvolvimento de embalagens mais interativas,
classificadas como embalagens inteligentes e também embalagens ativas.
Desta forma, atende as expectativas do consumidor quanto ao aumento da
vida util e visualizacdo da qualidade dos produtos alimenticios embalados
(DOBRUCKA, CIERPISZEWSKI, 2014).

As embalagens ativas consistem na interagcdo da mesma com o produto,
a fim de se evitar que ocorra alguma alteracdo indesejavel, através da
absorcdo ou emissao de substancias que interagem com o ambiente interno da
embalagem (LOPES et al., 2014; DANNENBERG et al., 2017; BHARGAVA et
al., 2020). E com o intuito de reduzir danos causados pelo desenvolvimento de
microrganismos, algumas pesquisas propde a utilizacdo, em embalagens, de
substancias com propriedades antimicrobianas, como acidos, sais, enzimas,
bacteriocinas e também Gleos essenciais (PINTADO et al., 2010; LOPES et al.,
2014).

Os componentes ativos podem ser incorporados ao material constituinte
da embalagem e liberados, gradativamente, durante o periodo de
armazenamento, além disso, também podem estar presentes de forma
separada da embalagem, como em sachés (LOPES et al., 2014; RIBEIRO et
al., 2017).

Em um estudo realizado por Dannenberg et al. (2017), constataram que
a utilizacao do acetato de celulose como matriz polimérica para a producéo de
filmes ativos € promissora. Uma vez que a solucdo polimérica é formada em
baixas temperaturas, evitando a volatilizacdo dos compostos do OE, quando o
mesmo for utilizado como componente ativo. Além disso, nesse estudo também

foi evidenciado que o filme formado por essa matriz polimérica tem a
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capacidade de liberagcdo gradativa do componente ativo em diferentes meios

de aplicacao (liquido, sélido, micro atmosfera).

Dentre os derivados obtidos da celulose, o acetato de celulose, € o de
maior importancia econdémica e industrial, sendo amplamente utilizado em
diversas atividades como: componente de revestimentos, membranas e
principalmente, como filtro de cigarro (BRUM et al., 2012). O polimero formado
através do acetato de celulose apresenta uma grande aplicabilidade comercial,
pela formacé@o de um filme transparente, com um baixo custo, e também pela
sua versatilidade de formatacdo, podendo ser moldado em forma de

membrana, fibras e também filmes plasticos (WU, 2014).

3.5 Acetato de celulose

O acetato de celulose (AC) é um material que vem ganhado destague no
setor de embalagens por conta das suas diversas aplicabilidades, filtros, fibras
e membranas (PAGANINI, 2017). E produzido através da reacgdo de
esterificacdo da celulose pela substituicdo dos grupos hidroxila por grupos
acetila. O numero médio de grupos acetila por unidade glicosidica €
denominado grau de substituicio (ENDRES, SIEBERT-RATHS, 2011). A

estrutura do AC pode ser observada na Figura 4.
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Figura 4- Reacgéo para obtencéo do AC tri-substituido
Fonte: Paganini (2017)

As propriedades e aplicacbes do AC sdo denominadas pelo grau de

substituicdo, que vai influenciar principalmente na sua solubilidade e
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compatibilidade, que consequentemente influenciam as suas propriedades
guimicas, mecanicas e fisicas. O AC é classificado como GRAS, € um produto
amorfo, podendo ser encontrado na forma de pd, ou em flocos. Nao apresenta
toxicidade, é inodoro, insipido, ndo inflaméavel, apresenta alta resisténcia ao
calor (ENDRES, SIEBERT-RATHS, 2011).

O AC ¢é considerado um biopolimero, entretanto, a sua
biodegradabilidade € influenciada pelo grau de substituicdo, ou seja, quanto
maior o grau de substituicdo menor a biodegradacdo do AC. A degradacéo do
AC devido a presenca dos grupos acetila, requer a presenca de enzimas
esterases, normalmente produzidas por microrganismos (PULS, WILSON,
HOLTER 2011)
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4 Material e Métodos
4.10leo essencial

O 6leo essencial de Tomilho (OET), utilizado no experimento foi obtido,
comercialmente, pela empresa Ferquima/Brasil, com CAS Number: 8007-46-3
INCI. O OET é extraido de flores e folhas por extracdo a vapor e apresenta
como compostos majoritarios. Timol= 50%, p-cimeno= 30%, y-terpineno= 6%,

conforme especificacbes do fornecedor (Tabela 7 - Anexo A).

4.2 Isolamentos de fungos

Trés amostras de queijos (pedacos) foram adquiridas no comércio local
em supermercados (2) e feiras (1), com 20 dias e 10 dias de maturacéo,
respectivamente, conforme informacéo dos fornecedores. Foram mantidas sob
as condi¢des ideais, para seu consumo e armazenamento, e ndo as condi¢cées
favoraveis ao desenvolvimento de fungos. ApOs alguns dias (5-7 dias), foi
possivel observar crescimento fungico na superficie (casca) dos queijos,

procedendo-se entdo, o isolamento.

A metodologia utilizada para isolamento de fungos do alimento consistiu
de isolamento direto do material contaminado para placas de petri com Agar
Batata Dextrose (BDA), segundo Silva (2011).

