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Resumo

Paes integrais tém sido desenvolvidos para atender as necessidades dos consumidores por
produtos de alta qualidade nutricional e funcional. Entretanto, estes produtos apresentam
elevada perecibilidade, pois sdo facilmente deteriorados por fungos. Neste contexto, 0s
extratos vegetais contendo compostos fendlicos tém sido investigados como antifungicos
naturais como forma de substituir os antifungicos sintéticos. Portanto, o objetivo deste estudo
foi investigar a atividade in vitro de extrato de osmarim (Lavandula angustifolia. Mill) contra
os fungos Aspergillus sp., Penicillium sp. e Rhizopus sp. e aplicar em pacotes de pées
integrais fatiados a fim de estender e/ou manter a vida Util desses produtos. Concentragdes
abaixo de 0,55 mg equivalente de acido galico/mL de extrato de osmarim foram incapazes de
inibir o desenvolvimento dos fungos avaliados. A concentracdo inibitdéria minima do extrato
de osmarim contra todos esses fungos foi 1,11 mg equivalente de acido galico/mL de extrato,
demonstrando uma atividade antifingica equivalente ao antifungico sintético na aplicagdo em
pacotes de pées integrais fatiados armazenados por 15 dias. Portanto, o extrato de osmarim
com essa concentragdo de compostos fendlicos pode ter uma aplicacdo potencial na inddstria
de panificagdo como antifungico natural, como forma de substituir o uso de antifungicos

sintéticos.

Palavras-chaves:
Extrato vegetal; Lavandula angustifélia. Mill ; concentracdo inibitéria minima; pées integrais;

compostos fenolicos; vida util.



1 Introducgéo

As mudancas de habitos alimentares da populacdo mundial vém restringindo o
uso de aditivos alimentares de origem sintética pelas inddstrias alimenticias.
Consequentemente, pesquisas tém sido desenvolvidas com o intuito de avaliar a atividade
antimicrobiana de extratos e Oleos vegetais e utilizd-los como conservantes naturais em
alimentos (Del Ré & Jorge, 2012; Maciel et al., 2012).

Os vegetais, por meio de seu metabolismo secundario, produzem uma ampla
variedade de compostos orgéanicos, os quais podem ser classificados em trés grupos:
compostos fendlicos, terpenos e compostos nitrogenados. Os extratos vegetais contendo estes
compostos podem ser explorados na inddstria alimenticia como conservantes, uma vez que
apresentam propriedades antioxidantes e antimicrobianas (Figueiredo et al., 2007; Taiz &
Zeiger, 2009), atribuidas particularmente aos compostos fenolicos presentes nesses extratos.

As plantas Lavandula angustifolia. Mill, popularmente conhecidas como
alfazema e/ou osmarim, sdo destinadas principalmente a obtencdo de 6leo essencial, o qual é
utilizado com a finalidade terapéutica na medicina popular, em fitoterapia, cosmetologia,
fragrancia, paisagismo e culinaria (Lorenzi & Souza, 2008; Marchese et al., 2009; Riva,
2012). Entretanto, sdo escassos o0s estudos avaliando a capacidade antimicrobiana do seu
extrato hidroalcoolico em produtos alimenticios.

Paes integrais adicionados de diferentes gréos, tais como linhaca, centeio, chia
e girassol, tém sido desenvolvidos para atender as necessidades dos consumidores por
produtos integrais de alta qualidade nutricional e benéficos a saide humana, representando 30
a 40 % dos paes industrializados (Santos, 2015). Entretanto, estes produtos apresentam
elevada perecibilidade, pois sdo facilmente deteriorados por fungos (Legan, 1993; Santos,
2015).

Com o intuito de promover o aumento da vida util de produtos panificados, a
industria utiliza da aplicacdo de conservantes sintéticos, particularmente os acidos propionico
e sorbico, bem como seus respectivos sais. Esses conservantes sdo aplicados na massa dos
pées e na parte interna da embalagem que acondiciona esses produtos (Forc, 2015).

