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INTRODUGAO:

Os fungos sao importantes contaminantes de alimentos, sendo responsaveis pela deterioracédo
de frutos e sementes desde seu cultivo, armazenamento, transporte, até o produto processado. Nas
industrias de bebidas processadas, sdo predominantes micro-organismos que podem apresentar como
uma de suas caracteristicas, a termorresisténcia, além de estarem envolvidos na formacao de biofilmes
fungicos, que conferem protecdo ao micro-organismo tanto em relacdo as operacdes do processo bem
como as técnicas de higienizacéo da instalacédo (Miranda, Ledes e Copetti, 2022; Rico-Muoz e Santos,
2019).

Considerando a preocupacdo com os residuos dos compostos sanitizantes na indastria de
alimentos quando estes sdo aplicados com o intuito de realizar as operacdes de higienizagéo da linha
de processamento, substancias de origem natural com propriedades antimicrobianas, como os 6leos
essenciais (OEs), tem sido avaliados com o intuito de viabilizar o seu uso como agentes sanitizantes.

Os OEs séo substancias de origem natural que apresentam capacidade antimicrobiana no
controle de bactérias patogénicas e fungos deteriorantes de alimentos. Devido suas propriedades, estes
tém sido aplicados na industria de alimentos, sendo os principais OEs utilizados em aplicagbes anti-
biofilmes, conforme a literatura cientifica: cravo, canela e tomilho (Banu et al., 2018; Rajkowska et al.,
2019, Kacaniova et al., 2021).

Desse modo, o estudo tem como obijetivo investigar a eficacia do uso dos 6leos essenciais de
tomilho e orégano sobre a formagé&o de aderéncia das células de leveduras e fungos filamentosos, a fim
de avaliar a resisténcia das células aderidas das cepas sob atuac¢éo dos OEs.

METODOLOGIA
Para execucao das andlises do projeto, as cepas fungicas foram reativadas em meio MEA a 25°C

durante 2 e 5 dias, para leveduras e fungos filamentosos, respectivamente. Para a avaliacao da eficacia
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antimicrobiana sobre as células formadoras de biofilme, foram utilizados os 6leos essenciais (OEs) de
orégano e tomilho.

Para a analise da atuagao antimicrobiana dos OEs, foram realizadas as anélises de concentragao
minima inibitéria (MIC) e concentracdo minima fungicida (MFC). Primeiramente, os indculos foram
padronizados em caldo RPMI 1640, conforme a escala McFarland, sendo em 108 células/mL para
leveduras e a 10° esporos/mL para fungos filamentosos. Subsequentemente, foi realizada a analise de
MIC por microdiluicdo seriada em microplacas de poliestireno de 96 pocos, com as concentracdes
variando de 2-0,03% dos OEs As microplacas foram incubadas a 25°C durante 2 e 5 dias, para leveduras
e fungos filamentosos, respectivamente. Posteriormente a incubacao, foi feita a inoculacdo do poco
resultante do MIC e de seus anteriores em meio MEA e foram inoculados durante 5 dias a 25°C (CLSI,
2008).

Para a avaliacdo da capacidade de aderéncia por leveduras e fungos filamentosos, os in6culos
padronizados em meio YPD, seguindo a escala McFarland como foi realizado para a analise de MIC,
foram depositados em microplacas de poliestireno de 24 poc¢os. As microplacas foram incubadas a 25°C
sob agitacdo durante os periodos de 24, 48 e 72 horas. Posteriormente aos determinados periodos, as
microplacas foram lavadas com agua destilada estéril para a remocéo das células planctdnicas e foram
realizadas analises de quantificacdo colorimétrica por Cristal Violeta e quantificacdo das células viaveis

recuperadas por plagueamento em meio MEA.