A transferéncia de estruturas dos fungos, foi viabilizada com o auxilio de
swab esterilizado e embebido em solucdo salina (0,85%), foi realizado um
esfregaco sobre a superficie do queijo com crescimento fangico, que se
apresentava mais uniforme. O material coletado foi transferido para a superficie

de BDA em placa de petri, seguindo a incubacéo a 25 °C por 5 dias.

4.3 ldentificagcdo macroscoépica dos isolados fungicos

Apoés 5 dias de incubacdo, foram observadas algumas caracteristicas
morfologicas dos isolados como a textura da colonia (algodonosa, aveludada,
granular), topografia da colénia (rugosa, umbilicada, verrugosa) coloracao,

margem, coloragdo do verso e reverso. Essas caracteristicas observadas foram
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utilizadas como orientagéo para a identificagdo dos isolados e ndo como critério
absoluto (CORREA, 2003).

4.4 Identificagcd@o microscopica dos isolados fungicos

Para a identificacdo fenotipica, em nivel de género dos isolados, foi
realizada uma observacdo microscopica das estruturas morfologicas. As
caracteristicas utilizadas para a identificagcdo foram a septacdo das hifas do

micélio, a estrutura que da origem aos conidios e o tipo de conidios.

A analise foi realizada através da coleta de uma alcada da colbénia, em
agar BDA, depositada sob uma lamina de vidro, e sobre o material foi
adicionada uma gota de azul de metileno (1g/L em acido latico 88%). Apds,
uma laminula foi sobreposta sobre o material, e na sequéncia visualizacdo em

microscopio Optico, com ampliacéo total de 200x, 400x e 1000x.

4.5 Identificagcdo molecular dos isolados fungicos

Para a identificacdo molecular os isolados foram inoculados em BDA e

incubados por 5 dias a 25 °C, para ativacao celular.

A identificacdo dos fungos foi realizada pela Empresa Neoprospecta
(Neoprospecta Microbiome Technologies, Brasil), utilizando o sequenciamento
de alto desempenho da regido ITS. Foi realizada a amplificacdo para a regido
ITS, utilizando primer, ITS1 (GAACCWGCGGARGGATCA) (SCHMIDT et al.,
2013) e primer, ITS2 (GCTGCGTTCTTCATCGATGC) (WHITE et al., 1990). O
sequenciamento foi realizado através do equipamento MiSeq Sequencing
System (lllumina Inc., USA). As sequéncias foram analisadas por meio do
pipeline Sentinel. No pipeline Sentinel os arquivos fastg foram avaliados quanto
a qualidade Phred (QP) usando o programa FastQC v.0.11.8 (ANDREWS,
2010).
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4.7 Atividade antifungica
4.7.1 Preparo do indculo

O preparo do indculo fungico para os testes de atividade antifangica foi
realizado conforme as metodologias descritas por Gurgel et al. (2005) e
Fontenelle et al. (2007), com adaptacbes. Primeiramente, os isolados foram
estriados, com auxilio de uma al¢a, na superficie de BDA e incubadas a 25 °C,
por 5 dias. Apds esse periodo de cinco dias de incubacao, os cultivos fungicos
foram cobertos com 2 mL de solucéo salina esterilizada e com auxilio de alca
microbiolégica foram realizadas raspagens da superficie de cada cultura, a fim
de obter uma suspensao livre de fragmentos do meio de cultura. As
suspensdes foram transferidas para tubos de ensaio esterilizados e, em
seguida, deixados em repouso a 28 °C por 5 minutos. O sobrenadante destas
suspensdes foi utilizado para obtencdo de um ind6culo, padronizado em
aproximadamente, 108 UFC. mL* através da adicdo de solucdo salina e

correspondente a 0,5 da escala de Mac Farland.

4.7.2 Difusdo em agar

A metodologia para avaliar a atividade antifingica atraves da difusdo em
agar, seguiu conforme descrito por Fontenelle et al. (2007). Um pog¢o com
diametro de 6 mm foi feito no agar BDA, no centro de cada placa de petri
(90mm de diametro), posteriormente, cada inéculo previamente padronizado
(108 UFC. mL1), foi espalhado na superficie do dgar com o auxilio de swab
esterilizado. Em cada poco foi adicionado 50 pL do OET, apés as placas foram
incubadas a 25 °C e as leituras foram feitas nos 3 primeiros dias de incubacéao.
O diametro da zona de inibicdo ao redor do poco foi medido em quatro zonas
radiais com o0 uso de um paquimetro, e expresso em milimetros (mm). Como
controle, foi utilizada solucdo salina esterilizada. Foi considerada uma acao
antifingica satisfatoria a presenca de zona de inibicdo igual ou superior a 10
mm, de acordo com Fontenelle et al. (2007). A analise foi realizada em triplicata

para cada isolado.
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4.7.3 Micro-atmosfera

A analise da acdo antifungica do OET por micro-atmosfera seguiu a
metodologia proposta por Delespaul et al. (2011). Em placas de petri (90 mm
de diametro), o inéculo padronizado em 108 UFC. mL* foi espalhado no agar
BDA com auxilio de swab. Posteriormente, na tampa de cada placa foi
adicionado um disco de papel filtro de 6 mm de didmetro previamente
esterilizado, e adicionado 10 pyL do OET. As placas foram incubadas invertidas
a 28 °C e as leituras foram feitas em 3 dias de incubag&o. O diametro da zona
de inibicdo foi medido em quatro zonas radiais com o uso de um paquimetro e
expresso milimetros (mm). Como controle foi utilizado solucdo salina
esterilizada. Foi considerada uma acao antifingica satisfatoria a presenca de
zona de inibigcdo igual ou superior a 10 mm de acordo com Fontenelle et al.

