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RESUMO

Os fungos anemofilos sdo importantes agentes contaminantes e deteriorantes de alimentos, especialmente
frutas e seus produtos. Neste estudo foram identificados os principais géneros fungicos presentes
na microbiota anemofila de uma industria de polpas de frutas, localizada no interior da Paraiba, e foi
investigada a agdo antifungica de terpenos como possivel alternativa de controle do crescimento fingico.
Os fungos foram coletados pela exposi¢do de placas de Petri contendo meio Agar Sabouraud dextrose com
cloranfenicol (50 pg/mL). Ap6s a incubagio a 28 °C durante sete dias, foram realizadas a contagem das
unidades formadoras de coldnias e sua descrigdo. Os fungos foram identificados pela andlise morfolégica
das colonias isoladas. O principal género isolado em toda industria foi o dematidceo Cladosporium spp.
Os ensaios de sensibilidade foram efetuados aplicando-se a técnica de difusdo em meio solido com discos
contendo os terpenos: carvacrol, citronelal, citral, linalol, timol, terpinoleno, p-cimeno e B-cariofileno. A
efetividade de alguns destes terpenos frente a cepas do Cladosporium spp foi demonstrada, com destaque
para o citral e carvacrol. A industria de polpas de frutas apresenta ar de ambiente vulneravel, especialmente
contaminagdo por Cladosporium spp. Pretende-se impulsionar novos estudos com produtos naturais na
perspectiva de diminuir a contaminagio fungica em alimentos.

Palavras-chave. fungos anemofilos, Cladosporium, industria, polpa de frutas, terpenos.

ABSTRACT

Airborne fungi are important food contaminants and spoiling agents, especially in fruits and their
derivatives. This study aimed at identifying the main fungi in the airborne microbiota in a fruit pulp
industry, located in Paraiba State, and to investigate the antifungal action of terpenes as an alternative for
controlling fungal growth. The Petri plates containing Sabouraud dextrose agar with chloramphenicol (50
ug/mL) were exposed for collecting the fungi. The plates were incubated at 28 °C for seven days; then the
colony forming unitscounting, and description were performed. The identification of fungi was performed
by the morphological analysis of isolated colonies. The main group of fungi isolated throughout the
industry was Cladosporium spp. Antifungal tests were performed by diffusion technique in solid medium
with discs containing terpenes: carvacrol, citronellal, citral, linalool, thymol, terpinolene, p-cymene and
B-caryophyllene. The effectiveness of some of these terpenes against Cladosporium spp. strains was shown,
especially citral and carvacrol. Based on these results, the fruit pulp industry shows vulnerable ambient
air, notably with high contamination by Cladosporium spp. Thus, it is aimed at promoting further studies
with natural drugs in order to reduce the fungal contamination in food.

Keywords. airborne fungi, Cladosporium, industry, fruit pulp, terpenes.
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INTRODUCAO

Devido ao seu conteido nutricional e
qualidades organolépticas, os alimentos sao
excelentes substratos para a multiplicacio de

micro-organismos como bactérias, leveduras
e fungos filamentosos, sendo facilmente
contaminados durante sua manipulagio e
processamento’. Na industria de alimentos,

os fungos anemofilos sdo micro-organismos que
se apresentam como importantes agentes
contaminantes de alimentos, causando sua
deterioragdo, redugdo no valor nutricional e
alterando suas qualidades organolépticas®.

Especialmente nas frutas e em seus
produtos como polpas de frutas, os fungos sao
responsaveis por causar mudancas indesejaveis,
tanto na composi¢do quimica quanto na
estrutura e aparéncia, que podem levar ao
seu descarte, e ocasionar perda econOmica’.
Em alguns casos, a contaminagdo de alimentos
por fungos pode se tornar um problema
de sadde publica, pois alguns  géneros
sao produtores de toxinas e micotoxinas
oriundas de seu metabolismo secundario®.

