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RESUMO

O queijo e doce de leite sdo produtos propicios a contaminagéo microbiana, a
deterioragdo destes produtos 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 saude do consumidor. A busca
dos consumidores por alimentos sem compostos quimicos, originou a nova tendéncia
mercadoldégica, denominada clean label. Um dos ingredientes que pode
possivelmente ser um substituinte dos conservantes quimicos sintéticos é o éleo de
coco, esse € produzido a partir da polpa do coco seco, e atualmente pesquisas
cientificas investem seus estudos no seu potencial antimicrobiano. Objetivou-se neste
trabalho realizar uma revisao integrativa sobre a utilizagéo do 6leo de coco na inibigao
de microrganismos e avaliar seu potencial de aplicagdo como antifungico em
derivados lacteos. Foi realizado um levantamento bibliografico e como parte
experimental foi avaliado a atividade antifungica de 6leo de coco (Cocos nucifera)
frente ao microrganismo Penicillium roquefort pelos métodos por difusdo em agar e
concentracdo inibitéria minima como parte experimental da revisdo. O trabalho
apresentado demonstrou que 6leo de coco nao apresentou atividade fungicida nem
fungistatica nas concentragbes de 5;5 g/L a 49;5 g/L (0;55%-4;95%) sobre P.
roquefort. Como conclusdo da revisao integrativa pode-se evidenciar que o 6leo de
coco € um produto natural que contém acido laurico como agente antimicrobiano.
Alguns estudos demonstraram sua atividade antifungica sobre tais espécies: Candida
spp., Saprolegnia parasitica, Colletotrichum gloesporioides e Aspergillus fumigatus.
Entretanto, o 6leo de coco nao foi capaz de inibir o crescimento de Penicillium
roquefort nas concentragdes passiveis de utilizacdo nos produtos lacteos descritos no
trabalho.

Palavras chave: atividade antifungica, 6leo de coco, acido laurico, derivados lacteos,

contaminag¢ao microbiana.



ABSTRACT

Cheese and dulce de leche are products that are prone to microbial
contamination, the deterioration of these products generates undesirable sensory
aspects, making the product unacceptable for consumption. Consequently, there is
product waste and economic loss, in addition to harming the consumer's health.
Consumers' search for food without chemical compounds gave rise to the new
marketing trend, called clean label. One of the ingredients that could possibly be a
substitute for synthetic chemical preservatives is coconut oil, which is produced from
dried coconut pulp, and currently scientific researches are investing their studies in its
antimicrobial potential. The objective of this work was to carry out an integrative review
on the use of coconut oil to inhibit microorganisms and evaluate its potential application
as an antifungal in dairy products. A literature review was carried out and, as an
experimental part, the antifungal activity of coconut oil (Cocos nucifera) against the
microorganism Penicillium roquefort was evaluated by methods of agar diffusion and
minimal inhibitory concentration as an experimental part of the review. The work
presented demonstrated that coconut oil did not present fungicidal or fungistatic activity
at concentrations from 5;5 g/L to 49;5 g/L (0;55%-4;95%) on P. roquefort. As a
conclusion of the integrative review, it can be seen that coconut oil is a natural product
that contains lauric acid as an antimicrobial agent. Some studies have demonstrated
its antifungal activity on such species: Candida spp., Saprolegnia parasitica,
Colletotrichum gloesporioides and Aspergillus fumigatus. However, coconut oil was not
able to inhibit the growth of Penicillium roquefort at the concentrations that could be
used in dairy products described in the work.

Key words: antifungal activity, coconut oil, lauric acid, dairy products, microbia

contamination.
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1 INTRODUGAO

O setor lacteo brasileiro estda em quarto lugar no mundo no quesito producao,
desempenhando um grande papel na renda e geragao de empregos. Este cada vez
mais tende a adequar os processos de produg¢ao com a necessidade do consumidor.
Com o aumento de consumidores buscando mercadorias que possuem em sua
produgao somente produtos naturais, veio a necessidade das industrias aplicarem
inovagdes tecnoldgicas na produgao de alimentos, visando priorizar estes ingredientes
(GUINE et al., 2020; SELLITO; VIAL; VIEGAS, 2017).

Dos diversos derivados lacteos produzidos no Brasil, 0 queijo e doce de leite
sao produtos que se destacam no mercado. Aproximadamente um quarto do leite
produzido no Brasil € destinado a fabricagao de queijo. Em relagdo ao doce de leite,
ele & o principal produto obtido pelo processo de concentracdo do leite, sendo
amplamente empregado como ingrediente para elaboragdo de diversos doces da
confeitaria. Sua produgéao esta concentrada na regido da América Latina e atualmente
ha uma maior exportagdo do produto para Europa (IBGE, 2018; de OLIVEIRA et al.,
2017).

Um dos problemas recorrentes no mercado lacteo, € o desenvolvimento de
fungos indesejaveis. Os géneros de fungos mais encontrados na contaminagao de
laticinios s&o Penicillium sp., Fusarium sp., Cladosporium sp. e Aspergillus sp. (JAHN;
GARCIA; COPETTI, 2017).

A possivel saida para corrigir esta contaminagao, destacando a aplicagao de
produtos naturais € a introdug¢ao de 6leo de coco como conservante. O 6leo de coco
possui como substancia majoritaria o acido laurico, sendo esse considerado principal
responsavel pelas propriedades do 6leo de coco e estudos demonstram que a
substancia tem alto potencial antimicrobiano (DAYRIT, 2015; MARINA; MAN; AMIN,
2009).