(2007). A andlise foi realizada em triplicata para cada isolado.

4.7.4 Concentracdo inibitéria minima (CIM) e Concentracdo fungicida
minima (CFM)

A CIM e a CFM foram determinadas através da metodologia descrita por
Gakuubi, Maina e Wagacha (2017), com algumas modificacdes. Placas de petri
com BDA foram inoculadas com cada um dos isolados e cepa padréo, sendo
incubadas a 28 °C por 7 dias. ApOs esse periodo de incubacdo, pequenos
discos com 6 mm de diametro foram cortados assepticamente, com o auxilio de

uma broca de cortica, para uso na sequéncia

Para a andlise da CIM, o OET foi adicionado ao BDA, apds o seu
preparo (meio fundido e resfriado a + 45 °C). Foram testadas concentracdes
entre 1uL /mL e 0,6 yL /mL de OET, juntamente com 0,5% (v/v) de tween 80.
Em cada placa de petri, foram vertidos 20 mL de meio contendo OET. Apos a
solidificagédo do BDA, pogos de 6 mm de diametro foram feitos no centro de
cada placa, onde os discos contendo os inéculos foram colocados e incubados
a 25 °C por 4 dias, sendo as leituras realizadas todos os dias. Para controle,

foram utilizadas placas de BDA sem a adicdo do OET. O crescimento micelial
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dos isolados foi medido com o auxilio de um paquimetro e expresso em

milimetros (mm).

Os resultados foram calculados, conforme a inibigdo do crescimento
micelial, descrito na Equacdo 1 abaixo, onde dc é o diametro do crescimento
micelial da cultura controle e dt é o diametro do crescimento micelial da cultura
com o OET. Foi considerada como CIM a concentracéo que inibiu em 100% o
crescimento micelial. As andlises foram realizadas em triplicatas, para cada

concentracéo testada.

X100 1)

Para a determinacdo da CFM, discos dos isolados (que tiveram o seu
crescimento micelial inibido em 100%, no teste da CIM), foram transferidos
para uma nova placa de petri contendo BDA (com um poco no centro da placa
para receber o disco com o isolado flungico) e em seguida as placas foram
incubadas a 28 °C por 72 horas. Foi considerada como CFM, a concentracdo
na qual os isolados mesmo depois de terem 0 seu crescimento micelial afetado
pela CIM, ndo se desenvolveram no novo meio de cultura, apés 72 horas de

incubacéo.

4.8 Elaboracéo do Filme de acetato de celulose (AC)

O filme de acetato de celulose foi elaborado a partir de uma solucéo
filmogénica (SF) formada por AC em acetona (3% m/v). A adicdo do OET foi
feita levando em consideracdo a CFM de cada isolado. A metodologia seguida,
foi a descrita por Dannenberg et al. (2017), com modificacdes especificadas a

sequir.

Em um béquer foi adicionado o volume necesséario de acetona, e
posteriormente o AC, sendo a SF homogeneizada em ultra-turrax (15.000
rpm/10minutos) mantida em banho de gelo. Apés o OET foi adicionado, e a SF
foi homogeneizada nas mesmas condicdes, por mais 2 minutos.
Posteriormente, a SF foi distribuida em placas de petri com 60 mm de
didmetro, em cada placa foi adicionado 6 mL de SF. A secagem da SF foi feita
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em estufa com circulagao de ar a 25 °C, as placas foram mantidas fechadas, e
no interior da estufa foram distribuidos frascos contendo silica com a finalidade

de controlar a umidade, o periodo de secagem foi de 24 horas.

4.8.1 Atividade antifungica do filme

A atividade antifangica do filme ativo foi avaliada por difusdo em agar, de
forma similar a técnica de disco difusao (CLSI, 2019). Os filmes foram cortados
assepticamente em discos de 6 mm de diametro, posteriormente os discos
foram depositados em placas com BDA ja inoculadas com os isolados,
previamente padronizados (108 UFC.mL™1). As placas foram incubadas a 28 °C
por 5 dias. O diametro da zona de inibigdo ao redor dos discos foi medido em
quatro zonas radiais com o uso de um paquimetro e expresso em milimetros
(mm), no periodo de 3 e 5 dias de incubacdo. Como controle foi utilizado um
filme elaborado sem a adicdo do OET. Foi considerada uma acéo antifingica
satisfatoria a presenca de zona de inibicdo igual ou superior a 10 mm de
acordo com Fontenelle et al. (2007). A analise foi realizada em triplicata, para

cada isolado.