Contribuindo com estudos sobre extratos vegetais com atividade
antimicrobiana em alimentos, o objetivo deste trabalho foi investigar a atividade in vitro de
extrato de osmarim (Lavandula angustifolia. Mill) contra os fungos Aspergillus sp.,
Penicillium sp. e Rhizopus sp. e aplicar em pacotes de pdes integrais fatiados a fim de

estender e/ou manter a vida util desses produtos.



2 Material e métodos

2.1  Matérias-primas

As folhas da planta Lavandula angustifolia. Mill foram obtidas a partir de
hortas familiares localizadas no municipio de Belmonte, no extremo oeste do estado de Santa
Catarina, Brasil. As amostras de pdo de forma integral fatiado, sem a aplicacédo de antifungico
na embalagem dos mesmos, foram fornecidas por uma inddstria de panificacdo localizada no
municipio de Paraiso, no extremo oeste de Santa Catarina, Brasil. Os microrganismos
utilizados para avaliar a atividade antimicrobiana do extrato vegetal foram cepas de
Aspergillus sp. IOC 3999/1998 (Fiocruz, Rio de Janeiro, RJ, Brasil), Penicillium sp. (isolado

de pées deteriorados) e Rhizopus sp. (comercial).

2.2  Obtencdo, concentracdo e ressuspensdo do extrato hidroalcodlico de Lavandula

angustifolia. Mill

A coleta das folhas de Lavandula angustifolia. Mill foi realizada de forma
manual, utilizando-se tesoura de poda, entre oito e nove horas da manha. As folhas foram
secas em estufa com circulacdo forcada de ar (Luca-82/768, Lucadema, Sdo José do Rio
Preto, Brasil) por sete horas a 50 °C (Riva, 2012).

Apos a secagem, as folhas foram desprendidas do caule e trituradas em moinho
analitico (Ika All basic, St. Louis, MO, EUA). A amostra foi acondicionada em sacos de
polietileno e embalada a vacuo até a obtengdo do extrato.

O extrato das folhas de Lavandula angustifolia. Mill foi obtido em duplicata de
acordo com a metodologia descrita por Hajhashemi, Ghannadi & Sharif (2003), com
adaptacdes. Aproximadamente 10 g de folhas secas trituradas foram pesadas em frascos
erlenmeyer e adicionados 50 mL de alcool de cereais 70 % (v/v). A mistura foi mantida ao
abrigo da luz sob agitacdo a 150 rpm, em mesa agitadora orbital, durante 12 horas. Em
seguida, a mistura foi filtrada a vacuo com papel qualitativo (retengéo de particulas 4-12 pm)
em funil de bichner e o extrato filtrado foi submetido a um evaporador rotativo a vacuo
(Q344M2; Quimis®, Sdo Paulo, Brasil), ao abrigo da luz, por 50 min a 40 °C. Em seguida,
esse extrato concentrado livre de etanol foi ressuspendido em 5 mL de tensoativo
dimetilsulfoxido (DMSO) 0,5 % (v/v) e utilizado nos ensaios de inibi¢do contra as cepas dos

fungos Aspergillus sp., Penicillium sp. e Rhizopus sp. Uma amostra de extrato concentrado foi
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ressuspendida em 10 mL de alcool de cereais 70 % (v/v) para a determinacdo do contetdo
total de compostos fendlicos.

2.3  Determinacdo do conteudo total de fendlicos no extrato concentrado de Lavandula

angustifélia. Mill

O extrato concentrado foi ressupendido em 10 mL de alcool de cereais 70 %
(v/v) e diluido 100 vezes com este mesmo solvente. O contedo total de fendlicos nesse
extrato foi determinado pelo método espectrofotométrico Folin-Ciocalteu, conforme descrito
por Singleton et al. (1999). A mistura reacional foi preparada utilizando-se 1 mL do extrato
vegetal, 1 mL do reagente Folin-Ciocalteu (ndo diluido) e 1 mL de carbonato de sédio a 10 %
(m/v), e deixada em repouso por 60 minutos ao abrigo de luz. Decorrido este tempo, foram
realizadas leituras da absorvancia em espectrofotémetro (Q-898U2M5, Quimis®, Sao Paulo,
Brasil) a 760 nm. O resultado foi utilizado para expressar a concentracdo inibitéria minima

em miligramas equivalentes de acido galico por mL de extrato ressuspendido.

