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Resumo

O queijo e doce de leite sdo produtos propicios a contaminagdo microbiana, a deterioracdo gera aspectos sensoriais
indesejaveis tornando o produto inaceitavel para o consumo.Consequentemente ocorre o desperdicio do produto e
perda econdmica, além de propiciar danos a salde do consumidor. Existem vérias alternativas para reducdo da
contaminagdo microbiana, porém a atual tendéncia dos consumidores por produtos naturais tendenciou a introducéo
destes em substituicdo aos compostos sintéticos. Um dos ingredientes que pode possivelmenteser substituinte dos
conservantes quimicos é o dleo de coco devido ter em sua composi¢do cido laurico, uma substancia fungicida.
Objetivou-se neste trabalho avaliar seu potencial de acdo como antifingico em derivados lacteos. Foi aplicado o
método de difusdo em &gar e concentracdo inibitéria minima para avaliar a atividade de dleo de coco sobre
Penicillium roquefort. Alguns estudos demonstraram atividade do 6leo de coco sob tais espécies Candida spp.,
Saprolegnia parasitica, Colletotrichum gloesporioides e Aspergillus fumigatus. Entretanto, o dleo de coco nédo foi
capaz de inibir o crescimento de Penicillium roquefort nas concentragdes passiveis de utilizagdo nos produtos lacteos
descritos no trabalho.

Palavras-chave: Atividade antifingica; Oleo de coco; Acido laurico; Derivados lacteos; Contaminag&o microbiana.

Abstract

Cheese and dulce de leche are products prone to microbial contamination, deterioration generates undesirable sensory
aspects making the product unacceptable for consumption. Consequently, product waste and economic loss occur, in
addition to causing damage to consumer health. There are several alternatives to reduce microbial contamination, but
the current consumer trend for natural products has tended to introduce these in place of synthetic compounds. One of
the ingredients that can possibly be a substitute for chemical preservatives is coconut oil due to its composition lauric
acid, a fungicidal substance. The objective of this work was to evaluate its action potential as an antifungal agent in
dairy products. The method of diffusion in agar and minimum inhibitory concentration was applied to evaluate the
activity of coconut oil on Penicillium roquefort. Some studies have demonstrated the activity of coconut oil against
Candida spp., Saprolegnia parasitic, Colletotrichum gloesporioides and Aspergillus fumigatus species. However,
coconut oil was not able to inhibit the growth of Penicillium roquefort in the concentrations that could be used in the
dairy products described in the work.
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Resumen

El queso y el dulce de leche son productos propensos a la contaminacién microbiana, el deterioro genera aspectos
sensoriales indeseables haciendo que el producto sea inaceptable para el consumo. En consecuencia, se producen
desperdicios de productos y pérdidas econdmicas, ademas de causar dafios a la salud de los consumidores. Existen
varias alternativas para reducir la contaminacion microbiana, pero la tendencia actual de consumo de productos
naturales ha tendido a introducir estos en lugar de compuestos sintéticos. Uno de los ingredientes que posiblemente
puede ser un sustituto de los conservantes quimicos es el aceite de coco debido a su composicion cido laurico, una
sustancia fungicida. El objetivo de este trabajo fue evaluar su potencial de accién como antifingico en productos
lacteos. Se aplicé el método de difusidn en agar y concentracién minima inhibitoria para evaluar la actividad del
aceite de coco sobre Penicillium rogquefort. Algunos estudios han demostrado la actividad del aceite de coco contra
Candida spp., Saprolegnia parasitaria, Colletotrichum gloesporioides y especies de Aspergillus fumigatus. Sin
embargo, el aceite de coco no logrd inhibir el crecimiento de Penicillium roquefort en las concentraciones que se
podrian utilizar en los productos lacteos descritos en el trabajo.

Palabras clave: Actividad antiflingica; Aceite de coco; Acido laurico; Productos lacteos; Contaminacion microbiana.

1. Introducéo

O setor lacteo brasileiro estd em quarto lugar no mundo no quesito producdo, desempenhando um grande papel na
geracéo de renda e empregos. Este cada vez mais tende a adequar os processos de producdo com a necessidade do consumidor.
Dos diversos derivados lacteos produzidos no Brasil, 0 queijo e doce de leite sdo os produtos que se destacam no mercado
(Guing, et al., 2020; Sellito, et al., 2018).

