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Resumo

O fungo Penicillium roqueforti € amplamente reconhecido por seu papel na produgao
do queijo Roquefort. Pertencente ao género Penicillium, este fungo é caracterizado
por sua cor azul-esverdeada e € essencial na maturagcdo de queijos de mofo azul,
contribuindo para seu sabor e aroma unicos. No entanto, P. roqueforti também pode
causar deterioracdo em outros produtos alimenticios, resultando em mudancas
indesejaveis na qualidade dos mesmos. Diante disso, torna-se necessario
desenvolver métodos eficazes para mitigar esse problema. Portanto, o objetivo do
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Aplicacéo de extratos naturais na inibicdo do fungo Penicillium roqueforti

trabalho foi avaliar a atividade antifungica in vitro dos extratos etandlicos de erva-mate
(llex paraguariensis) e alecrim (Rosmarinus officinalis L.) frente ao fungo P. roqueforti.
Para isso, trés concentragcdes dos extratos 0,3%, 2,5% e 5% foram adicionados ao
agar batata dextrose (BDA) e distribuidos em placas de Petri. Apos solidificagao, o
fungo foi inoculado com um disco de micélio ativo. As placas foram incubadas a 25°C
para simular o desenvolvimento do P. roqueforti. Controles com meio BDA contendo
solugéo de etanol também foram realizados. Os resultados mostraram que o extrato
de alecrim na concentragdo de 5% reduziu o desenvolvimento micelial do fungo em
33,4%, enquanto as concentracdes de 0,3% e 2,5% nao apresentaram efeito inibitorio.
Por outro lado, o extrato de erva-mate ndo demonstrou atividade antifungica em
nenhuma das concentracdes testadas. Apesar do extrato de erva-mate apresentar um
maior teor de compostos fendlicos (474,59 + 4,62 ug/mL) em comparagdo com o
extrato de alecrim (167,31 £ 3,19 pg/mL), a inibicdo do fungo nao foi observada. Isso
sugere que a acgao inibitoria do extrato de alecrim ndo esta exclusivamente
relacionada aos compostos fendlicos, mas provavelmente a combinagdo de outros
compostos bioativos presentes no extrato.

Palavras-chave: atividade antifungica. extratos naturais. P. roqueforti. compostos
fendlicos.

Abstract

The fungus Penicillium roqueforti is widely recognized for its role in the production of
Roquefort cheese. Belonging to the genus Penicillium, this fungus is characterized by
its blue-green color and is essential in the maturation of blue mold cheeses,
contributing to their unique flavor and aroma. However, P. roqueforti can also cause
spoilage in other food products, resulting in undesirable changes in their quality.
Therefore, it is necessary to develop effective methods to mitigate this problem. The
objective of this study was to evaluate the in vitro antifungal activity of ethanolic
extracts of yerba mate (llex paraguariensis) and rosemary (Rosmarinus officinalis L.)
against the fungus P. roqueforti. For this purpose, three concentrations of the extracts
(0.3%, 2.5%, and 5%) were added to potato dextrose agar (PDA) and distributed in
Petri dishes. After solidification, the fungus was inoculated with a disk of active
mycelium. The plates were incubated at 25°C to simulate the development of P.
roqueforti. Controls with PDA medium containing ethanol solution were also
conducted. The results showed that the rosemary extract at a concentration of 5%
reduced the mycelial development of the fungus by 33.4%, while the concentrations of
0.3% and 2.5% did not present any inhibitory effect. On the other hand, the yerba mate
extract did not demonstrate antifungal activity at any of the tested concentrations.
Despite the yerba mate extract having a higher phenolic compound content (474.59 +
4.62 ug/mL) compared to the rosemary extract (167.31 £ 3.19 ug/mL), no inhibition of
the fungus was observed. This suggests that the inhibitory action of the rosemary
extract is not exclusively related to the phenolic compounds, but probably to the
combination of other bioactive compounds present in the extract.