2.4  Avaliacdo da atividade antifingica do extrato de Lavandula angustifolia. Mill por
meio da Concentragdo Inibitoria Minima (CIM)

A determinacdo da atividade antifingica do extrato hidroalcodlico de
Lavandula angustifolia. Mill foi realizada por meio da metodologia de concentragdo inibitoria
minima (CIM) por microdiluicdo, de acordo com o National Committee for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS), com adaptacdes (Ostrosky et al., 2008).

Os inoculos foram obtidos a partir da ativagdo das cepas dos fungos
Aspergillus sp., Penicillium sp. e Rhizopus sp. em caldo sabouraud, os quais foram incubados
a 25 °C por 48 horas em estufa BOD (lbrahim & Osman, 1995; Handa, 2013). As
suspensdes das cepas foram preparadas em tubos de ensaio contendo &gar sabouraud
solidificado inclinado ou em placas de petri, e incubados em estufa incubadora BOD a 25 °C
por 3 a 5 dias (Chattopadhyay et al., 2002; Sahin et al., 2004; Lima, 2011).

Para realizar a padronizacdo da concentracdo dos esporos fungicos transferiu-
se porc¢des das colonias para 5 mL de solucdo tween 20 a 2 % (v/v), com o auxilio de uma
alca de platina. A suspensdo foi homogeneizada em vortex e realizou-se a contagem dos
esporos em camara de Neubauer (Handa, 2013). As suspensdes dos esporos flngicos

apresentaram concentracfes de aproximadamente 10° a 10° esporos/mL. Dessas suspensoes,
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aliquotas de 200 pL foram adicionadas em tubos contendo 10 mL de caldo sabouraud; essa
suspensdo resultante foi considerada como indculo (Ibrahim & Osman, 1995).
A partir dos inoculos obtidos foram realizadas microdilui¢bes (Figura 1) em

microplacas de 96 micropocos.

Figura 1 — Microdilui¢Ges do extrato de Lavandula angustifolia. Mill para a determinacédo da

concentracdo minima inibitdria dos fungos
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Para cada microrganismo utilizou-se uma microplaca, onde foram adicionados
nos micropocos 100 pL de in6culo. Para cada microplaca preparou-se um controle negativo
(meio de cultura sem indculo) e um positivo (in6culo). Além disso, foram realizados controles
das solugbes de tween 20 a 2 % (v/v), alcool de cereais a 70 % (v/v) e dimetilsulféxido
(DMSO) 0,5 % (v/v). No primeiro micropogo contendo o inoculo foram adicionados 100 pL
do extrato de Lavandula angustifolia. Mill e, em seguida, realizadas as dilui¢cdes seriadas, de
forma que cada micropogo subsequente apresentasse metade da concentragdo de compostos
fendlicos do micropogo anterior. As microplacas foram incubadas em estufa a 25 °C por 3
dias para Rhizopus sp. e 5 dias para Aspergillus sp. e Penicillium sp. (Ibrahim & Osman,
1995; Sahin et al., 2004; NCCLS, 2005). A investigacdo do desenvolvimento ou ndo dos
fungos em cada micropoco foi realizada por meio do aspecto visual e reacdo com 15 pL da
solucdo de cloreto de trifeniltetrazolio 5 % (m/v). Depois de 2 horas da adicdo desse reagente,
a 25 °C em estufa BOD, foi verificado se houve alteracdo de cor (NCCLS, 2005). As menores
concentracdes de extrato que inibiram o crescimento fdngico foram definidas como
concentragdes inibitdrias minimas, as quais foram expressas em miligramas equivalentes de

acido galico por mL de extrato.