Um dos problemas recorrentes no mercado lacteo é o desenvolvimento de fungos indesejaveis. Os fungos sdo a maior
preocupacao da industria de alimentos devido seu dificil controle de contaminagdo e algumas espécies causar morbidade e
mortalidade. Os géneros de fungos mais encontrados na contaminacdo de laticinios sdo Penicillium sp., Fusarium sp.,
Cladosporium sp. e Aspergillus sp. (Jahn, et al., 2017; Kure & Skaar, 2019).

Em relacéo aos pontos criticos do processo de producdo do doce de leite e queijo, por necessitar de uma série de
operacles, 0 queijo € um produto coam um maior potencial para contaminacdo. Enquanto o doce de leite deve-se controlar as
etapas do resfriamento e envase (Carvalho, et al., 2017; Char, et al., 2005; Peixoto, et al., 2012; Perry, 2004; Siqueira, et al.,
2020).

Existem vérias alternativas para conservacdo de alimentos, como a utilizacdo de agentes antimicrobianos. Estes
controlam processos naturais de deterioracdo e crescimento celular, atualmente a utilizagdo de conservantes antimicrobianos
naturais presentes em plantas ou microrganismos esta cada vez mais sendo o foco para as industrias alimenticias. Um produto
que é cada vez mais estudado e possui uma grande escala de producédo é o dleo de coco. Ele representa uma fonte de acido
laurico, sendo esse considerado principal responsavel pelas propriedades do 6leo de coco e estudos demonstram que a
substancia tem alto potencial antimicrobiano (Bello, et al., 2015; Dayrit, 2014; Hyldgaard, et al., 2012).

A aplicacdo de outros ingredientes em derivados lacteos deve seguir com seus requisitos para manter a identidade do
produto. Segundo a Portaria 146 de 7 de margo de 1996, a denominacéo queijo é para produtos cuja base lactea ndo contenha
gorduras ou proteinas de origem ndo lactea. Ja o regulamento do doce de leite regulamenta uma adicao de até 6 % de gordura,
esta pode ser lactea ou ndo lactea (Portaria n°® 146, 1996).

Face ao exposto, objetivou-se realizar uma pesquisa apresentando atividade antiflngica de 6leo de coco e sua possivel

aplicacdo em derivados lacteos.

2. Metodologia

2.1 Ativacéo do Fungo
Foi utilizada uma estirpe de Penicillium roquefort ATCC 10110 cedida pela Funda¢do Osvaldo Cruz. O fungo

filamentoso foi ativado em Agar Batata Dextrose (PDA) e mantido em geladeira a 10° C até sua utilizaco.
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2.2 Preparagédo do inoculo

Os esporos de P. roquefort foram preparados segundo a metodologia de Das, Singh, et al., (2021, p. 2), onde a placa
foi imersa em Tween80 a 1%, e depois a suspensdo de esporos foi filtrada e foi realizada a contagem de esporos em
hemocitdmetro resultando em uma concentragdo de 108 esporos/mL.

2.3 Preparacéo da solucdo mae
O ¢leo de coco virgem obtido comercialmente de marca Sabor da Terra foi diluido em Tween 80 a 1% para obter as
concentracfes de 5.5 g/L a 22 g/L. Para obter as concentracGes de 33 g/L a 49.5 g/L foi usado Tween 80 a 3%.

2.4 Preparagdo do meio de cultura

Foram preparados 1 frasco de &gar PDA e 1 frasco de caldo YES (extrato de levedura e sacarose) para cada
amostragem: controle positivo e as respectivas concentragdes de 6leo de coco de cada ensaio: 49.5 g/L (4.95%); 44 g/L (4.4%);
38.5 g/L (3.85%); 33 g/L (3.3%); 22 g/L (2.2%); 16.5 g/L (1.65%); 11 g/L (1.1%) e 5.5 g/L (0.55%). Além de 2 frascos de
Tween 90 mL com 1 g de Tween em cada frasco para obter a concentracdo de 1% e foi pesado 3 g de Tween em 90 mL para

obter a concentragéo de 3%.

2.5 Método de difusdo em &gar

A difusdo em &gar foi realizada de acordo com a metodologia de Permana, et al., (2021, p. 2). O &gar PDA foi
mantido em banho maria por 15 minutos a 50°C. No frasco foi adicionado a solu¢do mée e em seguida o agar PDA,
procedendo a homogeneizacéo da solugdo por um minuto e distribuindo na placa de Petri. Cada amostra foi inoculada com 15
ML de uma solugéo de esporos bem no centro da placa de Petri.