Keywords: antifungal activity. natural extracts. P.roqueforti. phenolic compounds.
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1. Introdugao

O fungo Penicillium roqueforti € amplamente conhecido por seu papel na
producdo do queijo Roquefort, apresentando caracteristicas unicas em sua estrutura
e metabolismo. No entanto, em outros tipos de queijos, a presenca deste fungo é
indesejavel, podendo causar modificagdes nas caracteristicas fisico-quimicas,
microbiolégicas e sensoriais do produto, comprometendo sua qualidade (METIN,
2018). Devido a isso, sdo utilizadas técnicas de conservagdo, como o uso de
revestimento para cobertura do queijo, que oferecem protecdo contra bolores e
leveduras durante a maturagao. No entanto, apenas o revestimento ndo é suficiente
para controlar o desenvolvimento de alguns fungos indesejaveis (RODRIGUES,
2017).

O P. roqueforti demonstrou resisténcia a certos conservantes utilizados na
industria de paes, mesmo em altas concentragdes, tornando-o um dos principais
agentes responsaveis pela deterioragdo desses produtos e exigindo a adicdo de
aditivos (GARCIA, 2020). Isso destaca a necessidade de desenvolver novos aditivos
para inibir o crescimento desses microrganismos.

Os extratos de plantas estdo sendo estudados como alternativas para a
conservacdo de alimentos, devido as suas propriedades antioxidantes,
antimicrobianas e antifungicas contra uma variedade de microrganismos, incluindo
bactérias, fungos e leveduras (ZULJAN et al., 2016). Segundo Wink (2022), todos os
extratos de plantas geralmente contém compostos bioativos, o que justifica sua
utilizagcdo como antifungico. De acordo com Farias et al. (2018), ha inumeras
pesquisas voltadas para a exploracdo de novos agentes antimicrobianos a partir
desses extratos.

Entre as diversas aplicacbes dos extratos, destaca-se sua natureza
antimicrobiana, sendo utilizados como aditivos alimentares para minimizar ou eliminar
a presengca de microrganismos devido ao seu alto potencial antimicrobiano
(MACHADO; BRUNO, 2022). O extrato de alecrim, por exemplo, apresenta indice
inibitorio micelial no desenvolvimento dos fungos Aspergillus ochraceus, Fusarium sp.
e Asperqgillus flavus (PEREIRA, 2006), enquanto a erva-mate possui capacidades
antimicrobiana, antifungica e antioxidante (COSTA, 2017), demonstrando inibigdo de
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e Salmonella enteritidis (MARTIN et
al., 2013).

No entanto, esses extratos ainda ndo foram avaliados quanto a inibicdo do
fungo P. roqueforti. A inibigdo fungica dos extratos pode estar correlacionada com a
presenca de compostos bioativos, como os compostos fendlicos, comumente
encontrados em plantas. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia dos
extratos etandlicos de erva-mate e alecrim na inibigdo do crescimento do fungo P.
roqueforti em condigdes in vitro e correlacionar com o teor de compostos fendlicos.

2. Metodologia
2.1 Extratos de plantas

Os experimentos foram realizados no laboratério de microbiologia da
Faculdade Biopark em Toledo, Parana. Os extratos de alecrim e erva-mate foram
fornecidos pela empresa Heide Natural Ingredients, o fornecedor disponibilizou o
laudo dos extratos e as informacdes estdo apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1- Caracteristicas do extrato de alecrim e erva-mate

ANALISES PADRAO RESULTADOS
Caracteristicas organolépticas (alecrim)
Aspecto (25°C) Liquido limpido Liquido limpido
Cor Castanho esverdeado Castanho esverdeado
Odor Caracteristico Caracteristico

Caracteristicas organolépticas (erva-mate)

Aspecto (25°C) Liquido limpido Liquido limpido
Cor Verde Verde
Odor Caracteristico Caracteristico

Caracteristicas fisico-quimicas (erva-mate)