2.5  Avaliagdo da atividade antifungica do extrato de Lavandula angustifolia. Mill em pées
integrais fatiados e estimativa da sua vida util

O extrato concentrado de Lavandula angustifolia. Mill, ressuspenso em 5 mL
de solucdo de DMSO 0,5 % (v/v), com concentragdo inibitéria minima contra os fungos
Aspergillus sp., Penicillium sp. e Rhizopus sp., foi transferido para um borrifador previamente
esterilizado. Em seguida, foram aplicados quatro borrifos (1 mL de extrato) na parte interna
de cinco pacotes estéreis de polietileno, os quais foram utilizados imediatamente para
acondicionar 20 fatias de pées integrais (por pacote) recém assados e resfriados. Utilizou-se
como controle cinco pacotes submetidos a aplicacdo de antiflngico sintético a base de acido
sorbico, conforme as recomendacGes do fabricante do produto. Esses pacotes foram
armazenados em estufa BOD a 25 °C com fotoperiodo e avaliados visualmente para verificar
a formacdo de fungos. Além disso, foi realizada uma avaliacdo microbioldgica de contagem
total de bolores e leveduras a cada cinco dias por quinze dias, de acordo com a Instrugéo
Normativa n°® 62, de 26 de agosto de 2003. Os resultados microbiologicos foram expressos em
unidade formadora de colénia por grama (UFC/g) (MAPA, 2003).

3 Resultados e discussao

3.1  Avaliagdo in vitro da concentracdo inibitoria minima do extrato de Lavandula
angustifolia. Mill contra Aspergillus sp., Penicillium sp. e Rhizopus sp.

O contetido de compostos fendlicos presente nos micropogos variou de 2,21
mg equivalentes de acido galico/mL de extrato (Figura 1; linha A), a 0,07 mg equivalente de
acido galico/mL de extrato (Figura 1; linha F). Entretanto, apenas 0s extratos com
concentragdes de 2,21, 1,11 e 0,55 mg equivalentes de acido galico/mL de extrato inibiram o
desenvolvimento dos fungos Aspergillus sp., Penicillium sp. e Rhizopus sp. (Tabela 1).
Portanto, a concentragdo inibitéria minima (CIM) de extrato de osmarim contra esses fungos
foi de 0,55 a 1,11 mg equivalente de acido galico/mL de extrato. Ressalta-se que o solvente
utilizado na extracéo e as solugdes DMSO 0,5 % (v/v) e tween 20 a 2 % (v/v) ndo interferiram

nos ensaios de inibicdo dos fungos avaliados.



Tabela 1. Contetdo total de compostos fendlicos presentes no extrato de Lavandula
angustifolia. Mill em diferentes dilui¢Ges testadas para a inibigéo in vitro de Aspergillus sp.,
Penicillium sp. e Rhizopus sp.

Contetdo total de compostos

Dilui¢8o do extrato nos micropogos 1
fendlicos

Linha da microplaca* (uL de extrato ressuspenso/ul de meio de ival de 4cid
incubaco) mg equiva ente de acido
galico/mL de extrato
A 0,2** 2,21 +0,09
B 0,1** 1,11+£0,05
c 0,05** 0,55 £ 0,02
D 0,025 0,28 £ 0,01
E 0,0125 0,14 £ 0,01
F 0,00625 0,07 £ 0,003

*De acordo com a Figura 1.

**Diluicdo em que ocorreu inibigdo dos fungos testados.

H& poucos estudos relatando a concentracdo e identificacdo de compostos
fenolicos em extrato hidroalcoolico de Lavandula angustifolia. Mill, entretanto sdo vastos 0s
estudos voltados a quantificacdo de compostos presentes no Oleo extraido dessa planta.
Blazekovi¢ et al. (2010), verificaram elevadas concentracdes de 4acido rosmarinico nos
extratos preparados com etanol 50 % de folhas (5,32 g de &cido rosmarinico/100 g de extrato)
e flores (5 g de &cido rosmarinico/100 g de extrato) de Lavandula angustifolia. Mill em
comparacdo com as folhas (3,80 g de &cido rosmarinico/100 g de extrato) e flores (3,42 g de
acido rosmarinico/100 g de extrato) de Lavandula x intermedia 'Budrovka', relacionando a
presenca do acido fendlico com a atividade antioxidante demonstrada pelos extratos. Assim,
acredita-se que, além do acido rosmarinico contribuir com a atividade antioxidante, pode estar
associado com a atividade antifungica verificada no extrato do presente estudo.