Os controles positivos foram realizados a partir do indculo do fungo filamentoso em meio de Tween 80 (1 e 3%) sem
adicéo de 6leo de coco. As placas de Petri inoculadas foram incubadas a 30°C por 14 dias. Cada amostra foi processada em
triplicata.

2.6 Determinacdo da concentragdo inibitdria minima

A concentracao inibitéria minima foi determinada segundo a metodologia de Das et al. (2021, p. 2). No tubo foram
homogeneizados 0 meio de cultivo (YES) e solucdo mée para obter as concentracGes finais de 0.55 a 4.95%. Foram
adicionados 10 pL de suspenséo de esporos as amostras e aos controles para atingir a concentracdo de 10° esporos/mL. Tubos
contendo meio de cultivo acrescidos de Tween 80 (1 e 3%) e fungo filamentoso foi utilizado como controle positivo. O tempo

e temperatura de incubacéo foram o mesmo do procedimento anterior. Cada amostra foi processada em triplicata.

3. Resultados

Neste estudo foram utilizadas as concentrac@es de dleo de coco de 0;55 a 4;95% em meio de cultura PDA e YES para
avaliar a atividade antimicrobiana sobre P. roqueforti. Nestas concentra¢cdes nenhum efeito inibitério sobre P. roqueforti foi
observado em comparacdo com o controle positivo (sem adicdo de dleo de coco). A concentragdo maxima de 4.95% foi
utilizada obedecendo a concentracdo maxima de gordura permitida para adicdo em doce de leite como ingrediente ndo lacteo

opcional no processo de fabricacéo.
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4. Discussdes

A atividade antifingica do 6leo de coco é principalmente devido a presenca de &cido laurico, presente em cerca de
53% de sua composicdo, a atividade antifingica do &cido laurico se da por dois mecanismos principais: destruicdo da
membrana celular, interferéncia em processos celulares, como transdugdo e transcricéo da sinalizagdo celular (Dayrit, 2014). O

Quadro 1 demonstra trabalhos que evidenciaram a atividade antifungica desta substancia.

Quadro 1. Trabalhos que avaliaram atividade antifingica de &cido laurico.

Microrganismo Metodologia Resultado Referéncia

Candida albicans Determinacio da | Acido laurico inibiu C. albicans na concentracdo de 5 | Bergsson, Arnfinnsson,
concentracao mM. Steingrimsson &
inibitéria minima Thormar, 2001.

Aspergillus  niger; | Difusdo em agar Em 0;04 g/L e inibiu completamente o crescimento de A. | Altieri, Cardillo,
Aspergillus terréus; niger e diminui o didmetro da col6nia de 4;31 para 2;83 | Bevilacqua, &
Penicillium cm de A. terreus e aumentou o tempo necessario para | Sinigaglia, 2007.
glabum; atingir 1 cm de didmetro da col6nia de P. glabum. P.
Penicillium italicum apresentou resisténcia.
italicum.
Fusarium Difuséo em agar Inibicdo completamente de F. oxysporum em 0;02g/L e | Altieri et al., 2009.
oxysporum ndo foi observado crescimento por 30 dias.
Alternaria Determinagio da | Acido laurico apresentou concentragio inibitéria minima | Dolezalkova, Magalik,
alternata; concentragéo de 0;75 g/L para A. alternata; 1;5 g/L para M. racemosus | Butkovi¢ov4, Jani§ &
Aspergillus inibitéria minima | e 1 g/L para P. roquefort. Burikova, 2012.
niger;Mucor
racemosus;
Penicillium
roquefort
Candida albicans Difusio em disco | Acido laurico foi capaz de inibir C. albicans em10 g/L Akulaetal., 2021.

Fonte: Autores.

Outro estudo que ndo apresentou atividade antiflngica de 6leo de coco foi o trabalho de Cansel et al. (2019), onde foi
avaliado a susceptibilidade de Candida albicans ao adicionar 6leo de coco virgem e a espécie submetida ao estudo apresentou
resisténcia.

A atividade antimicrobiana de compostos naturais € influenciada por diversos fatores, incluindo método de extracéo,
concentragdo do principio ativo e microrganismo alvo (Ajidarma, et al., 2018).