4.9 Analise estatistica
Os resultados obtidos foram submetidos a andlise de variancia através

da ANOVA e pés teste Tukey p<0,05 com o programa Graphpad verséo 8.0.1.
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5 Resultados e Discusséao
5.1lsolamento e caracterizacdo dos isolados

A utilizacdo do método de isolamento direto apresentou como principal
vantagem a diminuicdo da probabilidade de contaminac&o das coldnias, visto
que nado ocorre a homogeneizacdo da amostra e a coleta é feita de forma mais
assertiva. Com base nas caracteristicas macroscépicas e microscopicas
observadas nos isolados, foi presumido que um isolado pertencia ao género
Penicillium (QCP1), um isolado ao género Aspergillus (QCA2) e um isolado

pertencente ao género Fusarium (QAF1).

Para o isolado QCP1, as caracteristicas macroscopicas observadas da
colénia foram coloracdo verde azulada, rebordo esbranquicado, textura

aveludada e topografia rugosa, conforme apresentado na Figura 5.

Figura 5- Crescimento do isolado fingico do género Penicilium (QCP1l) em agar BDA,
procedente da superficie de queijo.

As colbnias que representam o isolado QCA1, apresentaram coloracéo

verde limdo, textura aveludada e rebordo esbranquigcado, conforme a Figura 6.
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Figura 6- Crescimento do isolado fungico do género Aspergillus (QCAl) em agar BDA,
procedente da superficie de queijo.

Para caracterizacdo do isolado QAF1, a colbnia apresentou coloragéo
esbranquicada e reverso roxo, textura algodonosa e topografia umbilicada,

conforme Figura 7.

Figura 7- Crescimento do isolado fungico do género Fusarium (QFA1l) em agar BDA,
procedente da superficie de queijo.

5.1.1 Caracterizagdo microscopica dos isolados fungicos

Através da analise microscOpica, as imagens obtidas possibilitaram
identificar as estruturas morfolégicas dos isolados e, consequentemente
realizar a identificacdo em nivel de género. Com base nas estruturas
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observadas, foi possivel identificar o isolado QCP1 como pertencente ao

género Penicillium, conforme Figura 8 e 9.

Figura 8 - Micrografia por microscopia 6ptica do isolado fungico género Penicillium (QCPI),
procedente da superficie de queijo (ampliacao total de 400X).

Figura 9 - Micrografia por microscopia 6ptica do isolado fungico género Penicillium (QCPI),
procedente da superficie de queijo (ampliacao total de 1.000X).



37

A andlise microscoOpica realizada para o isolado QCA2, possibilitou a
identificacdo de estruturas morfoldgicas carateristicas ao género Aspergillus,

conforme a Figura 10 e 11.

Figura 10- Micrografia por microscopia 6ptica do isolado fungico, género Aspergillus
(QCA2), procedente da superficie de queijo (ampliacdo total de 200X).
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Figura 11- Micrografia por microscopia Optica do isolado fungico, género Aspergillus (QCA2),
procedente da superficie de queijo (ampliacdo total de 1.000X).

A analise microscopica realizada com o isolado QAF1 possibilitou a
identificacdo de estruturas morfolégicas caracteristicas do género Fusarium,

conforme Figura 12 e 13.
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Figura 12- Micrografia por microscopia Optica do isolado flngico, género Fusarium (QAF1),
procedente da superficie de queijo (ampliacdo total de 200X).

W

Figura 13- Micrografia por microscopia oOptica do isolado fungico, género Fusarium (QAF1),
procedente da superficie de queijo (ampliagao total de 1000X).
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5.1.3 Caracterizacdo molecular dos isolados fungicos

A andlise molecular realizada forneceu a confirmagdo dos géneros
identificados pela analise microscopica para todos os isolados (exceto QAF1),
além da identificacdo da espécie a que pertence cada isolado. Os trés isolados
fazem parte do Reino Fungi/ Filo Ascomycota, pertencentes as seguintes
espécies: QCP1 identificado como Penicillium crustosum, QCA2 como
Aspergillus flavus, porém o isolado fungico QAF1, ndo apresentou uma
identificacdo precisa, apresentando caracteristicas para Fusarium oxysporum/
Geotrichum candidum, conforme Tabelal.

O isolado QCP1 - Penicillium crustosum apresentou 100% de
compatibilidade com 53 isolados cadastrados no Genbank®. O isolado de
QCA2 - Aspergillus flavus apresentou compatibilidade de 100% com 70
isolados depositados no Genbank®, ja o isolado QAF1- apresentou
compatibilidade de 51,02% com 63 isolados depositados no Genbank® para a
espécie Fusarium oxysporum e de 48,98% de compatibilidade com 14 isolados
depositados no Genbank® para a espécie Geotrichum candidum. Assim,
seguiu-se o estudo identificando QAF1 - Fusarium oxysporum, apos testes de

purificacdo em agar e analises microscopicas.