Face ao exposto, objetivou-se com o presente trabalho produzir uma reviséo
integrativa sobre os problemas de contaminacgao fungica em queijo e doce de leite e
avaliar a atividade antifungica do 6leo de coco frente a fungos filamentosos utilizando

Penicillium roquefort como parte experimental.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

¢ Realizar uma revisao integrativa sobre a utilizagdo do 6leo de coco na inibigao
de microrganismos e avaliar seu potencial de aplicagdo como antifungico em

derivados lacteos.

2.2 OBJETIVO ESPECIFICO

e Realizar uma revisédo sobre a atividade antimicrobiana de 6leo de coco (Cocos
nucifera).
e Avaliar a atividade antifungica de 6leo de coco (Cocos nucifera) frente ao

microorganismo Penicillium roquefort em meio de cultivo.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 MERCADO DE LEITE E DERIVADOS E SUAS TENDENCIAS

O setor de lacteos brasileiro, composto pelos segmentos de produtores de leite
e seus derivados (como por exemplo doce de leite, creme de leite, leite em po, iogurte,
manteiga, queijos), apresenta-se como o quarto maior do mundo. O processamento
industrial de leite € considerado o maior setor nacional de transformacao brasileira,
contribuindo com aproximadamente 70% do setor lacteo (ARISSETO-BRAGOTTO;
FELTES; BLOCK, 2017; GUINE et al., 2020; VILELA et al., 2017).

Outro meio de producgéo de derivados lacteos é o artesanal, este vem cada vez
mais contribuindo na economia da agricultura familiar. H4 uma grande ascensao deste
mercado, sendo que ja s&o contabilizados mais de 370 mil estabelecimentos,
consequentemente este setor favorece o crescimento do produto interno bruto do
Brasil. Em um mercado competitivo, a producao artesanal necessita de forte
diversificagao na producgao e diferenciacao nos seus produtos mantendo os padrbes
microbiolégicos destes (BRASIL, 2019; KAMIMURA et al., 2019; NICHELE; WAQUIL,
2011).

A crescente busca dos consumidores por produtos sem aditivos quimicos,
originou a nova tendéncia mercadologica, denominada clean label, que traduzida para
lingua portuguesa significa rétulo limpo. O setor lacteo € o precursor em produtos
clean label e cada vez mais investe em pesquisas e inovagdes tecnoldgicas para
aplicagcdao de produtos naturais que mantenham a qualidade do produto final
(ABDULMUMEEN; RISIKAT; SURURAH, 2012; VENANCIO; PANDOLFI, 2020).



18

3.2 PRINCIPAIS CONTAMINANTES NO QUEIJO E DOCE DE LEITE

A contaminagdo microbiolégica de alimentos gera inumeros prejuizos para
industria, causando recalls e descarte do produto, além da empresa ter sua imagem
comprometida e desfavorecer o consumo da marca. Produtos lacteos sdo muito
susceptiveis a contaminagcdo por apresentar condi¢des favoraveis ao
desenvolvimento microbiano, tais como: alto valor nutricional e atividade de agua
(AVERY, 2019; CONCEICAO et al, 2018; LEDENBACH; MARSHALL, 2009;
REMENANT et al., 2015).

A atividade de agua €& um indice que influencia diretamente o risco de
contaminacdo de alimentos. O crescimento microbiano depende da quantidade
existente de agua presente nos alimentos (HOFFMAN, 2001).

O queijo é um dos produtos lacteos mais comuns no mundo. Este se deriva do
leite por coagulacdo da caseina e possui uma ampla variedade de sabores e texturas,
ambas caracteristicas sao dependentes da origem do leite, da quantidade de gordura,
de condi¢des de processo e maturacdo tendo como produto final varios tipos de
queijos (JOHNSON, 2017).

No Brasil ha uma ampla distribuicdo de industrias queijeiras. O mercado
brasileiro de queijo também é caracterizado por pequenos produtores, sendo que 40%
dos produtores no Brasil s&do descritos como artesanais. A regidao de Minas Gerais €
altamente reconhecida no setor queijeiro. Das 800 mil toneladas/ano de queijos
produzidos no Brasil, 320 mil toneladas s&o produzidas somente em Minas Gerais
(CARVALHO; da ROCHA; GOMES, 2018).

A descricao técnica para o queijo é: produto fresco ou maturado obtido por
separagao parcial do soro do leite ou leite reconstituido, ou de soros lacticos,
coagulados pela agéo fisica do coalho, enzimas de bactérias especificas, de acidos
organicos, isolados ou combinados, para utilizagdo de acido orgénico de qualidade
apta para uso alimentar. O queijo pode ser produzido com ou sem agregacao de
substancias alimenticias, especiarias, condimentos, aditivos, aromatizantes e
corantes (de PAULA; de CARVALHO; FURTADO, 2009). A Figura 1 demonstra etapas

basicas na producdo de queijo
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Figura 1 — Etapas basicas na producdo de queijo

Selecdn Preparacao do leite
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Pre- prensagem * 1 ' Fermentagén
Enformagem, maldagem e prensagem
Frensagem
Fermentagdo até * *
pH desejado

Sa@a
Fonte: de PAULA; de CARVALHO; FURTADO, 2009

A producéo de queijo necessita de uma série de operagdes, podendo sofrer
contaminacgao durante a etapa de processamento. Dentre as etapas apresentadas na
Figura 1, a salga € um processo comumente contaminado por leveduras, enquanto os
fungos filamentosos sao predominantemente isolados do ar de plantas processadoras
de queijos (PEIXOTO et al; 2012; PERRY, 2004).