Segundo Zandonadi et al’, a contaminagao
dos alimentos se inicia na produ¢io da
matéria-prima e se estende as etapas de
transporte, recep¢ao, armazenamento. Durante a

manipulagdio  das  frutas, pode  ocorrer
contaminagdo devido condigdes precarias de
higiene dos manipuladores, equipamentos,

utensilios, ambiente e condi¢des inadequadas
de armazenamento dos produtos prontos
para consumo. Em virtude de sua composigio,
as polpas de frutas constituem-se em bons
substratos para o desenvolvimento de fungos,
que podem causar deterioragdo e sérios danos
a saude do consumidor. Para garantir a oferta
de um produto isento de contaminagdes,
¢ necessario que se realize um rigoroso controle
do processo produtivo e do produto final®.
Portanto, a caracterizagio dos fungos
anemofilos é um fator importante para avaliar
se os locais de producao industrial possuem
microbiota fungica equilibrada para evitar
possiveis contaminagdes. A higiene industrial
e o monitoramento microbiolégico do ar

ambiente asseguram boas condigdes sanitarias
para evitar a ocorréncia de contaminagdes nos
produtos produzidos’.

Considerando a linha de produgdo de
uma industria, fonte potencial de contaminacéo,
torna-se importante estudar estratégias seguras
que possam minimizar ou eliminar o risco
de contamina¢do. E dentro desse contexto que
muitos estudos de atividade bioldgica in vitro,
incluindo  atividade antifungica, tém sido
realizados com produtos naturais, a exemplo de
terpenos. Os terpenos sdo compostos largamente
distribuidos na natureza, constituindo uma ampla
variedade de compostos vegetais e dotados de
potencial atividade antifingica contra fungos
patogénicos e contaminantes®.

O objetivo deste estudo foi analisar
a microbiota fungica do ar ambiente de uma
industria produtora de polpas de frutas situada
no estado da Paraiba/Brasil, verificar os principais
setores de maior veiculagdo fungica e a
sensibilidade de alguns isolados fungicos frente
a acdo de terpenos. Desta forma, este trabalho
colabora para futuros estudos com fungos
anemofilos e sua relagio com alimentos,
impulsionando a implementa¢ao de estratégias
higiénico-sanitarias como forma de contribuir
para um controle efetivo das condigdes higiénico
da escala produtiva.

MATERIAL E METODOS

Coleta das amostras

Foram realizadas coletas de amostras
do ar ambiente em setores representativos da
linha de produgio de uma industria de polpas
de frutas, localizada no estado da Paraiba/Brasil,
entre agosto e novembro de 2013, em dias
alternados e sempre no turno da manha, pois
por ser um periodo sem ocorréncia de chuvas
na regiao onde se localiza a industria, haveria
possibilidade de ocorrer maior circulagdo aérea
entre os setores e provavel disseminacao das
estruturas fungicas.

A industria analisada foi subdividida
em seis setores distintos, cujas fung¢des no
processo de producio de polpas de frutas
compreenderam: (I) area do processamento
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de polpa de frutas, por ser o local destinado a
todos os processos de acabamento ou refino
e embalagem como obtengdo do produto final;
(I) éarea de recebimento da matéria prima,
onde sdo realizados os procedimentos de
pré-preparo das frutas, como selegdo, pré-lavagem,
higieniza¢ao, descasque, corte e despolpamento
das frutas; (III) camara de congelamento, local
de armazenamento das frutas semiprocessadas
e das polpas; (IV) camara de refrigera¢ao, para
armazenamento das polpas embaladas e prontas
para a comercializa¢do; (V) area livre, local de
armazenamento de caixas plasticas para o
transporte de frutas, plataforma de descarga
de alguns produtos, bem como de entrada e
saida de fornecedores, visitantes e funcionarios
da empresa; e (VI) darea de empacotamento
das polpas de frutas, onde ¢ realizado o
empacotamento das polpas em embalagens
destinadas comercializagao.