Tabela 1- Identificacdo molecular (nUmero de acesso Genbank) e respectiva classificacéo
taxonbmica dos isolados fangicos, pertencentes ao Filo Ascomycota, procedentes de queijos

Isolado Classe Ordem Familia Género Espécie  Numero de
acesso
QCP1 Eurotiomycetes Eurotiales Aspergilaceae  Penicillium  crustosum  MT582770
QCA2 Eurotiomycetes Eurotiales Aspergilaceae  Aspergillus flavus Mz317324
QAF1 Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Fusarium oxysporum MZ224479

QAF1 Saccaromycetes Saccaromycetales Dipodascaceae Geotrichum candidum MN913466

5.2 Atividade antifungica do OET in vitro
5.2.1 Difusao em agar

O OET demonstrou atividade antifingica contra todos os isolados

testados nesse estudo, conforme resultados apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2 - Atividade antifingica do 6leo essencial de tomilho (OET), pela técnica de difusdo em
agar.

Zona de inibi¢do (mm)

Isolados/Fungos

Dia 1 Dia 2 Dia 3
Penicillium crustosum/ QCP1 41,0 + 0,287 23,0+ 0,180 23,0+ 0,1Cb
Aspergillus flavus/ QCA2 44,0 + 1,21 A= 44,0 + 1,214 44,0 + 1,21 A=
Fusarium oxysporum/ QAF1 0,0+ 0,08 40,0 + 3,54 A2 37,0 + 3,59 8

Resultados expressos como média (n=3) + DP: desvio padrdo; sobrescritos (“E€)
diferentes em cada coluna indicam diferenca significativa (P<0,05), pelo teste de
Tukey; sobescritos (%) diferentes em cada linha indicam diferenca significativa
(P<0,05), pelo teste de Tukey.

Em relagdo ao isolado Penicillium crustosum/ QCP1 foi observada uma
diminuicdo da atividade do OET, através da diminuicdo da zona de inibicéo,

gue passou de 41 mm para 23 mm do primeiro para o segundo dia de andlise.

A acédo do OET frente ao isolado Aspergillus flavus/ QAC2, demonstrou
uma maior estabilidade tendo em vista que as zonas de inibicdo permaneceram
sem alteracdo ao longo do periodo de andlise (44,1 mm). Para o isolado
Fusarium oxysporum/ QAF1 foi observado também uma diminuicdo da
atividade do OET, em consequéncia da reducdo da zona de inibigdo (40 mm

para 37 mm), no periodo de observacdo, porém néo diferiu estatisticamente.

No primeiro dia de analise foi identificada uma diferenca significativa
(p<0,05) na inibicdo do crescimento de Penicillium crustosum/ QCP1 e
Aspergillus flavus/ QAF2. Ja no segundo dia de andlise, houve diferenca
significativa na inibicdo do crescimento de Penicillium crustosum/ QCP1 e os
demais fungos. No terceiro dia de leitura, a inibigdo do crescimento micelial dos
isolados Penicillium crustosum/ QCP1- e Fusarium Oxysporum/ QAF1

apresentou diferenca significativa entre os demais isolados.

Entretanto, mesmo com diferencas significavas na inibicdo do
crescimento entre os fungos durante o periodo de analise, foi possivel
constatar que o OET exerceu atividade antifungica frente a todos os isolados,
considerando como critério a zona de inibicAo superior a 10 mm, para

caracterizar a agdo antifungica.

Em um estudo realizado por Silva e Rangel (2010), a atividade

antimicrobiana do extrato etandlico de Thymus vulgaris foi avaliada pelo
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método de difusdo em &gar, em trés concentracbes diferentes (50 mg/mL,
100mg/mL e 200mg/mL), frente a Candida albicans, Candida glabrata, Candida
parapsilosis, Cryptococcus neoformans. A acao antifingica foi considerada em
zonas com diametro superior a 10 mm, sendo essa acgdo observada na
concentracdo de 50 mg/mL somente para a Candida glabrata. Frente aos
demais fungos o extrato ndo apresentou acao antifingica. Nesse estudo a acéo
do extrato também foi avaliada frente a bactérias como Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis, nas
mesmas concentragbes e a acdo antimicrobiana foi observada nas
concentracfes de 50 mg/mL, 100 mg/mL e 200 mg/mL para Staphylococcus
aureus, para todas as outras bactérias o extrato ndo apresentou inibicao

suficiente.

Mota et al. (2012), testaram OET contra oito isolados de Rhizopus
oryzae pelo método de agar difusdo e, identificaram acdo antifungica do OET,
através da variacdo na zona de inibicdo de 28 mm a 38 mm. Apesar de nao
pertencer a mesma espécie dos isolados do presente estudo, demonstra a

importancia do OET na acéao antifungica.

5.2.2Micro-atmosfera

Com relacdo aos resultados obtidos para a acdo antifungica do OET,
através da técnica de micro-atmosfera, todos os fungos testados apresentaram

sensibilidade ao OET, conforme resultados apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3 - Atividade antifiingica do oleo essencial de tomilho (OET), pela técnica de micro-
atmosfera.