Uma das etapas de produgdo de queijo onde ocorre maior contaminagao
microbiana é durante a maturacdo do queijo, nesta fase ocorre a liberagdo de agua
que era mantida presa pela rede de proteinas. Este liquido acumulado na superficie
possui diversos nutrientes como acido latico, peptideos e aminoacidos; estabelecendo

situagao ideal para o crescimento microbiano (JOHNSON, 2001).
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As espécies comuns que se desenvolvem no queijo s&o Penicillium, Aspergilus,
Cladosporium, Mucor, Fusarium, Monilia e Alternaria, leveduras frequentemente
encontradas em deterioragao incluem Candida spp., Yarrowia lipolytica, Pichia spp.,
Kluyveromyces marxianos, Geotricius candidum e Debaryomyces hasenii. O género
Penicillium é o contaminante mais comum da superficie do queijo (GARNIER;
VALENCE; MOUNIER, 2017).

Os parametros microbiologicos para fungos e leveduras para queijos de acordo
com a Portaria n°® 146, de 7 de margo de 1996 é demonstrado no Quadro1 (BRASIL,
1996).

Quadro 1 — Requisitos microbiolégicos para fungos e leveduras para queijos.

Tipo de queijo Critério de aceitagao

Queijo de muita alta umidade com n=5; c=2; m= 500; M=5000
bactérias lacticas em forma viavel e
abundante (umidade > 55%)

Queijo de mais alta umidade sem n=5; c=2; m= 500; M=5000

bactérias lacticas em forma viavel e
abundante (umidade > 55%)
Queijos ralados n=5; c=2; m= 500; M=5000

Legenda: n- numero de unidades retiradas da amostra; c- numero maximo de

resultados positivos permitidos; m= limite, em um plano de trés classes que separa
um lote aceitavel do lote intermediario; M- limite, em um plano de duas classes que
separa o produto aceitavel para o inaceitavel.

Fonte: BRASIL, 1996.

O doce de leite € um dos principais produtos lacteos obtidos pela técnica de
concentragdo do leite. E comercializado no Brasil e América Latina, mas seu consumo
esta em expansdo na Europa e Estados Unidos. Comparado a outros derivados
lacteos, sua producdo requer menos investimento, tornando uma importante
alternativa para pequenos produtores (FERREIRA et al., 2012; VARGAS et al., 2021).
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Estima-se que a producao de doce de leite no Brasil alcance um faturamento
de 345 milhdes de reais. Minas Gerais detém aproximadamente 50% da producéao
brasileira de doce de leite, destacando como principal regidao de producédo e
exportacao (SILVA, et al., 2020).

No Brasil, comumente o doce de leite é produzido de forma tradicional, ou seja,
a mistura de leite e agucar concentra-se diretamente em panelas de aco inoxidavel de
parede dupla, apos a preparagao do xarope este € aquecido de maneira gradual e sob
agitacado continua com a finalidade de nédo queimar o produto. Assim que o produto
atingir a consisténcia desejada, é iniciado o processo de resfriamento até atingir a
temperatura de 75 °C, o término da producdo do doce de leite ocorre pela
determinacgao do teor de sodlidos do produto (STEPHANI, et al., 2019). A Figura 2
demonstra o fluxograma de producéo do doce de leite.

Figura 2 — Fluxograma producéo do doce de leite

Adicao do leite
|

Reducao da acidez

J

Adicao dos agucares
l

Concentracao

!

Envase

L

Armazenamento

Fonte: ORTIZ-MUNOZ et al, 2020 (modificado).
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O doce de leite € um alimento altamente perecivel, com validade limitada.
Durante sua producdo, os pontos criticos para contaminacdo microbiana sdo o
resfriamento e o envase. Os fungos contaminantes mais comuns no doce de leite séo
as espécies de Eurotium, Aspergillus e Penicillium. Geralmente os primeiros
contaminantes sédo as espécies de Eurotium (BRASIL, 1997; de CARVALHO et al.,
2017; CHAR et al., 2005; MATIAS, 2020). A Portaria n° 354, de 4 de setembro de 1997
dispde de critérios microbioldgicos para aceitagao do produto, estes critérios estao

dispostos no Quadro 2.

Quadro 2 — Requisitos microbiolégicos para fungos e leveduras para doce de leite.

Microrganismo Tolerancia para amostra indicada

Bolores e leveduras n=5; c=2; m=50; M= 100

Legenda: n- numero de unidades retiradas da amostra; c- numero maximo de
resultados positivos permitidos; m= limite, em um plano de trés classes que separa
um lote aceitavel do lote intermediario ; M- limite, em um plano de duas classes que
separa o produto aceitavel para o inaceitavel.

Fonte: BRASIL, 1997.
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3.3 CONTROLE DA DETERIORAGAO POR FUNGOS EM PRODUTOS LACTEOS

A deterioragao é um processo complexo, que pode ser o resultado de uma série
de reagdes enzimaticas que podem ter origem do microrganismo ou da matriz do
alimento. Entender o seu processo € essencial para busca por métodos eficazes de
conservagao (AVERY et al., 2019; BERNARDI; GARCIA; COPETTI, 2019; PRADO et
al., 2015; RHAMAN, 2007). As principais técnicas de preservagao em produtos lacteos

estao dispostas na Figura 3.

