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INTRODUCAO

Entre os microrganismos deteriorantes de alimentos, os fungos sdo o0s principais
causadores de alteracOes, seja por meio do crescimento de micelios na superficie de pées ou
frutas, ou pela producdo de micotoxinas. Tal crescimento de fungos filamentosos em
alimentos pode ter efeito devastador na producdo, sendo de consideravel importancia o
estudo da inibicdo destes para a inddstria alimenticia. Portanto, o objetivo deste trabalho foi
avaliar a acdo antifungica do extrato hidroalcoolico de tamarindo liofilizado, em diferentes
concentragOes, frente a fungos deteriorantes. Para isto, foram preparados extratos
hidroalcodlicos de tamarindo liofilizado nas concentracGes de 0%, 1,2% e 5,0%. E, foi
testada a acdo dos extratos frente as espécies de Aspergillus niger, Fusarium sp., Penicillium
expansum e Rizophus sp, as quais foram preparadas em suspensao e inoculadas no centro de

placas de PDA, onde o crescimento da coldnia foi avaliado diariamente através do diametro.

FUNDAMENTAGAO TEORICA

Os bolores, ou mofos, sdo fungos filamentosos que crescem na forma de uma massa
disforme que se espalha rapidamente, podendo cobrir muitos centimetros quadrados em dois
ou trés dias (JAY, 2005). Dentre os fungos comumente encontrados em alimentos estdo os

géneros Aspergillus, Fusarium, Penicillium e Rhizopus, os quais sdo causadores de
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deterioracbes em frutas, vegetais, presuntos curados, grédos; entre outros, destacam-se 0S
produtos de panificacdo, cujas perdas podem atingir cerca de 10% da producdo anual com
prejuizos da ordem de trés bilhdes de reais ao ano (FREIRE, 2011).

No caso da maca, o principal fungo causador de podriddo e producdo de micotoxina é
o Penicillium expansum (BLUM et al., 2004; SALOMAO et al., 2014). O tamarindo
(Tamarindus indica L.), em particular, € um fruto originario da Africa tropical, de onde se
dispersou por todas as regides tropicais. E amplamente explorado na india, devido as suas
propriedades nutricionais e medicinais (VASCONCELQOS, 2003). O tamarindo é uma
matéria-prima valorizada no mundo por causa de seus componentes nutricionais que
contribuem para a satde humana. O seu fruto apresenta significativo nivel de vitaminas C, E e
do complexo B, além de célcio, ferro, fosforo, potassio, manganés e fibra dietética. Ha
também compostos organicos que o tornam um poderoso antioxidante e um agente anti-
inflamatorio (URSZULA et al., 2014). Além disso, pesquisas desenvolvidas por Lanhers et al.
(2006) apontaram atividades antifingicas utilizando seu extrato.

O processo de liofilizacdo se mostra eficiente ao ser comparado com outros meios de
desidratacdo, frente a caracteristicas como contracdo do produto, perda de volateis,
decomposicdo térmica, acGes enziméticas e desnaturacdo de proteinas, por isso merece
destague (GARCIA, 2009). Sendo assim, acredita-se que o fruto do tamarindo liofilizado
concentra seus compostos bioativos, potencializando a capacidade de a¢do antifingica do seu

extrato hidroalcdolico.

METODOLOGIA

Esta pesquisa experimental foi desenvolvida no Laboratério de Microbiologia de
Alimentos da UFRN. Para isto, a metodologia foi separada em trés partes, sdo elas: 1)
Processo de liofilizacdo do tamarindo; 2) Producdo da suspensao de esporos e; 3) Avaliacdo
da acdo antifungica dos extratos hidroalcéolicos.
1) Processo de liofilizag&o do tamarindo:

O processo de liofilizagdo foi feito utilizando um liofilizador modelo L101, Liobras,
Brasil sob os seguintes parametros operacionais: velocidade constante de 1 mm/h, vacuo de
0,5 mmHg e pressao final de 0,05 mmHg. As amostras foram liofilizadas durante 48 horas a -
40 °C (MORAES, 2019).
2) Producéo da suspenséo de esporos:
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Realizou-se a elaboracdo da suspensdo de esporos dos fungos selecionados através de
uma esporulacdo em placas de Petri contendo meio PDA (Potato Dextrose Agar) por 10 dias a
25°C. Apoés este periodo, foram adicionados 10 mL de agua destilada estéril em cada placa e,
depois da raspagem, todo o contetdo foi filtrado em 4 camadas de gaze estéril. A suspensdo
foi mantida sob refrigeracdo a 5°C até utilizagdo (SALOMAO et al., 2007). Para este trabalho
foram utilizadas duas cepas isoladas de padarias (Rhizopus sp. e Fusarium sp.), uma cepa de
Penicillium expansum CCT7549, isolada da maca, além de uma cepa de Aspergillus niger
(doacdo). Os fungos foram avaliados frente a acdo antifingica dos extratos hidro alcoolicos,
sendo todos os testes realizados em duplicata.

3) Avaliacdo da agdo antifingica dos extratos hidroalcoolicos:

Inicialmente, foram preparados os extratos hidroalcéolicos utilizando o tamarindo
(Tamarindus indica) previamente liofilizado, um com concentracdo de 1,2% e um segundo de
5%. Para o primeiro, foram pesados 5g de tamarindo liofilizado para 420 mL de solvente
(50% de &gua destilada e 50% de alcool etilico absoluto P.A.), para o segundo pesou-se
20,83g de tamarindo liofilizado para a mesma quantidade de solvente. Ambas as misturas
foram deixadas em contato por 24 horas. Em seguida, a mistura foi centrifugada a 3600 rpm
por 20 minutos e levada para o rota-evaporador na temperatura de ebulicdo do alcool 78°C,
aproximadamente, até a reducéo de pelo menos metade do volume inicial.

Para a avaliacdo da acéo antiflingica dos extratos hidroalcéolicos, o meio Agar Batata
Dextrose (PDA) autoclavado foi preparado contendo o extrato hidroalcodlico nas
concentracdes de 0 e 20%. Logo, este foi vertido em cinco placas de Petri, para cada uma das
concentracgdes, totalizando 40 placas de Petri em cada ensaio. Depois de solidificado, fez-se
uma inoculacdo pontual de 20 pL no centro da placa com o auxilio de uma ponteira estéril e
levou-se a incubacdo na temperatura de 25°C. Diariamente, o didmetro da area recoberta pelo
fungo foi medida com auxilio de uma régua até o preenchimento da placa. Com a finalidade
de se obter medidas confiaveis, foram desenhadas trés raias no fundo das placas de Petri.
Além disso, foram medidos trés diametros em cada placa para se calcular os didametros médios
(MEINICKE, 2008). A velocidade de crescimento radial para cada fungo nos meios estudados
foi determinada pela declividade da reta, obtida pela regressdo linear conforme a Equacéo 1:
d(t) = (Ver.t) + b (Eg. 1). Onde: Vcr = velocidade crescimento radial (mm/h); d = didmetro

(mm); t = tempo (h) e b = coeficiente linear da equacao.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das medicOes foram obtidos utilizando a Equacdo 1, descrita
anteriormente, onde calcularam-se as médias das duplicatas, referentes as velocidades do
crescimento radial (Vcr) em mm/h e o valor de R? para ambas as concentracdes estudadas,
nos diferentes fungos. Os dados foram langados e calculados utilizando o Excel 2010.

Foram obtidos os resultados de inativacao dos extratos de tamarindo liofilizado para os
fungos Penicillium expansum; Rhizopus sp., Fusarium spp. e Aspergillus niger,
respectivamente e de tal forma que os valores descritos a seguir correspondem as velocidades
de crescimento, Vcroy, (Mm/h), VCrexra (MM/h) € a0 R?, respectivamente:

- Extrato de tamarindo [1,2%]: 0,3461, 0,1482 e 0,96; 2,9805, 2,4099 e 0,96; 1,4024, 1,9842 ¢
0,97; 2,0157, 2,1066 e 0,96.

- Extrato de tamarindo [5%]: 0,2180, 0,1687 e 0,96; 0,2720, 0,2610 e 0,91; 0,3600, 0,2997 e
0,96; 0,2016, 0,2756 e 0,97.