Zona de inibicdo (mm)

Isolados/Fungos

Dia 1 Dia 2 Dia 3
Penicillium crustosum/ QCP1 0,0+0,08b 55,0+ 1,042 55,0+ 1,042
Aspergillus flavus/ QCA2 44,0+0,82%2  44,0+0,82%2 44,0+ 0,824
Fusarium oxysporum/ QAF1 0,0+£0,08p 49,0+ 0,367 49,0+ 0,364

Resultados expressos como média (n=3) + DP: desvio padrdo; sobrescrito (&)
diferentes em cada coluna indicam diferenca significativa (P<0,05), pelo teste de
Tukey; sobescritos diferentes em cada linha (?°) indicam diferenca significativa
(P<0,05), pelo teste de Tukey.

Dentre os resultados obtidos destaca-se a acdo antifungica do OET
frente ao isolado Penicillium crustosum/ QCP1 que apresentou uma maior

sensibilidade, com uma zona maior de inibigdo (55 mm).

Com os resultados coletados foi possivel observar que no primeiro dia
de andlise Aspergillus flavus/QCA2 foi o unico fungo a apresentar crescimento
e, consequentemente apresentou diferenca significativa na zona de inibicdo do
crescimento, quando comparado aos demais fungos. No segundo e terceiro dia
de andlise, a zona de inibicdo se manteve, ndo apresentando diferenca

significativa entre a inibicdo do crescimento micelial dos demais fungos.

Em um estudo realizado por Kumar et al. (2008), foi relatada acéo
antifangica do OET em condicBes de micro-atmosfera frente a diferentes
espécies de Aspergillus. Foram obtidas zonas de inibicdo de 55 mm contra A.
oryzae, 70 mm para A. brasiliensis, e 62 mm de inibicdo para A. flavus. J4 em
um estudo realizado por Santos et al. (2018) onde foi testado o efeito
antifangico do O6leo essencial de tomilho branco frente aos isolados de
Aspergillus sp. e de Fusarium sp., observaram zonas de inibicdo de 70 e 86

mm, respectivamente.

Os resultados obtidos demonstram que a aplicacdo do OET, de forma
gque o mesmo nao tenha contato direto com a superficie contaminada, pode
exercer uma acao antimicrobiana expressiva, devido a volatilizacdo de seus
compostos. As zonas de inibicdo obtidas no teste de micro-atmosfera variaram
de 44 mm a 55 mm, e os resultados obtidos no teste de difusdo em agar
variaram de 23 mm a 44 mm. Levando em consideracdo que as concentracoes

utilizadas foram diferentes (10 pL e 50 pL, respectivamente, para ambos 0s
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métodos), pode-se dizer que o desempenho antifungico do OET foi superior

pela técnica de micro-atmosfera.

Portanto, ao comparar os resultados obtidos com ambas as técnicas
(difusdo em agar e micro-atmosfera), € possivel constatar que a aplicacao do
OET com o foco na sua acao antifungica, € favorecida quando a volatilizacédo
de seus compostos é facilitada, sendo necesséaria uma concentracdo menor de
OE para que a atividade de inibicdo seja satisfatéria (zona de inibicdo = 10

mm).

5.2.3Concentracao inibitéria minima (CIM) e concentracdo fungicida
minima (CFM)

Para a determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) os
isolados foram testatos frente as concentracbes de 0,6 uL, 0,7 uL, 0,8 pL, 0,9
puL e 1,0 uL do OET, iniciando da menor para a maior concentracdo, sendo os
resultados da CIM obtidos a partir de testes realizados em triplicata. Os

resultados para a CIM podem ser observados na Tabela 4.
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Tabela 4- Concentracao inibitéria minima (CIM) e Concentracéo fungicida minima (CFM) do
Oleo essencial de tomilho (OET), frente aos isolados fungicos.

Concentracéao Penicillium Aspergillus Fusarium
crustosum/ QCP1 flavus/QCA2 oxysporum/ QAF1
CIM (uL) 1,0 0,8 0,7
CFEM (L) 3,0 4,0 3,0

CIM: Concentracao Inibitéria Minima; CFM: Concentracado Fungicida Minima

Para o isolado Penicillium crustosum/QCP1 foi observada a
concentracéo de 1 pL, como a menor concentracdo capaz de inibir em 100% o
crescimento micelial, ao final do quarto dia de andlise. As demais
concentracfes testadas, 0,7 yuL e 0,8 pL apresentaram inibicdo de 88,89% e
74,07% respectivamente, ao final do quarto dia de analise. Para o isolado
Aspergillus flavus/QCA2 a CIM com capacidade de inibicdo do crescimento
micelial em 100% foi de 0,8 pL. Durante o periodo das anadlises, a
concentracdo de 0,7 pL no segundo dia ja apresentava uma capacidade de
inibicdo significativa de 83,87%, porém ao final do quarto dia reduziu para
58,06%.

Em relacdo aos resultados obtidos para a CIM do isolado Fusarium
oxysporum/ QAF1, a concentracdo determinada como CIM foi a de 0,7 pyL. Ao
terceiro dia de analise a concentracdo de 0,6 uL, apresentava uma inibicdo de
91,39% para o0 crescimento micelial, porém, essa porcentagem de inibicdo

reduziu ao quarto dia de andlise para 61,29%, para o isolado QAF1.

Ao analisar a CIM capaz de inibir o desenvolvimento dos isolados, foi
possivel observar que o OET teve uma capacidade de inibicAo menor para
Penicillium crustosum/QCP1, em relacdo aos demais, sendo necessaria a

utilizacdo de uma concentracao maior para que o isolado seja inibido.