Figura 3 — Métodos preventivos e de controle fungico para produtos lacteos

Métodos de
controle
sdpoxew

Atmosfera
modificada

Biopreser
Fermenta vagao
géo

Fonte: GARNIER; VALENCE; MOUNIER, 2017.

A industria lactea tem feito um trabalho no desenvolvimento de novos produtos
que atendam a necessidade do consumidor. Anos de pesquisas proporcionaram o
desenvolvimento de alimentos com maior vida uatil, porém dentre os avancgos
tecnolégicos houve a criagdo de alimentos processados com uma longa lista- de
ingredientes sintéticos. Alguns destes ingredientes podem estimular reac¢des alérgicas
e danos a saude do consumidor. Com um aumento de consumidores buscando

produtos que possuam em sua producdo somente produtos naturais, veio a
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necessidade das industrias aplicarem inovacdes na produgao de alimentos visando

priorizar ingredientes naturais (GUINE, et al., 2020).

3.4 PRODUTOS NATURAIS COM CAPACIDADE CONSERVANTE

Antimicrobianos naturais podem ser definidos como substancias produzidas
por plantas, microrganismos e animais como mecanismo de defesa ao patégeno. Os
antimicrobianos naturais explorados industrialmente sdo os peptideos como
natamicina (derivada da bactéria Streptomyces natalis) e nisina (derivada da bactéria
Lactococcus lactis), e enzimas como por exemplo lisozima (derivada de bactérias e
outros organismos) (MEYER et al., 2002; TIWARI et al., 2009).

Plantas comestiveis, medicinais, herbais e seus subprodutos contém varios
metabdlitos secundarios que sdo capazes de retardar ou inibir o crescimento de
microrganismos. Muitos destes compostos estao sob investigagcao e ainda ndo sao
aplicados industrialmente. Um dos alvos mais estudados e cada vez mais aplicado
nos alimentos para analise de conservagdo sdo os 6leos essenciais e 0s 06leos
vegetais (TIWARI et al., 2009).

3.5 APLICAGAO DE OLEOS NA CONSERVACAO DE DERIVADOS LACTEOS

A aplicagédo de outros ingredientes em derivados lacteos deve seguir com os
requisitos de cada derivado lacteo para manter a identidade do produto. Segundo a
Portaria 146/1996, a denominagado queijo € para produtos cuja base lactea néao
contenha gorduras ou proteinas de origem n&o lactea. Ja o regulamento do doce de
leite regulamenta uma adi¢cao de até 6 % de gordura, esta pode ser lactea ou nao
lactea (BRASIL, 1997; BRASIL, 1996).

Os oleos vegetais possuem caracteristica antifungica pois s&o constituidos
principalmente de acido graxos, esta atividade é influenciada por sua estrutura e
forma, no quadro 3 é demonstrado trabalhos que determinaram esta propriedade. O
grupo -OH do grupo carboxila parece ser importante para atividade antimicrobiana dos
acidos graxos. Frequentemente acidos graxos metilados possuem baixa atividade ou
nenhuma atividade. Ainda nao é claro o mecanismo de ag¢ao dos o6leos vegetais, mas
€ pressuposto que eles tenham como alvo principal a membrana da célula (DEBOIS;
SMITH, 2010; PINTO et al., 2017).
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A alternativa de aplicagao de 6leos vegetais em queijos para estar de acordo
com o requisito prescrito pela portaria 146/1996 € adicdo deste produto em
embalagem. A embalagem ativa € um invélucro com adi¢ao de aditivos desenvolvidas
com a intencao de proteger, manter as caracteristicas sensoriais e estender o tempo
de prateleira (BRAGA; SILVA, 2017).

Quadro 3 — Atividade antifungica de 6leos vegetais

Oleo Microrganismo | Metodologia Resultado Referéncia
vegetal

Nim Sclerotinia Difusdo em O efeito da GARCIA et al.,
indiano e sclerotiorum disco interacao do dleo 2012.
Karanja de Nim indiano e

Karanja sobre a
inibicdo do
crescimento
micelial de S.
sclerotiorum foi
significativo. A
concentracao de
0;1 g/L de nim
indiano inibiu
53;6% o
crescimento
micelial enquanto
a associacao
com 1/3 de
Karanja inibiu 63
%.

Semente Candida Determinacdo | O dleo de vitex ASDADI et al.
de albicans, da possui uma 2014.
agnocasto Candida concentragcao | elevada atividade

dubliniensis, antifungica,
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Candida inibitoria apresentando
glabrata e minima. uma
Candida krusei. concentracao
inibitéria minima
de 1;75 g/L em
todas as
especies.
Murmuru, | Mycosphaerella | Difusdo em O déleo de NASCIMENTO
pataua, fijensis disco murmuru et al. 2014.
buriti, agai apresentou maior
efeito inibidor
comparado com
0s outros oleos.
Tendo efeito em
todas
concentragoes,
enquanto os
demais oleos
apresentou efeito
sem diluigdo.
Linhaca Aspergillus Determinacdo | Oleo de linhaca 1 | PETROPOULOS
(trés furmigatus, da e 3 foram mais et al. 2021.
diferentes Aspergillus concentracéo | eficazes contra A.
amostras), versicolor, inibitoria fumigatus.
beldroega, Aspergillus minima Destarte, os
lufa e niger, Oleos de lufa e
sementes Penicillium semente de
de funiculosum, abébora eram os
abobora Penicillium mais eficazes

cyclopium,
Trichoderma

viride

verrucosum var.

contra A.
versicolor, A.
niger, P.

funiculosum e P.
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verrucosum var.
cyclopodium.
Finalmente, o
Oleo de linhaga 2
e 0 Oleo de lufa
foram
0 mais eficaz

contra T. viride

3.6 PRODUCAO DE COCO E OLEO DE COCO

Cocos nucifera ou popularmente conhecido como coco € uma espécie de
palmeira economicamente mais importante, ele possui uma alta aplicagao e hipoteses
de produtos derivados deste, consequentemente, é considerado uma matéria-prima
de relevancia na industria de muitos produtos alimentares. Além da produgéo de éleo
que possui ampla utilizagdo e potencial terapéutico (NAIK; RAGHAVENDRA,;
RAGHAVARAO, 2012).