Adaszynska-Skwirzynska & Dzigciot (2017) determinaram o contetido total de
compostos fendlicos em extratos metanolicos de flores e folhas de duas cultivares de
Lavandula angustifolia (Blue River e Ellagance Purple) e verificaram que as folhas (3,71 a
4,06 mg equivalentes de acido galico/gps) € as flores (1,13 a 1,12 mg equivalente de &cido
galico/gps) apresentam uma concentragdo razoavel em comparacdo a extratos de outras
plantas, tais como o alecrim (1,71 a 8,5 mg equivalentes de acido galico/ggs) (Sytar et al.,
2016; Proestos et al., 2013). Diferentemente, Sytar et al. (2016) verificaram que extratos
metandlicos de nove espécies de plantas da familia Lamiaceae apresentaram concentragdes
variadas no contetdo de compostos fendlicos, de 18,64 a 0,977 mg equivalentes de acido

galico/gps) e destacam a presenca dos acidos fenolicos 4-hidroxibenzoico, acido vanilico,
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acido clorogénico, acido p-cumarico e o-cumarico em diferentes concentragcGes nesses
extratos estudados. Esses dados evidenciam que o conteldo de compostos fendlicos presentes
em plantas do género Lavandula é influenciado pela espécie, clima da regido de cultivo, tipo
de solo, entre outros fatores (Riva, 2012) e, consequentemente, isso afeta o teor desses
compostos fendlicos nos extratos alcodlicos. Além disso, o tipo de solvente (Souza et al.,
2010), a proporcéo entre a planta: solvente de extragdo, entre outras variveis do método de
extracdo, também podem impactar na concentracdo desses compostos no extrato (Pérez-
Jiménez & Saura-Calixto, 2006). Consequentemente, pode haver diferenca nos resultados de
atividade antimicrobiana dos extratos vegetais. Portanto, a expressdo dos resultados de
concentracdo inibitoria minima em contetdo de compostos fendlicos, apresentada no presente
estudo, € relevante para evidenciar qual € a concentracdo efetiva desses compostos para
exercer atividade antifingica. 1sso possibilita estimar o rendimento do extrato em aplicacGes
de maior escala. Destaca-se que a determinacgdo do teor dos compostos fenolicos individuais
presentes no extrato estudado é importante para investigar aspectos toxicoldgicos e verificar
qual deles possui uma relacdo direta com a atividade antimicrobiana (Campos et al., 2016).

De acordo com os dados apresentados na Tabela 1 pode-se observar a
sensibilidade dos fungos Aspergillus sp, Penicillium sp. e Rhizopus sp. frente ao extrato
hidroalcodlico de Lavandula angustifolia. Mill. Entretanto, conforme ocorre a diluicdo do
extrato, e por consequéncia a reducdo de compostos fendlicos, a acdo antifingica do extrato
tornou-se inexistente. Essa observacdo estd de acordo com Rosal et al., (2009), pois ao
avaliarem diferentes concentraces de extrato aquoso de Salvia officinalis (20, 40 e 80 %)
sobre a inibicdo do fungo Penicillium sp., verificaram que houve uma melhor atividade
antifungica do extrato a medida que sua concentracdo aumentava. Esses resultados podem ser
fundamentados pelos estudos de Juglal et al., (2002) e Porte & Godoy (2001), os quais
destacaram que 0s grupos hidroxilas presentes nos compostos fenélicos podem interagir com
as enzimas do metabolismo microbiano, por meio de ligacGes de hidrogénio, e inativar seu
desenvolvimento. Assim sendo, quanto maior for a concentracdo de compostos fenolicos,
maior serd a atividade antimicrobiana. Contudo, é importante determinar a concentragdo
minima desses compostos que possui essa atividade, a fim de melhorar o rendimento dos
extratos vegetais em potenciais aplicacGes industriais.