Densidade (25°C) (g/cm?) 0,900 £ 0,050 0,906
pH (25°C) 6,00 = 1,00 6,25
Grau alcodlico (25°C) (G/ L) 70 + 20 61
Caracteristicas fisico-quimicas (alecrim)

Densidade (25°C) (g/cm?) 0,900 + 0,050 0,874
pH (25°C) 6,50 + 2,00 5,86
Grau alcodlico (25°C) (G/ L) 70 + 20 79
Caracteristicas microbiologicas (alecrim e erva-mate)

Bactérias aerdbicas totais (UFC/ ml) <200 Conforme
Bolores e leveduras (UFC/ ml) <200 Conforme
Coliformes totais e fecais Auséncia Conforme
Pseunodomas aeruginosas Auséncia Conforme
Salmonella e Shigella Auséncia Conforme
Staphylococcus aureus Auséncia Conforme

Fonte: Heide, 2023

2.1.1 Microrganismo

O microrganismo utilizado no trabalho foi o fungo P. roqueforti obtido do
fornecedor Docina Nutrigdo ATCC (American Type Culture Collection) 10110. Para o
cultivo das cepas do fungo P. roqueforti foi utilizado o método de repique continuo em
tubos de ensaio com agar BDA inclinado. Os tubos inoculados foram incubados em
camara de germinacdo com temperatura controlada de 25 °C por 7 dias, sendo
posteriormente, conservados a 4 °C para utilizacdo (COSTA; FERREIRA, 1991;
GREEN, 2008).

2.1.2 Atividade antifungica in vitro

Para obtengado dos discos de miceélio do fungo P. roqueforti utilizados como
inoculo, os fungos isolados foram cultivados em meio BDA durante 7 dias.

Os diferentes extratos (erva-mate e alecrim), nas concentragdes de 0,3, 2,5, e
5%, em quintuplicada, foram adicionados em meio de cultura BDA a uma temperatura
de 40 a 50°C, homogeneizados e posteriormente vertidos 20 mL em placas de Petri.
Ap0s a solidificagdo do meio, foi realizada a inoculagdo do fungo com adi¢do de um
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disco de micélio ativo (8 mm de diametro) retirado da borda da cultura dos fungos
apos 7 dias de cultivo. Apds, as placas com o fungo foram incubadas a 25 °C com a
finalidade de reproduzir as condicdes reais que ocorre o desenvolvimento do P.
roqueforti nos queijos de casca dura. Para cada concentragdo de extrato foi realizado
controle com meio BDA com adi¢cdo de solugdo de etanol 61% (para o estudo de
inibicdo com extrato de erva-mate) e 79% (para estudo de inibicdo com extrato de
alecrim) e inoculadas com o fungo.

O acompanhamento do efeito dos extratos foi avaliado com registro fotografico
durante 7 dias e medidas do desenvolvimento da hifa ortogonalmente com auxilio de
um paquimetro. O percentual de inibicdo do desenvolvimento fungico foi calculado
conforme equacgao 1, de acordo com Nguefack et al. (2004).

100x(controle—tratamento)

% inibicao = pp— Equacao 1
2.2 Determinagao de compostos fendlicos

O teor de compostos fendlicos totais (CFT) nos extratos foi determinado com o
reagente Folin-Ciocalteu de acordo com método descrito por Singleton et al. (1999).
O reagente consiste de uma mistura de acido fosfomolibdico, tungstato de sodio e
outros reagentes como acido ortofosforico e acido cloridrico. O método é baseado em
uma reacao de oxidacdo-reducdo em condi¢cdes alcalinas, em que o ion fenolato &
oxidado, enquanto o reagente de Folin é reduzido. Apds a reagdo com fendis, uma
cor azul é produzida, com absor¢do em 750 a 760 nm.