A vasta produgao de coco em diversas regides do mundo indica que ele pode
ser cultivado em uma ampla variedade de solos, porém a regido deve ter uma intensa
pluviosidade. O habitat natural do coco € em regides costeiras e margens do deserto
(MARTINS; JUNIOR, 2014; PHAM, 2016).

A produgédo de coco no Brasil contribui para a economia nacional do Brasil. O
pais € o quarto maior produtor mundial com uma soma de 11 mil toneladas
arrecadadas em 2018 (FAO, 2018; JUNIOR et al., 2019).

Dos derivados do coco, o 6leo de coco € o principal produto comercializado no
comeércio internacional, com evolugao em mais 70% nas ultimas décadas. Cada vez
mais ha estudos e trabalhos cientificos devido seus beneficios a saude e propriedades
terapéuticas. O acido laurico (acido graxo de cadeia média), substancia majoritaria em
sua composigdo, tem demonstrado resultados de atividade antifungica e
antibacteriana (BELLO; ADEKANBI; AKINBODE, 2016; LIMA; BLOCK, 2019).
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3.6.1 Método de producao

A producéao do 6leo de coco € a partir do esmagamento da polpa seca do coco,
que contém aproximadamente até 65% de 6leo, no qual 92% de sua composigao é de
acidos graxos insaturados. Existem diversos métodos para extragdo do 6leo, no
entanto, os trés principais sdo: a extragcao artesanal, mecanica e por solvente.
(SHEIK& KAZI, 2016)

Na extragao artesanal, a polpa do fruto &€ submetida ao cozimento intenso. Apds
a ebulicdo da solugédo, o dleo sobrenadante é separado da parte aquosa, em seguida,
0 Oleo é colocado em fogo baixo para retirar os residuos de agua, ao terminar o
processo o 6leo é filtrado em papel de filtro. O processo artesanal apresenta certas
desvantagens, tais como: baixo rendimento, produto com aspecto opaco e alta
umidade (de PINHO; de SOUZA, 2018).

O processo de extragcdo mecanica pode ser realizado pela técnica de
prensagem, sem adigdo de solventes. E a técnica de baixo custo, porém apresenta
baixo rendimento (LOURENCO et al., 2016).

A extracao por solvente consiste em colocar um solvente organico em contato
com a matriz vegetal por um determinado periodo até que ocorra a transferéncia dos
constituintes soluveis presentes. A obtencéo do éleo é a partir da evaporacao da fase
aquosa. A principal desvantagem deste método é a dificuldade de remogao de todo
solvente residual (GALVAGNI et al., 2019).

Dependendo do método de extragdo, podemos ter trés diferentes tipos de
produtos: 6leo de coco, 6leo de coco virgem e 6leo de coco extravirgem. O 6leo de
coco ¢é obtido da polpa de coco a partir de processo de aquecimento, enquanto o éleo
de coco virgem é obtido da polpa de coco com a pelicula sem processo de
aquecimento ou com o controle de temperatura e o éleo de coco extra virgem é obtido
da polpa do coco sem a pelicula e sem aquecimento. Majoritariamente o 6leo de coco
virgem é produzido a partir da fermentacao do leite de coco. (APCC, 2009; DAYRIT
et al.,, 2011).
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3.7 CARACTERIZAGAO QUIMICA DO OLEO DE COCO

As caracteristicas fisicas e quimicas de um 6leo vegetal sdo importantes para
o controle de qualidade, padronizacao e negociacao. Os parametros para caracterizar
0 6leo de coco bruto sdo acidos graxos livres, valor de iodo, umidade, impurezas,
indice de refracdo, gravidade especifica, valor de saponificacdo e matéria
insaponificavel (GUNSTONE, 2011).

3.7.1 indice de acidez

O indice de acidez confirmado pela analise de pH indica o estado de
conservagao do 6leo, ou seja, a acidez esta diretamente relacionada com a qualidade
da matéria-prima e as condi¢cdes de armazenamento. Outros fatores também podem
influenciar a acidez, sendo um dos principais o tratamento dado ao coco durante a
colheita e 0 armazenamento. Sua determinacao € através da titulacdo acido-base,
utilizando hidroxido de sodio como titulante, e indicador fenolftaleina. O indice de

acidez permitido para o 6leo de coco ¢é de 0,3 g/100g (AOCS, 1998).