Para a avaliacdo da capacidade dos 0leos essenciais como sanitizantes foi realizada a analise
dos 6leos essenciais sobre as células aderidas durante os periodos de 24, 48 e 72 horas, utilizando as
concentragdes de Y2 MIC, MIC, 2 MIC e 4 MIC, avaliando a partir da recuperagéo de células viaveis em
meio PDA. A andlise estatistica foi realizada utilizando o software de Analise Estatistica (SAS) versao
9.1.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Em relacéo aos resultados obtidos do MIC, observou-se variacao na concentracao inibitéria dos OESs entre
2 a 0,125%, como apresentado na Tabela 1. Ademais, os resultados de MFC, também apresentados na Tabela 1,
apresentaram valores similares ao resultado do MIC.
Tabela 1. Resultados da Concentra¢&o Minima Inibitoria (MIC) e Concentragdo Minima Fungicida (MFC) dos 6leos

testados nas amostras de fungos filamentosos e leveduras.

Cddigo Micro-organismo Oleo essencial MIC MFC
AC78 Whickerhamomyces anomalus Orégano 0,06% 0,125%
AC78 W. anomalus Tomilho 0,25% 0,25%
AC90 Pichia kudriavzevii Orégano 0,25% 0,5%
AC90 P. kudriavzevii Tomilho 1% 1%
AC93 P. kudriavzevii Orégano 0,5% 0,5%
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AC93 P. kudriavzevii Tomilho 2% 2%
AC62 Paecilomyces variotii Orégano 0,125% 0,125%
AC62 P. variotii Tomilho 0,125% 0,125%
AC97 P. variotii Orégano 0,25% 1%
AC97 P. variotii Tomilho 0,125% 0,5%
AC102 P. variotii Orégano 0,125% 0,25%
AC102 P. variotii Tomilho 0,125% 0,5%

A avaliacdo do potencial de adesdo das células de forma individual e em conjunto por
guantificacéo colorimétrica — Cristal Violeta, conforme apresentado nos Gréficos 1 e 2, permite analisar
0 aumento de aderéncia nos periodos de 24h e 48h e reducdao em 72h, sendo os fungos filamentosos
os mais afetados. Os isolados de P. variotti (AC97 e 102) n&o foram capazes de aderir & superficie.
Além disso, foi possivel observar pelos resultados obtidos que a interacdo entre leveduras e fungos

filamentosos favoreceu a adesao dos fungos filamentosos.

Gréaficos 1 e 2. Andlise da adeséo das células por leveduras e fungos filamentosos individual e

em conjunto, por Cristal Violeta.
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Além disso, a avaliacdo de aderéncia individual e em conjunto também foi realizada por contagem
das unidades formadoras de colbnias (UFC), conforme apresentado nos graficos 3 e 4. A partir da
andlise, foi possivel observar que ndo houve diferencas significativas na contagem dos periodos
analisados para as cepas de fungos filamentosos e leveduras. No entanto, para as cepas em conjunto,

foi possivel observar um aumento crescente na contagem por periodo analisado.

A acgdo sanitizante dos OEs de orégano e tomilho foi avaliado com tempo de exposi¢cédo de 30
minutos, sendo os resultados obtidos da analise realizada nos periodos de 24h e 48h apresentados nas
Figuras 1e 2 para leveduras, fungos filamentosos e as cepas em conjunto, respectivamente, para o 6leo
essencial de orégano e Figuras 3 e 4, sendo leveduras, fungos filamentosos e as cepas em conjunto,
respectivamente, para o 6leo essencial de tomilho. Nao foi realizada a andlise para o periodo de 72
horas, visto que durante os testes de aderéncia das células, 0 mesmo nao apresentou dados efetivos,
havendo declinio no periodo de 72 da aderéncia, que pode ser devido a dispersdo das células nédo

aderidas, ou ainda, devido a agitacdo constante durante o periodo de adesao.
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Graficos 3 e 4. Contagem UFC de fungos filamentosos e leveduras a partir da adesao das células

formadoras de biofilme por cepas individual e em conjunto, respectivamente.
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Figuras le 2. Avaliacdo da acao sanitizante do 0leo essencial de orégano sobre as cepas de leveduras,

fungos filamentosos e em conjunto, respectivamente.