A coleta de fungos anemdfilos foi feita
pela técnica de exposicio de placas de Petri
(90 x 15 mm), descartaveis e estéreis, contendo
o meio agar Sabouraud dextrose (ASD) com
cloranfenicol (50 ug/mL). Para a coleta da amostra
do ar ambiente, foram expostas 05 placas em
cada setor da industria, em pontos equidistantes
do ambiente, com distancia minima de 1,50 m
do solo. Cada uma das placas foi exposta por
15 minutos para coleta de possiveis contaminantes
presentes no ar ambiente por gravitagao”'.

Identificacao dos fungos anemofilos

Apdés o tempo de exposicdo, as placas
foram fechadas, identificadas e conduzidas ao
Laboratério de Bioquimica e de Microbiologia
do Centro de Educagdo e Saude da Universidade
Federal de Campina Grande, Brasil. As placas
foram incubadas a temperatura de 28 °C, por
5 a 7 dias, para posterior contagem das unidades
formadoras de colonias (UFC), isolamento e
descri¢ao. A identificagdo de fungos anemofilos
isolados foi realizada com base no estudo
da macromorfologia e micromorfologia das
coldnias, sendo que a macromorfologia baseou-se
na observagio da  pigmentagdo, textura,
consisténcia e forma do verso e reverso
das colonias desenvolvidas e da velocidade de
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crescimento das mesmas, enquanto que a
micromorfologia foi realizada pela técnica
de microcultivo, onde foram visualizadas as
estruturas como presenca de blastoconidios,
pseudohifas, clamidoconidios, forma e coloragao
das hifas vegetativas e reprodutivas, a disposi¢ao
dos drgaos de frutificagdo com os conidios ou
esporos, O que proporciona uma correta
identificagdo das colonias selecionadas nas placas
de coleta'®".

A técnica de microcultivo para fungos
filamentosos foi realizada sobre lamina em
uma cadmara Umida. Com o auxilio de alca
descartavel estéril, pequenos blocos do ASD
foram transferidos para a superficie de uma
lamina de microscopia estéril, em uma camara
umida. Em seguida, dois fragmentos do micélio
das cepas isoladas foram dispostos sobre a
superficie dos blocos de ASD e cobertos com
uma laminula. As laminas foram incubadas
a 28 °C por cinco dias. Apds o periodo de
incubacdo, as laminas foram coradas com
lactofenol algoddo e cobertas com uma laminula.
As  estruturas  micromorfolégicas  foram
examinadas em microscopio Optico comum, com
aumento de 400x.

Para as leveduras, a técnica de
microcultivo foi adaptada: uma pequena por¢ao
de agar fuba, estéril e fundido, foi colocada
sobre uma ldmina. Apods solidificagdo, foram
feitas trés estrias partindo de colonias jovens de
cada cepa de levedura, sobre o meio de cultura.
Uma laminula flambada foi colocada sobre o
agar inoculado. As laminas foram incubadas por
48 horas em camara umida, semelhante a que
foi descrita acima®'.

Avaliacao da atividade antifungica

Para os ensaios de atividade antifiingica,
foram selecionadas quatro cepas de Cladosporium
spp, 0 género predominante no ar ambiente da
industria de polpas de frutas. As cepas, isoladas
do setor V foram devidamente etiquetadas com
os seguintes codigos de identificagdo: 5A7, 5B5,
5E3 e 5D1, sendo o numero 5 para identificar
o setor V, a letra para identificar a placa
(de A a E) e segundo nimero para identificar
a coldnia isolada.
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Para induzir a formagdo de conidios, as
cepas de Cladosporium spp foram cultivadas em
agar batata a 28 °C por 7 dias. As recentes colonias
fungicas foram cobertas com solugdo salina estéril
(NaCl 0,9 %), e as suspensdes feitas por
suaves agitacdes com auxilio de uma pipeta de
transferéncia. A mistura resultante de conidios e
fragmentos de hifas foi transferida para tubos de
ensaio esterilizados. Apds agitacdo, os conidios
foram contados utilizando-se hemocitdmetro
e ajustados com solugdo salina para fornecer um
indculo de aproximadamente 10° conidios/mL'*2.