Como demonstrado no Quadro 2. H& varios trabalhos que investigaram atividade antifingica de 6leo de coco sobre
diversas espécies de Candida onde cada espécie apresentou diferentes respostas onde pode definir um intervalo de
susceptibilidade frente as concentragdes de 6leo de coco sem diluicdo até 3.125 g/L.

O método mais empregado nos trabalhos apresentados no Quadro 2 é a difusdo em &gar (técnicas do poco e disco de
papel). O método consiste em avaliar a reagdo do microrganismo a substancia aplicada no meio de cultura solido onde &
observado o didmetro da zona de inibicdo depois do periodo de teste e a concentragdo da substancia ensaiada com atividade
inibitéria. Deve-se ressaltar que este método é amplamente empregado em laboratérios com o fim de uma triagem da atividade

farmacoldgica de novos agentes (Ostrosky et al., 2008).
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Quadro 2. Trabalhos que avaliaram atividade antiflingica de 6leo de coco.

Tipo Microrganismo Metodologia Resultado Referéncia
Oleo de | Candida albicans, | Difusio em pogo C.albicans: zona de inibi¢do >28 mm em 250 g/L de | Ogbolu, Oni,
coco Candida glabrata, 6leo de coco. C. krusei : zona de inibicdo < 27 mm | Daini & Oloko,
virgem Candida (resisténcia) Todas as outras espécies apresentaram | 2007.

stellatoidea, sensibilidade (zona de inibigdo >28 mm) no 6leo de
Candida coco sem diluigdo.
tropicalis,
Candida  krusei,
Candida
parapsilosis
Oleo de | Candida albicans | Ensaio de biofilme | Oleo de coco sem dilui¢io reduziu o crescimento de C. | Thaweboon, .,
coco albicans em 1 log. Nakaparsin, &
virgem Thaweboon, B.,
2011.
Oleo de | Candida albicans | Difusio em pogo Houve zona de inibicéo de 19.6 mm usando 545 g/L de | Kannan &
coco 6leo de coco. Mohammed,
virgem 2014.
Oleo de | Colletotrichum Determinacdo da | Atividade fungicida em 500 g/L. Ramos, Andreani
coco gloesporioides concentracéo & Kozusni-
inibitéria minima Andreani, 2016.
Oleo de | Candida albicans | Difusdo em disco Oleo de coco inibiu o crescimento em 125 g/L. Fitryani &
coco Andina, 2018.
virgem
Oleo de | Candida albicans | Difusdo em disco C. albicans apresentou resisténcia. Cansel et al,
coco 20109.
virgem
*QOleo Candida albicans | Difusdo em poco C. albicans: zona de inibicdo de 20.85 mm A. | Effiong, Adamu,
decoco |e Aspergillus fumigatus: zona de inibi¢do del6 mm. Na’isai, M. A. K,
fumigatus & Umara, 2019.
Oleo de | Candida Difuséo em disco C. hoemulonii: zona de inibicdo de 90%. C. albicans: | Kamga et al.,
coco parapsilosis, zona de inibi¢do de 59.85%. Concentracdo de 6leo de | 2019.
virgem Candida coco 100 g/L. Zona de inibicdo de 50% para outras
hoemulonii, espécies nas concentracdes de 6leo de coco: 3.125 g/L
Candida para C. hoemulonii, 12.5 g / L para C. lipolytica, 25 g
tropicalis, /L para C. tropicalis, 50 g /L para C. krusei e C.
Candida parapsilosis.
lipolytica,
Candida albicans
e Candida krusei
Oleo de | Candida albicans | Ensaio de biofilme | Inibic&o do biofilme em 800 g/L Sari et al., 2019.
coco
virgem
Oleo de | Candida albicans | Determinacdo da | C. albicans apresentou susceptibilidade até a | Udensi et al.,
coco e Aspergillus | concentracdo concentracdo de 12.5 g/L enquanto A. niger apresentou | 2019.
virgem niger inibitéria minima resisténcia em 100 g/L.
Oleo de | Saprolegnia Difusdo em disco Houve inibigdo do crescimento micelial até o quarto | Couto et al., 2021.
coco parasitica dia de incubagdo. A concentragdo de 6leo de coco
virgem usada foi 1.63 g/L

*Qleo de coco: extracdo com submissdo de aquecimento. Oleo de coco virgem: extragdo sem aquecimento. Fonte: Autores.