Em relagéo aos resultados da CFM, foi obtida para o isolado Penicillium
crustosum/QCP1 CFM de 3,0 uL, para Aspergillus flavus/QCA2 CFM de 4,0 uL

e Fusarium oxysporum/QAF1 com 3,0 puL de concentragdo fungicida minima.

Segvi¢ et al. (2007), avaliaram a ac&do antifingica do OET (CIM e CFM),
porém através da técnica de micro-diluicdo em placas, frente a diversos fungos

filamentosos e obtiveram concentracdes variaveis de CIM e CFM: Aspergillus
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flavus (CIM 9,35 pg/mL e CFM 31,76 pg/mL), Aspergillus niger (CIM 9,35
pg/mL e CFM 22,5 pg/mL), Penicillium spp. (CIM 18,95 pg/mL e CFM 28,13
pg/mL) e Rhizopus spp. (CIM 12,6 pg/mL e CFM 25,0 pg/mL).

Mesmo que a metodologia utilizada por Segvié et al. (2007) tenha sido
diferente, foi possivel identificar uma semelhanca entre os géneros de fungos
filamentosos estudados, sendo que para o género Penicillium foi necessaria
uma concentracdo maior de OET para que a inibicdo ocorresse, assim como o
encontrado no presente estudo, quando comparamos Penicillium crustosum/

QCP1 com os demais, foi 0 isolado que necessitou de uma maior CIM.

Levando em consideracdo, a equivaléncia das unidades (pg/mL e
uL/mL) que representam a concentracdo do OET, entre os resultados
expressos de outros estudos com o0s obtidos no presente estudo,
respectivamente, para CIM e CFM, podemos observar a CIM de 7,18 pg/mL e
CFM de 35,92 pg/mL, para Aspergillus flavus/QCA2, j4 para o Isolado
Penicillium crustosum/QCP1 a CIM corresponde a 8,98 pg/mL e CFM de 26,94
pug/mL e para o isolado Fusarium oxysporum/ QAF1, a conversédo foi de 6,98
pg/mL para CIM e CFM de 26,94 pug/mL (Tabela 6 — Apéndice A).

Desta forma, observa-se que as concentracées de CIM e CFM para os
isolados de fungos testados diferiram em relacdo aos resultados encontrados
na literatura, para o isolado Aspergillus flavus/QCA2 a CIM foi inferior e a CFM
superior, ja para o isolado Penicillium crustosum/QCP1 tanto a CIM e CFM

encontradas sao inferiores aos valores apresentados na literatura.

Esta acdo antifungica do OET, observada nos testes qualitativos e
quantitativos, provavelmente, € atribuida ao composto majoritario (timol), pelo
fato de apresentar certo nivel de hidrofobicidade, conseguindo assim alterar a
permeabilidade da membrana celular, ocasionando na perda de ions e
moléculas, consequentemente altera o funcionamento celular e ocasionando a
apoptose (BURT, 2004).

No presente estudo, foram encontrados resultados diferentes para a
acdo antifungica do OET, tanto nos testes de difusdo em agar, micro-

atmosfera, CIM e CFM, quando comparamos com 0s valores encontrados na
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literatura. Entretanto, essa diferenca pode ser justificada com base na
composicdo quimica do OET, que segundo Dosoky e Setzer (2018), é
diretamente influenciada por diversos fatores extrinsecos, e consequentemente
a variacdo da composicdo quimica do OET afeta a sua acao antifingica. Além
da variacdo da composi¢do quimica do OET, a diferenca também é justificada
pelos microrganismos testados, apesar de pertencerem ao mesmo género, a

acao do OE é especifica para cada cepa.

5.2.4 Atividade antifiungica do filme de acetato de celulose contendo OET

O filme de acetato de celulose incorporado como OET, apresentou acao
antifangica para todos os isolados, conforme resultados apresentados na
Tabela 5.

Tabela 5 - Atividade antifingica do filme de acetato de celulose contendo OET, pela técnica de
difusdo em agar.

Zona de inibicdo (mm) = DP

Isolados/Fungos Concentracéo Dial Dia 2 Dia3
Penicillium crustosum/ QCP1 10 x CFM 10+0,08 10x0,11Ba 7 £0,1582
Aspergillus flavus/ QCA2 10 x CFM 23+0,32%2 14 +0,3568b 9 + 0,068
Fusarium oxysporum/ QAF1 8 x CFM 0+0,0¢a 29 £ 0,17 A0 24 +0,12A¢

Resultados expressos como média (n=3) + DP: desvio padréo; sobrescritos diferentes
em cada coluna (*B€) indicam diferenca significativa; sobescritos diferentes em cada

linha (2*°) indicam diferenca significativa (P<0,05), pelo teste de Tukey.

Em relacdo a Penicillium crustosum/QCP1 e Aspergillus flavus/QCA2 foi
possivel observar que a concentracdo testada exerceu atividade antifingica
durante os dois primeiros dias de andlise, enquanto que no terceiro dia, zonas
de inibicdo obtidas, ndo se engquadravam nos parametros para considerar
atividade antifungica (= 10 mm). Dentre os isolados, Penicillium
crustosum/QCP1, foi o que apresentou uma menor sensibilidade ao filme ativo.