O teste de sensibilidade para avaliar a
atividade antifingica dos terpenos foi realizado
pela técnica de difusdo em meio sdlido com
discos de papel de filtro”. Em placas de Petri
(90 x 15 mm), descartidveis e estéreis, foi
dispensado 1 mL da suspensio fungica.
Em seguida, 20 mL do meio ASD, fundido a
50 °C, foram acrescidos e o sistema foi
homogeneizado. Apds solidificagio do meio,
discos de papel de filtro (CECON’) embebidos
com 10 pL dos terpenos carvacrol, citronelal,
citral, linalol, timol, terpinoleno, p-cimeno e
p-cariofileno (Sigma-Aldrich’) in natura foram
depositados na superficie do meio de cultura.
As placas foram incubadas a 28 °C por até 7 dias,
sendo que apds a incubagdo, procedeu-se a
leitura das zonas de inibicéo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A industria analisada foi subdividida em
seis setores distintos, onde eram realizadas
diferentes atividades no processo de producio
de polpas de frutas, sendo que, considerando
a industria como um todo, foram obtidos 196
isolados fungicos, com identificagdo de 13 géneros
distintos (Tabela 1).

Os géneros de maior incidéncia de
isolamento foram, em ordem decrescente,
Cladosporium spp (142 UFC), seguido por
Rhizopus spp (14 UFC), Mycelia sterilia (11 UFC),
Penicillium spp (9 UFC) e as leveduras do género
Candida (9 UFC). O género Aspergillus aparece
em menor frequéncia (8 UFC), sendo encontrado
apenas nos dois ultimos setores analisados.
Leveduras da espécie Saccharomyces cerevisiae

foram encontradas somente na camara de
refrigeracao (2 UFC). Hendersonula spp, Hortaea
werneckii,  Acremoniuum  spp,  Rhodutorula
rubra, Curvularia spp e Chaetomium spp
foram encontrados em menor incidéncia
(1 UFC, cada um).

A Tabela 1 também apresenta a
frequéncia de deteccio de fungos anemofilos
em fungdo da area amostrada, sendo possivel
verificar maior incidéncia de populagdo flingica
no ar ambiente dos setores II e V da empresa,
area onde ¢é recebida a matéria prima e drea livre
da industria, respectivamente. Segundo Stelato et
al", os fungos podem contaminar os alimentos
por diversos meios, como a agua, o solo, o ar
e manipuladores, podendo causar a deterioracdo
microbiana dos alimentos. Considerando a forma
de veiculagao das estruturas fungicas pelo ar
e as caracteristicas de cada setor, pode-se inferir
que estes resultados provavelmente se devem ao
fato destas areas estarem expostas a grande
circulagio de ar, devido o transito de pessoas
e mercadorias, o qual é um importante
disseminador de esporos e conidios ftingicos.

Com relagio aos demais setores da
industria, deve-se destacar o setor III - camara
de congelamento, na qual ndo foi verificado
crescimento fungico. De forma contrdria, a
camara de refrigeracdo apresentou resultados
positivos em relagdo ao desenvolvimento de fungos.

Fungos anemofilos podem surgir a partir
de diversas fontes, incluindo matérias primas,
sistemas de ar condicionado e durante a
produgdo de alimentos especificos. Para o seu
desenvolvimento, necessitam de quantidade de
agua livre, pH e temperatura adequados, além
da disponibilidade de nutrientes. Entretanto,
sabe-se que algumas condigdes, como baixas
temperaturas, podem inibir o desenvolvimento
de alguns isolados fungicos detectados neste
estudo; alguns podem manter-se em estado
de laténcia, até que encontrem condigdes
favoraveis ao seu desenvolvimento, quando
podem crescer e afetar negativamente a seguranga
e a qualidade dos produtos. Fungos psicréfilos,
em especial, apresentam esta capacidade de
resisténcia e sdo bastante isolados em ambientes
que refrigeram alimentos como carnes, frutas
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Tabela 1. Frequéncia de isolamento de fungos anemofilos em uma industria de polpas de frutas