3.7.2 indice de iodo

Os acidos graxos n&o saturados podem fixar oxigénio, hidrogénio e elementos
da familia do halogénio através de uma reacéo de adigdo. Este indice pesquisa as
insaturagdes nas moléculas dos 6leos e gorduras, quanto maior o indice maior
insaturacao e maior possibilidade de rancidez por oxidagao. O valor de referéncia para
Oleo de coco é de 14-23 g 12/100g (ANVISA, 2005).
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3.7.3 Valor de saponificagao

Indica a quantidade de acidos graxos de alto e baixo peso molecular, portanto
o valor de saponificacdo € inversamente proporcional ao peso molecular dos acidos
graxo presentes nos triacilglicerideos. Esta medida pode indicar se ocorreu alguma
adulteragao por outros 6leos, o valor de referéncia para 6leo de coco € de 189-198
mg KOH/g (ANVISA, 1999; da SILVA, P.; da SILVA, M., 2009)

3.7.4 Umidade

A determinacdo da umidade é uma das andlises mais importantes no
processamento e qualidade dos alimentos, esta indica a quantidade de agua presente
no alimento. Se o teor n&o estiver de acordo com o indicado na literatura, a umidade
pode alterar a estabilidade e conservacdo do 6leo de coco. De acordo com a
International Coconut Comunity, o teor de umidade do 6leo de coco deve ser menor
que 0,3% w/w (LAKEH et al, 2019).

3.7.5 Acidos graxos

A tabela 1 mostra a composigéo de acidos graxos no 6leo de coco. Esse contém
cerca de 92% de acidos graxos saturados, os principais lipideos sdo acido laurico e
miristico, cerca de 48 e 18% respectivamente (Quadro 4). Além desses, substancias
como acido caprilico, acido caprico e acido oleico estao presentes no 6leo. Apesar de
ser altamente saturado seu ponto de fusado é considerado baixo devido a presencga de
acidos graxos de cadeia curta e média (BOATENG et al 2016; APPAIAH, P. et al.,
2014).



Quadro 4 — Composicao de acidos graxos (% em peso) do éleo de coco

Simbologia Tipo Porcentagem
6:0 Caproico ND-0.7
8:0 Caprilico 4.6-10.0
10:0 Caprico 5.0-8.0
12:0 Laurico 45.1-53.2
14:0 Miristico 16.8-21.0
16:0 Palmitico 7.5-10.2
18:0 Estearico 2.0-4.0
18:1 Oléico 5.0-10.0
18:2 Linoléico 1.0-2.5
18:3 Linolénico ND-0.2
20:0 Araquidico ND-0.2
20:1 Araquiddnico ND-0.2
Total saturado - -
Valor de lodo - 6.3-10.6
Ponto de fuséo - -
Proteina% - -
Fibra % - -

Legenda: ND-Nao Determinado.
Fonte: Codex Alimentarius (2009).
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3.7.5.1 Acido laurico

O principal acido graxo do 6leo de coco é o acido laurico, presente em cerca
de 53% de sua composigado. As propriedades fisiolégicas e metabdlicas do acido
laurico sao responsaveis por muitas das propriedades do 6leo de coco. O Quadro 5
apresenta a concentracdo de acido laurico no 6leo de coco obtido por diferentes
processos (MARINA; MAN; AMIN, 2009).

Quadro 5 — Concentracao de acido laurico no 6leo de coco obtido por diferentes

processos de extragio.

Processos de extragao Concentragao de acido laurico em
porcentagem (%)

Solvente 48
Artesanal 40
Fermentacao 48
Refinado, branqueado e desodorizado 50
Oleo de coco virgem extraido a quente 49
Oleo de coco virgem extraido a frio 50

Fonte: (DEEN et al., 2020; GALVAGNI et al., 2019; NDIFE; OBOT; ABASIEKONG,
2019).

Como demonstrado no Quadro 5 os teores de acido laurico n&o diferenciam de
acordo com o método de extragao, isso se justifica devido a estabilidade quimica do
acido laurico, onde sua temperatura de degradacao € a partir de 200° C em presséao
atmosférica (de MATOS, 2012).



33

O &cido laurico quando comparado com outros acido graxos saturados € o que
tem mais potencial antimicrobiano. Atualmente sdo definidos trés mecanismos
principais para tal atividade: destruicdo da membrana celular por processos fisico-
quimicos; interferéncia dos processos celulares como transdugdo de sinal e
transcricdo e estabilizagdo de membranas celulares humanas (DAYRIT, 2015;
LIEBERMAN; ENIG; PREUSS, 2006; WALTERS; WALKER; WALKER, 2003). A
Figura 4 apresenta a estrutura quimica do 6leo de coco e o Quadro 6 apresenta

trabalhos que avaliaram sua atividade antifungica.

Figura 4 — Estrutura quimica do acido laurico

Fonte: O autor (2021).

Quadro 6 — Trabalhos que avaliaram atividade antifungica de acido laurico

Microrganismo Metodologia Resultado Referéncia

Candida albicans | Determinagdo | Acido laurico inibiu BERGSSON et al.,
da C. albicans na 2001.
concentragdo | concentragédo de 5

inibitéria mM.

minima

Aspergillus niger, Difusdo em Em 0;04 g/L e inibiu | ALTIERI et al., 2007.

Aspergillus terréus; agar completamente o
Penicillium glabum; crescimento de A.
Penicillium italicum. niger e diminui o

didmetro da colbnia
de 4;31 para 2;83
cm de A. terreus e

aumentou o tempo

necessario para
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atingir 1 cm de
didmetro da colénia
de P. glabum.
P. italicum
apresentou

resisténcia.

Fusarium

oxysporum

Difusdo em

agar

Inibicao
completamente de F.
oxysporum em
0;02g/L e nao foi
observado

crescimento por 30

ALTIERI et al., 2009.

dias.