- Extrato de tamarindo [5%] para as 96 primeiras horas de crescimento do Aspergillus niger:
0,2854, 0,1957 e 0,99.

De acordo com os resultados obtidos, foi possivel perceber que cada fungo estudado
reagiu de forma diferente a inativacdo e que, de uma maneira geral, houve uma mudanca
positiva nos resultados ao utilizar o extrato hidro alcéolico de tamarindo liofilizado.

A inativagdo do crescimento foi notada, principalmente, em sua fase inicial (lag),
exceto para o fungo Rhizopus sp., 0 qual possuiu resisténcia a ambas as concentracdes do
extrato.

Avaliando o crescimento em sua totalidade, o Aspergillus niger possuiu certa
resisténcia em ambas as concentragdes do extrato, ndo mostrando eficacia o extrato de
tamarindo liofilizado a 1,2%, visto que a velocidade de crescimento a 0% foi menor do que a
1,2%, porém visualmente foi notada uma sensibilidade a inativacdo na sua fase inicial (fase
lag), ao utilizar o extrato de tamarindo 5,0%, e isto pode ser observado graficamente ao isolar
o0s dados para as 96 primeiras horas de crescimento, onde o fungo demorou a se desenvolver
consideravelmente nos primeiros dias, nas placas que continham este extrato.

Assim como em estudo anterior, também realizado no Laborat6rio de Microbiologia
de Alimentos da UFRN, em que se utilizou o extrato hidro alcoolico da fruta de tamarindo a
20%, os fungos Fusarium sp. e Penicillium expansum se mostraram como 0s mais sensiveis a

acdo dos extratos com tamarindo liofilizado. Para estes, tanto o extrato mais concentrado
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como o de menor concentracdo conseguiram inibir o crescimento por um longo periodo.
Sendo assim, é possivel garantir a inibicdo destes fungos com uma quantidade menor de
tamarindo ao utilizar a fruta liofilizada. Embora no ensaio com a concentracao de tamarindo
1,2%, a compilacdo dos dados para a velocidade de crescimento do Fusarium sp. ndo tenha
mostrado esta inibig&o, durante este ensaio, o0 fungo apresentou uma diferenca qualitativa de
crescimento entre o0 0% e o extrato.

Para uma melhor representacdo dos calculos de velocidade de crescimento desses
microrganismos, podem ser utilizados softwares e modelos matematicos que descrevam esta
inibicdo, minimizando os erros e aproximando a compilagdo dos dados com os resultados
experimentais.

A acdo do extrato hidroalcdolico de tamarindo liofilizado foi potencializada, visto que
a liofilizacdo concentra os compostos bioativos presentes na tamarindo, assim como 0sS
compostos aromaticos volateis nao sdo absorvidos no vapor d’agua produzido na sublimagio
e ficam presos na matriz do alimento (FELLOWS, 2006).

CONCLUSOES

Com os resultados obtidos neste projeto, conclui-se que a utilizacdo desses extratos a
base de tamarindo liofilizado possui uma significancia para a inibicdo do crescimento da
maioria dos fungos deteriorantes aqui estudados, bem como pode-se considerar a relevancia
do processo de liofilizacdo da fruta na preparacdo do extrato hidroalcodlico, tendo em vista
que a sua utilizacdo potencializou a inibicdo do crescimento flngico. Ap6s o estudo,
evidenciou-se 0 éxito da utilizacdo de ambos os extratos na inibicdo do P. expansum, tendo
em vista que este fungo termorresistente € o maior produtor da patulina, micotoxina muito
comum em magcas e péras, a qual possui toxicidade em varios sistemas bioldgicos, inclusive o
homem. Fusarium sp. e o Aspergillus niger mostraram sensibilidade a acdo dos extratos, onde
foi observada uma inibicéo significante do crescimento na fase inicial de ambos.

Finalmente, conclui-se por meio deste trabalho a importancia de se estudar a acéo
inibidora de extratos para estes microrganismos alteradores, e que estudos como este devem

ser continuamente incentivados.
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