N isolados
Isolado
Na industria Setor
I IT IV \% VI
Cladosporium spp 142 (72,5%) 20 24 15 68 15
Mycelia sterilia 11 (5,6%) 4 5 - - 2
Rhizopus spp 9 (4,6%) 4 - 1 -
Penicillium spp - - 8 1
Candida glabrata 6 (3,1%) 1 - 4 - 1
Aspergillus flavus 5 (2,6%) - - - - 5
Aspergillus niger 3 (1,5%) - - 1 2 -
Saccharomyces cerevisiae 2 (1,0%) - - 2 - -
Curvularia spp 1 (0,5%) - 1 - - -
Hortaea werneckii 1(0,5%) - - 1 - -
Acremonium spp 1(0,5%) - - - 1 -
Hendersonula spp 1 (0,5%) - - 1 - -
Chaetomium spp 1 (0,5%) - 1 - - -
Candida albicans 1 (0,5%) - - 1 - -
Candida krusei 1 (0,5%) - - 1 - -
Candida guilliermondii 1 (0,5%) - - 1 - -
Rhodutorula rubra 1 (0,5%) - - - 1 -
Total 196 29 36 34 74 23
e produtos horticolas'>'e. Altunatmaz et al® aos consumidores de possiveis alimentos
identificaram, em refrigeradores de alimentos na  contaminados’. Dentre os fungos isolados,
cidade de Edirne (Turquia), os géneros fingicos  algumas espécies do  género  Aspergillus,
Alternaria spp, Aspergillus spp, Botrytis spp,  Rhizopus e  Penicillium sdo  importantes

Cladosporium spp, Fusarium spp, Mucor spp,
Penicillium spp, Rhizopus spp, Candida spp e
Saccharomyces spp, alguns destes semelhantes
aos fungos isolados no presente estudo.

Os fungos podem causar danos para
a saude humana devido a sua capacidade de
produzir metabodlicos téxicos denominados
micotoxinas, as quais podem causar afeccdes
de saide como nauseas, dermatites, danos
hepéticos e renais, até obito de acordo com
composto ou quantidade ingerida®. E importante
salientar que essas toxinas ndo sdo eliminadas
totalmente durante os processos industriais,
podendo  provocar  imunocomprometimento
e muitas doencas em  geral cronicas,
ressaltando-se  afeccdes renais e hepaticos
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produtores de micotoxinas. Segundo Vecchia e
Castilho-Fortes'®, entre os toxicos contaminantes
de alimentos, podemos destacar as aflatoxinas
produzidas por espécies do género Aspergillus,
as quais sdo toxicas e carcinogénicas para
homens e animais, tornando-se assim, um
fator preocupante para a industria alimenticia.
A  micotoxina patulina pode ser produzida
por varias espécies dos géneros Penicillium e

Aspergillus, sendo frequentemente encontrada
em frutas, verduras e cereais.
O género  Cladosporium,  detectado

em praticamente todos os setores analisados,
abrange muitas espécies de fungos contaminantes
e oportunistas dematidceos, sendo encontrados
ubiquamente como saprofitas no solo e no ar de
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ambientes, incluindo areas de processamento
de alimentos”. De acordo com Zoppaset al®,
Cladosporium spp é um dos fungos de maior
concentragdo no ar, particularmente em
regides quentes, como no Curimatau da Paraiba
onde esta localizada a industria produtora de
polpa de frutas avaliada. Estes autores afirmam,
ainda, que hd uma correlagdo positiva entre a
temperatura e negativa com umidade®. Embora
nao seja relatado que espécies de Cladosporium
produzem micotoxinas de grande preocupagio,
¢ valido ressaltar que sdo fungos produtores
de compostos organicos volateis associados
com odores que alteram as caracteristicas
organolépticas dos alimentos*'.