Para determinar o conteudo de compostos fendlicos nos extratos foi utilizada a
equagao da reta obtida por curva de calibragdo com padrdo de acido galico nas
concentragdes de 1,67 - 8,33ug/mL. As analises foram realizadas em triplicata e os
resultados expressos em pg de compostos fendlicos equivalentes acido galico (GAE)
por mL de extrato.

3. Resultados e Discussao

A inibicdo fungica do fungo P. roqueforti nos meios de cultura contendo os
extratos foi avaliada com medigbes ortogonais dos didmetros das colbnias entre o
quarto e sexto dia, e comparadas com placas controle. Foi possivel observar que o
extrato de alecrim na concentragao de 5% apresentou didmetro de colénia menor que
o controle em todos os dias avaliados, no entanto as concentra¢gées menores (0,3% e
2,5%) os diametros das coldnias foram maiores ou iguais ao controle.

Em relacdo ao extrato de erva mate, somente a concentragao de 5% no quarto
dia apresentou didametro menor que o controle. Os extratos de erva-mate
apresentaram didmetros de coldénias maiores que o controle, indicando que a
composi¢ao do extrato foi utilizada como substrato para o desenvolvimento do fungo.
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Tabela 2. Diametros médios de crescimento do P.roqueforti em presencga dos

extratos de alecrim e erva-mate.
Diametro da col6nia (cm)

Extratos Concentragao
4° dia 5° dia 6° dia
Controle 15,75 22,10 24,65
0,3% 25,39 30,45 37,21

Alecrim
2,5% 17,60 21,77 27,19
5% 11,31 14,73 16,42
Controle 15,30 17,43 20,70
0,3% 30,70 34,75 44,68
Erva-mate

2,5% 21,02 25,87 29,20
5% 15,15 18,56 21,20

Fonte: autores (2024)

Nenhuma das concentragdes dos extratos avaliadas (0,3%, 2,5% e 5%) foram
capazes de inibir totalmente (100%) o crescimento do P. roqueforti, isso indica que os
extratos precisariam de concentragdes mais elevadas para exercer uma inibicao
eficaz sobre esse fungo.

Os resultados do percentual de inibicdo do extrato de alecrim, calculados em
relagdo ao diametro de crescimento do fungo do controle, em concentragdo de 5% do
extrato, no quinto e sexto dia de avaliagao apresentou maior inibigdo (33,4%) quando
comparado com as concentragdes menores avaliadas (0,3% e 2,5%) (Tabela 3). No
entanto, o extrato de erva-mate na concentracédo de 5% do extrato somente no quarto
dia apresentou inibicdo de aproximadamente 1%, apos esse dia tanto nesta
concentragdo como nas outras avaliadas (0,3% e 2,5%) os extratos nao
demonstraram inibigdo do fungo P. roqueforti.

Tabela 3. Inibicdo fungica contra P. roqueforti dos extratos de alecrim e erva-mate
Inibigao da colénia %

Extratos Concentragao
4° 5o 6°
0,3% -61,2 -37,8 -50,9
Alecrim 2,5% -11,7 1,5 -10,3
5% 28,2 33,4 33,4
0,3% -100,7 -99,3 -115,8
Erva-mate 2,5% -37,4 -48,4 -41,1
5% 0,94 -6,5 -2,4

Fonte: autores (2024).

O acompanhamento do crescimento das colénias em presenca dos extratos de
alecrim e erva-mate nos dias de incubacgao € apresentado nas Figuras 1 e 2.
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Figura 1 — Registro fotografico da inibicao do fungo P. roqueforti com extrato de erva
mate nos dias 4, 5 e 6 de incubagdo. 1

G dia

2. H"

Fonte: Autores (2024).
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Figura 2 - Registro fotografico da inibicdo do fungo P. roqueforti com extrato de
alecrim nos dias 4, 5 e 6 de incubacao.

4° dia (Controle)

ey

Sfdia :(5%) :

€<

-

Fonte: Autores (2024).