Muhktar, et al., (2020), abordaram o mecanismo da atividade antiflingica de 6leo de coco virgem na membrana celular
de Candida albicans. O trabalho demonstrou que o 6leo de coco virgem hidrolisado possui 0 mecanismo de destruicdo celular
através da formacdo de poros na parede celular que levam a morte das células ou apoptose devido ao vazamento de contetido
citoplasmético da membrana enquanto o 6leo de coco virgem ndo demonstrou resultado significativo de vazamento de

contelido citoplasmatico. O processo de hidrélise aumenta a concentracdo de acidos graxos livres, ou seja, consequentemente

aumentou a concentracdo de cido laurico, evidenciando seu mecanismo de atividade antifungica.
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A espécie Aspergillus niger apresentou resisténcia ao 6leo de coco, porém esta apresentou sensibilidade aos
monoacilglicerodis derivados do 6leo de coco na concentragdo de 0;5 g/L, isto se deve ao aumento da concentracéo de acido
laurico (Rihakova, et al., 2002; Udensi et al., 2019).

Ramos et al. (2016) determinaram a atividade fungicida de 6leo de coco sobre Colletotrichum gloesporioides,
Permana et al. (2021) avaliou a influéncia da adi¢do de 6leo de coco em revestimentos a base de cinamaldeido. O trabalho
constatou que houve uma contribuicdo do dleo de coco para diminuir o crescimento dos fungos, mas ndo conseguiu inibir
completamente.

Udensi et al. (2019), avaliaram a atividade antifingica do 6leo de coco virgem em Candida albicans e Aspergillus
niger, os autores prepararam uma diluicdo seriada de éleo de coco em agua destilada partindo de uma concentracdo de 100
mg/mL e chegando em 10 mg/mL. Foi encontrado uma alta susceptibilidade de Candida albicans ao 6leo de coco, enquanto
Aspergillus niger demonstrou uma alta resisténcia.

Outros autores avaliaram a antifungica do 6leo de coco contra Candida albicans e Aspergillus fumigatus, onde
demonstrou que C. albicans demonstrou uma alta susceptibilidade ao 6leo de coco enquanto A. fumigatus apresentou menor
susceptibilidade (Effiong et al., 2019).

Além de fungos patdgenos em humanos houve estudo que avaliou a atividade do éleo de coco contra Saprolegnia
parasitica, um fungo patégeno em peixe, e constatou que houve inibicdo de seu crescimento, com melhor resultado na
concentracdo de 1,5 mL/L (Couto et al., 2021).

4. Concluséo

O oleo de coco é um produto natural que contém &cido laurico como agente antimicrobiano. Esta substancia possui
atividade antiflngica bem definida e é considerada responsavel por muitas das propriedades do dleo de coco. Alguns estudos
demonstraram que 0 6leo de coco foi capaz de inibir tais espécies: Candida spp., Saprolegnia parasitica, Colletotrichum
gloesporioides e Aspergillus fumigatus, tendo sido aplicado diferentes concentragdes nos estudos apresentados. Entretanto, o
6leo de coco ndo foi capaz de inibir o crescimento de Penicillium roquefort nas concentragdes passiveis de utilizacdo nos
produtos lacteos descritos no trabalho.

A utilizacdo desse possivel conservante em produtos lacteos necessita ser melhor estudada, aumentando a
concentracdo de cido laurico no 6leo de coco, avaliando o efeito em outras espécies de fungos, avaliando outros métodos de
producédo do 6leo de coco.

Sugestbes para trabalhos futuros: por mais que o 6leo de coco in natura ndo tenha apresentado atividade antifingica
sobre Penicillium roquefort, outras referéncias demonstraram que sua substdncia majoritaria o acido laurico apresentou
atividade para tal espécie, considerando tal informacéo e a atividade desta substancia em outros patégenos que contaminam os
derivados lacteos, a perspectiva é de realizar um trabalho com outros métodos de extracdo do dleo de coco com o objetivo de
aumentar a concentracdo de acido laurico em sua composic¢do e aplicar a tecnologia de nanoencapsulagdo com o objetivo de
preservar a concentragdo de acido laurico no dleo de coco e avaliar sua atividade antifingica em outros microrganismos

contaminantes de derivados lacteos.
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