Alternaria alternata; | Determinagao Acido laurico DOLEZALKOVA;
Aspergillus da apresentou BUNKOKA; JANIS,
niger;Mucor concentragao concentragao 2012.
racemosus; inibitoria inibitdria minima de

Penicillium roquefort minima 0;75 g/L para A.

alternata; 1;5 g/L
para M. racemosus e
1 g/L para P.
roquefort.
Candida albicans Difusdo em Acido laurico foi AKULA et al., 2021.
disco capaz de inibir C.

albicans em10 g/L
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 LEVANTAMENTO DE DADOS

A revisdo integrativa da literatura cientifica € um método que assente
compreender determinado fendmeno por meio da sumarizagao de diversos estudos
cientificos, que concorda com a inclusdo de pesquisa experimental e quase
experimental permitindo uma compreensdo mais completa do tema de interesse
(VIANNA et al., 2013).

Esta revisao objetivou responder a seguinte questéo: principais problemas com
contaminacgao fungica em queijo e doce de leite, e avaliar a atividade antifungica de
oleo de coco frente a fungos alimentares utilizando Penicillium roquefort para parte
experimental.

A pesquisa de literatura envolveu as bases de dados de literaturas cientificas
contidas no acervo do Periédicos Capes e nas seguintes bases de dados: Google
Académico, Science Direct, PubMed, Medline, Natural Center for Biotechnology
Information, Elsevier.

A coleta de dados foi compreendida entre 30 de outubro de 2019 e 18 de
setembro de 2021, nas referidas fontes por meio de descritores e palavras-chave. As
palavras chaves foram: 6leo de coco, producéo 6leo de coco, atividade antifungica
oleo de coco, doce de leite, controle qualidade doce de leite, producédo de doce de
leite, queijo, producdo de queijo, controle de qualidade do queijo, fungos,
contaminacgao fungica.

A partir da leitura de cada artigo cientifico, foram selecionados artigos para
interpretacdo dos seus resultados e comparagao com a parte experimental deste
trabalho.

Os critérios de inclusdo foram os seguintes: artigos com publicagdo mais
recente sobre o tema investigado, trabalhos que investigaram atividade antifungica
de fungos filamentosos. Os critérios de exclusao de artigos deste trabalho foram os
seguintes: trabalhos que nado tiveram metodologia bem clara, trabalhos que

investigaram atividade antifungica de 6leo de coco em formulagao farmacéutica.
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4.2METODOLOGIA

4.2.1 Ativagao do fungo

Foi utilizada uma estirpe de Penicillium roquefort ATCC 10110 cedida pela
Fundacdo Osvaldo Cruz. O fungo filamentosos foi ativado em Agar Batata dextrose

(PDA) e mantido em geladeira a 10° C até sua utilizagao.
4.2.2 Preparagao do inéculo

Os esporos de P. roquefort foram preparados segundo a metodologia de DAS
e colaboradores (2021), onde a placa foi imersa em Tween80 a 1%, e depois a
suspensao de esporos foi filtrada e foi realizada a contagem de esporos em

hemocitdmetro resultando em uma concentragéo de 108 esporos/mL.
4.2.3 Preparacao da solugao mae

O 6leo de coco virgem obtido comercialmente de marca Sabor da Terra foi
diluido em Tween 80 a 1% para obter as concentra¢des de 5,5 g/L a 22 g/L. Para obter

as concentragdes de 33 g/L a 49,5 g/L foi usado Tween 80 a 3%.
4.2.4 Preparacao do meio de cultura

Foram preparados 1 frasco de agar 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 concentragédo de 1% e foi pesado 3 g de Tween em 90 mL para obter a

concentracéo de 3%.
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4.2.5 Método de difusdao em agar

A difusdo em agar foi realizada de acordo com a metodologia de PERMANA et
al. (2021). O agar PDA foi mantido em banho maria por 15 minutos a 50°C. No frasco
foi adicionado a solugdo mae e em seguida o agar PDA, procedendo a
homogeneizagcdo da solugdo por um minuto e distribuindo na placa de Petri. Cada
amostra foi inoculada com 15 pL de uma solugao 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 adicdo de 6leo de coco. As placas de Petri
inoculadas foram incubadas a 30°C por 14 dias. Cada amostra foi processada em

triplicata.

4.2.6 Determinacao da concentragao inibitéria minima

A concentracao inibitéria minima foi determinada segundo a metodologia de
(DAS et al. 2021). O meio de cultivo foi adicionado 6leo de coco para obter as
concentracdes finais de 0;55 a 4;95%. Foram adicionados 10 pyL de suspensio de
esporos as amostras e aos controles para atingir a concentragéo 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 incubacao foram de

acordo com o item 4.2.5. Cada amostra foi processada em triplicata.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo foram utilizadas as concentracées de 6leo de coco de 0;55 a
4;95% em meio de cultura PDA e YES para avaliar a atividade antimicrobiana sobre
P. roqueforti. Nestas concentracdes nenhum efeito inibitério sobre P. roqueforti foi
observado em comparagdo com o controle positivo (sem adigdo de 6leo de coco)
(Figura 5). A concentragao maxima de 4;95% foi utilizada obedecendo a concentragéo
maxima de gordura permitida para adigdo em doce de leite como ingrediente nao
lacteo opcional no processo de fabricacao.

Outro estudo que n&o apresentou atividade antifungica de 6leo de coco foi 0
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 é influenciada por diversos
fatores, incluindo método de extragdo, concentracdo do principio ativo e
microrganismo alvo (ALMEIDA et al., 2012; SIMOES et al., 2017).