Nas figuras 1 e 2 pode-se verificar uma acentuada diferenga no
desenvolvimento das hifas nos extratos de alecrim a medida que foram aumentadas
as concentracdes dos extratos nos meios de cultura. Nos extratos de erva-mate nao
foi observada a inibi¢ao do crescimento fungico em nenhuma das condi¢des testadas.

Em relagdo a composicado destes extratos, o extrato de erva-mate apresentou
maiores teores de compostos fendlicos (474,59 + 4,62 ug/mL) quando comparado com
o extrato de alecrim (167,31 £ 3,19 pg/mL). Apesar da erva-mate apresentar maiores
teores de compostos fendlicos, esse extrato ndo apresentou inibigao frente ao fungo
P. roqueforti quando comparado ao alecrim. Diante disso, podemos inferir que a
inibicdo fungica ndo é explicada pela presenga de compostos fendlicos, mas
provavelmente de outros compostos bioativos presentes no alecrim.

Extratos etandlicos de alecrim apresentam uma variedade de compostos
bioativos incluindo o flavonoide caempferol, acido cafeico, acido rosmarinico, os
diterpenos fendlicos carnosol e acido carnésico, além dos flavonoides luteolina,
apigenina e quercetina (MATOS et al., 2015; BAI et al., 2010). Na analise in vitro da
sensibilidade dos isolados, verificou-se que o extrato etandlico de alecrim apresentou
concentragdes inibitérias minimas (CIM) e concentragbes fungicidas minimas (CFM)
médias de 44,08 mg/mL e 70,39 mg/mL frente aos fungos M. packydermatis e

www.periodicoscapes.gov.br 8 Revista JRG de Estudos Académicos - 2024;14:e141175


https://rnp-primo.hosted.exlibrisgroup.com/primo-explore/search?query=any,contains,Revista%20JRG%20de%20Estudos%20Acad%C3%AAmicos&tab=default_tab&search_scope=default_scope&vid=CAPES_V3&facet=jtitle,include,Revista%20Jrg%20De%20Estudos%20Acad%C3%AAmicos&lang=pt_BR&offset=0

Aplicacéo de extratos naturais na inibicdo do fungo Penicillium roqueforti

Sporothrix spp. respectivamente (Bai et al. , 2010). Testes de difusdo em meio soélido
com extrato de alecrim demonstrou atividade antifungica sobre a cepa de C. albicans,
assim como atividade antifungica sobre C. tropicalis (Silva et al., 2021). O efeito
inibitério dos compostos do alecrim frente aos fungos é devido a granulagdo do
citoplasma, desorganizacdo dos conteudos celulares, rompimento da membrana
plasmatica e inibicdo das enzimas fungicas.

Esses resultados demonstram que o alecrim possui agcdo antimicrobiana,
podendo estar relacionado aos compostos antifungicos presentes em suas folhas
como por exemplo cineol, pineno, borneol e canfora. Esses compostos podem afetar
0s microrganismos de varias formas, como pela desorganizagdo da membrana
citoplasmatica de suas células, quanto pela quebra do fluxo de energia e transporte
ativo (BAKKALI et al., 2008; COSTA et al., 2011). Portanto, os compostos presentes
no alecrim de forma conjunta podem afetar o desenvolvimento dos microrganismos
de varias formas, impedindo seu crescimento.

4. Conclusao

O teste de atividade antifungica in vitro mostrou que o extrato de alecrim na
concentragédo de 5% inibiu em 33,4% o crescimento do fungo P. roqueforti. A agao
inibitéria do extrato de alecrim n&o é resultado apenas dos compostos fendlicos, mas
sim da associacado desses com os demais compostos bioativos presentes no extrato.
Estudos complementares para identificagcdo do composto bioativo de maior presenca
no extrato etandlico de alecrim, bem como avaliar outras concentragdées do extrato a
fim de verificar se ha um aumento da inibigdo do fungo P roqueforti ou ainda, frente a
outros fungos deteriorantes de alimentos, para depois aplicar em queijos como
protecao extras.
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