OE OREGANO OE OREGANO
Leveduras Leveduras e Fungos Filamentosos em conjunto
% MIC MIC 2MIC 4 MIC % MIC MIC 2MIC 4 MIC
24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h
AC78 R S S S S S S S AC62/AC78 S R S S S S S S
AC90 S S S S S S S S AC62/AC90 R R R S s S S S
AC93 S S S S S S S S ACB2/AC93 R R S S S S S S
Fungos Filamentosos AC97/AC’78 R R R R S R S S
2 MIC MIC 2 MIC 4 MIC AC97/ACI0 S S S S S S S S
24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h AC97/ACO3 S S S S S S S S
AC62 s S S S S s S S AC102/AC78 S S S S S S ] S
AC97 S ] ] ] S S S S AC102/AC90 S R S S S S S S
AC102 S S S S S S S S AC102/AC93 S R S ] S S S S

Figuras 3 e 4. Avaliacao da acéo sanitizante do 6leo essencial de tomilho sobre as cepas de leveduras,

fungos filamentosos individuais e em conjunto, respectivamente.

OE TOMILHO OE TOMILHO
Leveduras Leveduras e Fungos Fil t em conjunto
2 MIC MIC 2 MIC 4 MIC 2 MIC MIC 2 MIC 4 MIC
24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h
ACT8 ] S s S S ) ) S AC62/AC78 S R S S S S S S
AC90 S S ] S S S S S ACB62/AC90 S R S S S S S S
ACO3 S S ) ) S ] ] ) AC62/AC93 S R S S S S S S
Fungos Fi 50s AC97/ACTS S S S S S S S 8
% MIC MIC 2 MIC AMIC ACOT7/AC90 S S S S S S S S
24n 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h ACOTIACO3 S 5 8 5 8§ § S S
AC102/AC78 S S S S S S S S
AC62 ] S ] ] S ] ] S
ACOT s s s s s s s s AC102/AC90 S S S S S S S S
AC102/AC93 S S S S S S S S

AC102 S S S S S S S S

A partir dos resultados apresentados nas tabelas acima, nota-se que para a maioria das cepas,
ambos 0leos essenciais foram eficientes nas concentragfes entre 0,03 a 8%, nas concentragdes acima
de % MIC. Entretanto quando temos a combinagdo de leveduras com os fungos filamentosos a cepas
97/78 apresentam resisténcia a concentragdo do MIC para o OE de orégano, uma vez que quando em
conjuntos foram utilizados o menor de MIC encontrado, ou seja para essa combinac¢éao 0,06% no periodo
de 48 horas. Ja para tomilho é possivel notar que todas as cepas apresentaram maior sensibilidade ao

OE como sanitizante nas concentragdes do MIC, 2 e 4 MIC em ambos os tempos (24 e 48 horas).

CONCLUSOES:

A partir dos resultados obtidos durante as andlises avaliando o potencial de adesé&o das células,

foi possivel observar alto potencial de adesédo das cepas de leveduras e baixo potencial das cepas de
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fungos filamentosos. No entanto, quando em conjunto a cepa de levedura, a cepa de fungo filamentoso
apresentou maior potencial.

Ademais, foi possivel avaliar a agcao sanitizante dos éleos essenciais de orégano e tomilho sobre
as cepas de leveduras e fungos filamentosos de modo individual e em conjunto. Para o dleo essencial
de orégano, foi possivel observar resisténcia a acdo sanitizante em baixas concentragbes (1/2 MIC e
MIC) em 24 horas, quando avaliado sobre a adeséo das cepas em conjunto, especialmente, P. variotii
W. anomalus e P. variotii € P. kudriavzevii. Por fim, foi possivel observar 6tima ag¢éo sanitizante do 6leo
essencial de tomilho em comparacéo ao de orégano sobre as células aderidas, em ambos os tempos

testados.
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