Conhecer o nivel de contaminagao,
os tipos e a persisténcia de fungos anemofilos
em locais de estoque de alimentos como polpa
de frutas, além dos ambientes envolvidos no
processamento, sdo importantes itens de efetivos
programas de monitoramento higiénico-sanitario
da industria®. Souza et al® afirmam que a
microbiota que contamina os produtos de frutas
¢ normalmente proveniente das condigdes da
matéria-prima e da lavagem as quais estas
sdo submetidas, além das condigdes higiénico-
sanitarias dos manipuladores, equipamentos e
ambiente industrial em geral.

Diante do fato do ar ambiente da linha
de produ¢io de uma industria ser uma fonte
potencial de contaminagdo, torna-se importante
estudar estratégias seguras que possam minimizar
ou eliminar este risco de contaminagdo. Nesta
perspectiva de controle higiénico-sanitario e,
considerando que o género Cladosporium spp
foi o mais prevalente, foi verificada a
atividade  antifingica de alguns terpenos,
como o carvacrol, citronelal, citral, linalol,
timol, terpinoleno, p-cimeno e [-cariofileno,
frente a algumas cepas de Cladosporium spp
isoladas. A atividade antifungica dos produtos
naturais foi considerada positiva quando a
média aritmética dos diametros dos halos de
inibicdo foram superiores ou iguais a 10 mm,
em pelo menos 50 % das cepas testadas*.
Os resultados referentes a sensibilidade das cepas
fungicas frente a agdo de terpenos sio mostrados
na Tabela 2.

Tabela 2. Didmetros médios das zonas de inibicao de
crescimento fungico (mm) produzidas pelos terpenos

frente as cepas de Cladosporium spp

Cladosporium spp
Terpenos
5A7 5B5 5E3 5D1
Carvacrol 35 30 30 40
Citral 40 42 46 45
Citronelal 0 17 0 15
Linalol 0 0 0 0
Timol 0 0 0 0
Terpinoleno 0 0 0 0
p- cimeno 0 0 0 0
B-cariofileno 0 0 0 0

Os terpenos que apresentaram maior
atividade antifingica foram citral e carvacrol.
Os demais terpenos ndo exerceram atividade
frente as cepas de Cladosporium spp testadas.

Estudos comprovam a potente atividade
antifingica do citral frente a leveduras do género
Candida® e outros fungos como Colletotrichum
musae, Colletotrichum gloeosporioides e Fusarium
subglutinans ~ sp.*®,  Penicillium  italicum e
Rhizopus  stolonifer”. Estudo realizado por
Lima et al® comprova a atividade antifiingica
do carvacrol sobre levedura Candida albicans,
possivelmente pela interagdio com ergosterol
da membrana flingica. Abbaszadeh et al®
comprovaram a atividade antifingica de
carvacrol frente a fungos de importancia na
area de alimentos, como os géneros Aspergillus
e Cladosporium.

A partir dos resultados apresentados neste
estudo, nota-se a grande vulnerabilidade do ar
ambiente, tendo em vista o elevado numero de
colonias encontradas, em especial do género
Cladosporium. Isto pode representar risco didrio
de contaminagdo da matéria-prima e até mesmo
das polpas fabricadas, podendo ainda causar
danos a saude dos consumidores. Partindo
desta problematica, o presente trabalho pode
impulsionar industrias de alimentos a adotar
padrdes higiénicos que visem minimizar possiveis
contaminagdes fungicas.

Diante da diversidade de géneros
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fungicos encontrados na indastria e dos
resultados encontrados nos testes de sensibilidade
antifingica frente aos terpenos, sdo necessarios
outros estudos na perspectiva de tornar possivel
o desenvolvimento de formulagdes que auxiliem
na diminuicdo da contaminagido fungica de
frutas e de outras matérias-primas a partir destes
produtos naturais.
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