Durante os trés dias de analise, a agdo do filme ativo para Fusarium
oxysporum/ QAF1 foi observada a partir do segundo dia, sendo esse isolado o
gue apresentou maior sensibilidade ao filme, com zonas de inibicdo de 29 mm
e 24 mm, nos dias 2 e 3, respectivamente, bem como foi a menor concentracao
de OET, aplicada ao filme.

Em um estudo realizado por Medeiros et al. (2016), onde foi elaborado

um filme de acetato de celulose incorporado com 6leo essencial de orégano
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(Origanum vulgare L.) e avaliada a sua ag&do antimicrobiana frente
Staphylococcus aureus ATCC 6538, foram observadas zonas de inibicdo com
20 mm de diametro.

Botre et al. (2010), desenvolveram um filme de base -celulésica
incorporado com OE de orégano, onde o filme ativo apresentou acao inibitéria
do crescimento de Penicillium spp. e S. aureus, enquanto que para bactérias
psicrotréficas o crescimento ndo foi inibido. Para fungos filamentosos, o
tratamento que se mostrou mais eficiente foi o que utilizou uma concentracéo
de 50% de OE com temperatura de armazenamento de 7 °C, entretanto o
efeito inibitorio deste tratamento sé foi observado apds 15 dias, fato esse que
pode ser justificado devido a diminuicdo da volatilidade dos OE, quando

submetidos a baixas temperaturas.

A reducdo da acdo do filme ativo de acetato de celulose pode ser
justificada segundo Ugalde (2014), que defende o fato do polimero de acetato
de celulose possuir uma alta capacidade de incorporar o OE, entretanto, o
polimero pode dificultar a liberacdo dos principios ativos para o agar (teste de
difusdo em agar) ndo ocorrendo consequentemente a inibicdo microbiana, ou

diminuindo a eficacia do OE.
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6 Conclusao

Com base nos resultados obtidos, foi possivel constatar a atividade
antifangica do 6leo essencial de tomilho (OET). Em ambos os testes in vitro, 0
OET apresentou potencial de inibicdo do crescimento micelial dos isolados,
Penicillium crustosum, Aspergillus flavus, Fusarium oxysporum, procedentes da
superficie de queijos, e quando o OET foi incorporado em filme de acetato de
celulose, mostrou-se eficaz no controle fangico, principalmente, contra

Fusarium oxysporum.
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7 Consideracdes Finais

Com a realizacdo do presente estudo, nos possibilitou conhecer a
microbiota fungica, que se desenvolve na superficie (casca) de alguns queijos
(industrializado e artesanal) apdés o processamento, durante a vida util do
produto, através do isolamento e identificagdo molecular dos isolados.

De modo geral, o 6leo essencial de tomilho (OET), nos testes in vitro
realizados, apresentou resultados positivos para atividade antifingica, de forma
direta ou adicionado em filme ativo, que o qualifica para futuras aplicacées em

matriz alimentar.

Estava previsto no projeto inicial, a aplicagédo dos filmes ativos contendo
OET em matriz alimentar, mais especificamente, em queijos fatiados. No
entanto, com a interrupcdo das atividades presenciais, em virtude da pandemia
(COVID-19), reduziu significativamente, o tempo para realizacdo das atividades
experimentais. Sendo assim, a perspectiva é de que esta parte do estudo, com

aplicacao in situ do filme ativo de acetato de celulose, ainda sera realizada.
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Apéndice A- Equivaléncia dos valores de CIM e CFM

Tabela 6 — Equivaléncia dos valores da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM e Concentracao
Fungicida Minima (CFM) de pL/mL para pg/m, dos isolados fungicos.

Isolado CIM CFM
Concentracao Concentracao
puL/mL pg/mL puL/mL pg/mL

QAF1/ 0,7 6,28 3 26,94
Fusarium
oxysporum

QCA2/ 0,8 7,18 4 35,92
Aspergillus

flavus

QCP1/ 1 8,98 3 26,94
Penicillium
crustosum

CIM: concentragéo inibitéria minima; CFM: concentracéo fungicida minima.
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Anexo A — Oleo essencial de tomilho: especificacées técnicas

Tabela 7- Laudo Técnico Descritivo do Oleo Essencial de Thymus vulgaris.

Itens controlados

Especificacdes

Aparéncia

Cor

Impurezas

Odor

Densidade (20 °C)

indice de Refracgéo (20 °C)
Rotacao otica

Principais componentes
aproximados)

(valores

Liquido limpido
Incolor a amarelo claro
Isento
Caracteristico
0,900 — 0,940
1,490 - 1,510
[-3,0°; -0,1°]
Timol= 50%
p-cimeno= 30%
y-terpineno= 6%
Linalol= 5%
Carvacrol= 5%

a-pineno= 2%
Mirceno= 2%

Obtencéo Destilacéo a vapor das flores e folhas
Origem Espanha
Peso 1 mL =0,898g

FONTE: Industria FERQUIMA/ Vargem Grande Paulista- SP /Brasil