Embora existam varios estudos (Daferera et al., 2000; Souza et al., 2004;
D’Auria et al., 2005; Souza et al., 2005) que tém verificado a atividade antifingica de extratos
de plantas, o rendimento do 6leo é baixo e demanda um investimento consideravel no seu

processo de extracdo. Nesse contexto, a investigacdo de extratos hidroalcoolicos de plantas
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com atividade antimicrobiana potencial deve ser estimulada para aplicagdes mais vidveis em
escala industrial. Ressalta-se que solventes “verdes” de extragao (Chemat et al., 2012), tais
como agua e etanol, possuem vantagens em relacdo ao metanol, acetona e acetonitrila quando
se considera uma possivel aplicacdo dos extratos em industrias de alimentos e farmacéuticas
(Handa et al., 2016), que demandam insumos de baixa toxicidade.

A investigacdo dessa concentracdo minima de compostos fenolicos que exerce
atividade antimicrobiana é importante para verificar qual € o microrganismo mais resistente
de um determinado grupo de interesse; por exemplo, em microrganismos deteriorantes de

pées, conforme pesquisado nesse trabalho.

3.2  Avaliacdo da atividade antifungica do extrato de Lavandula angustifolia. Mill em paes

integrais fatiados

A concentragdo inibitéria minima do extrato sobre todos os fungos avaliados
nesse estudo ficou entre 1,11 e 0,55 mg de equivalente de &cido galico/mL de extrato . Assim
sendo, optou-se por realizar a avaliacdo da atividade antifingica sobre os pées integrais
fatiados com o extrato na concentragdo de 1,11 mg equivalente de &cido gélico/mL de extrato,
cujos resultados estdo apresentados na na Tabela 2.

Tabela 2: Contagem de bolores e leveduras nos pées integrais fatiados com a adi¢do do
extrato de Lavandula angustifolia. Mill* ou adi¢do de antifingico sintético a base de acido
sorbico.

Amostras de Paes Integrais Fatiados**
Periodo avaliado

Com extrato (UFC/q) Com antifangico sintético (UFC/g)
5 dias <10° <10°
10 dias <10° <10°
15 dias <10° <10

*Conteudo de compostos fenodlicos de 1,11 mg equivalente de &cido galico/mL de extrato.

** Estocagem a 25 °C.

De acordo com a Tabela 2, pode-se observar que durante os quinze dias de
estocagem das amostras de pdo, a contagem de bolores e leveduras nas amostras analisadas
apresentaram o0 mesmo valor : <10* UFC/g, demonstrando que ambos desempenharam
atividade antifingica equivalente.
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Um estudo desenvolvido por pesquisadores do Food Reserarch Center (FORC,
2015) demonstrou que a vida util de pdes envolvidos em embalagem/filme a base de amido
adicionado de 6leo de cravo e canela foi maior que paes acondicionados em um filme plastico
convencional. Tal estudo vai ao encontro dos resultados do presente trabalho, pois o extrato
das folhas de Lavandula angustifolia. Mill poderia ser incorporado em filmes de revestimento
em produtos panificados.

E importante destacar que a qualidade das matérias-primas utilizadas na
elaboracdo dos pées, as boas praticas de fabricacdo e as condigdes higiénico-sanitarias do
ambiente de processamento devem ser levadas em consideragcdo para garantir produtos livres

de deterioragéo fungica.

4 Conclusoes

O extrato de osmarim (Lavandula angustifolia. Mill) exerceu atividade in vitro
contra os fungos Aspergillus sp., Penicillium sp. e Rhizopus sp. e na aplicacdo em pacotes de
pdes integrais fatiados. Concentragdes abaixo de 0,55 mg equivalente de &cido galico/mL de
extrato de osmarim foram incapazes de inibir o desenvolvimento dos fungos avaliados. A
concentracdo inibitéria minima do extrato de osmarim contra todos esses fungos foi 1,11 mg
equivalente de é&cido galico/mL de extrato, demonstrando uma atividade antifingica
equivalente ao antifingico sintético na aplicacdo em pacotes de pdes integrais fatiados
armazenados por quinze dias. Portanto, o extrato de osmarim com essa concentragdo de
compostos fendlicos pode ter uma aplicagcdo potencial na inddstria de panificagdo como
antifangico natural, como forma de substituir o uso de antifangicos sintéticos. Ressalta-se
gue sdo necessarios estudos futuros para caracterizar os compostos fendlicos presentes nesse

extrato e relaciona-los com a atividade antifingica, além da avaliagio toxicologica do mesmo.
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