Figura 5 — Avaliagao da atividade antifungica de 6leo de coco contra P. roquefort.

Legenda: A- Controle; B- Amostra
Fonte: O autor (2021).
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O método mais empregado nos trabalhos apresentados no quadro 7 é a difuséo
em agar (técnicas do pogo e disco de papel). Este € um método fisico, no qual o
microrganismo estudado é desafiado contra uma amostra em meio de cultura sélido.
Depois do periodo de teste observa-se a formagdo de zona de inibicdo e a
concentragédo da substancia ensaiada com atividade inibitéria. Deve-se ressaltar que
este método é amplamente empregados em laboratérios com o fim de uma triagem
da atividade farmacoldgica de novos agentes (OSTROSKY et al., 2008).

Como demonstrado no quadro 7. Ha varios trabalhos que investigaram
atividade antifungica de 6leo de coco sobre diversas espécies de Candida onde cada
especie apresentou diferentes respostas onde pode definir um intervalo de
susceptibilidade frente as concentragdes de 6leo de coco sem diluigdo até 3;125 g/L.

MUKHTAR et al. (2020) abordaram o mecanismo da atividade antifungica de
O0leo de coco virgem na membrana celular de Candida albicans. O trabalho
demonstrou que o 6leo de coco virgem hidrolisado possui 0 mecanismo de destrui¢ao
celular através da formacéao de poros na parede celular que levam a morte das células
ou apoptose devido ao vazamento de conteudo citoplasmatico da membrana
enquanto o dleo de coco virgem ndo demonstrou resultado significativo de vazamento
de conteudo citoplasmatico. O processo de hidrolise aumenta a concentragdo de
acidos graxos livres, ou seja, consequentemente aumentou a concentragao de acido
laurico, evidenciando seu mecanismo de atividade antifungica.

A espécie Aspergillus niger apresentou resisténcia ao 6leo de coco, porém esta
apresentou sensibilidade aos monoacilglicerdis derivados do 6leo de coco na
concentragao de 0;5 g/L, isto se deve ao aumento da concentragao de acido laurico
(RIHAKOVA et al., 2002; UDENSI et al., 2019).

RAMOS; JUNIOR; KOZUSNY-ANDREANI, (2016) determinaram a atividade
fungicida de o6leo de coco sobre Colletotrichum gloesporioides, PERMANA et al.
(2021) avaliou a influéncia da adicdo de oleo de coco em revestimentos a base de
cinamaldeido. O trabalho constatou que houve uma contribuicdo do 6leo de coco para

diminuir o crescimento dos fungos, mas nao conseguiu inibir completamente.



Quadro 7 — Trabalhos que avaliaram atividade antifungica de éleo de coco
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Tipo Microrganismo | Metodologia Resultado Referéncia
Oleo de Candida Difusdo em C.albicans : OGBOLU et
coco albicans, pogo zona de inibicao al., 2007
virgem Candida >28 mm em
glabrata, 250 g/L de oleo
Candida de coco.
stellatoidea, C. krusei : zona
Candida de inibicao < 27
tropicalis, mm
Candida krusei, (resisténcia)
Candida Todas as outras
parapsilosis espéecies
apresentaram
sensibilidade
(zona de
inibicdo >28
mm) no o6leo de
coCo sem
dilui¢ao.
Oleo de Candida Ensaio de Oleo de coco | THAWEBOON,
coco albicans biofilme sem diluigao S.;
virgem reduziu o NAKAPASIN;
crescimento de | THAWEBOON,
C. albicans em B., 2011.
1 log
Oleo de Candida Difusdo em | Houve zona de KANNAN;
coco albicans pogo inibicdo de 19;6 | MOHAMMED,
virgem mm usando 545 2014

g/L de dleo de

COCoO.




Oleo de Colletotrichum | Determinagao Atividade RAMOS;
coco gloesporioides da fungicida em JUNIOR;
concentragao 500 g/L KOZUSNY-
inibitéria ANDREANI,
minima 2016.
Oleo de Candida Difusdo em Oleo de coco FITRIYANI:
coco albicans disco inibiu o ANDINA, 2018.
virgem crescimento em
125 g/L.
Oleo de Candida Difusdo em C. albicans CANSEL et al.,
coco albicans disco apresentou 2019.
virgem resisténcia.
*QOleo de Candida Difusdo em C. albicans: EFFIONG et
coco albicans e pogo zona de inibicao al., 2019
Aspergillus de 20;85 mm
fumigatus A. fumigatus:

zona de inibicao

de16 mm.
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Oleo de Candida Difusdo em C. hoemulonii: | KAMGA et al.,
coco parapsilosis, disco zona de inibicao 2019
virgem Candida de 90%.
hoemulonii, C. albicans:
Candida zona de inibicao
tropicalis, de 59;85%.
Candida Concentragao
lipolytica, de 6leo de coco
Candida 100 g/L.
albicans e Zona de
Candida krusei inibicdo de 50%
para outras
especies nas
concentracdes
de dleo de
cOocCo:
3;125 g/L para
C. hoemulonii,
12;,5g/L para
C. lipolytica, 25
g /L para C.
tropicalis, 50 g
/L para C.
krusei e C.
parapsilosis.
Oleo de Candida Ensaio de Inibicdo do SARI et al.,
coco albicans biofilme biofilme em 800 2019.
virgem g/L
Oleo de Candida Determinacéao C. albicans UDENSI et al.,
coco albicans e da apresentou 2019
virgem Aspergillus concentracado | susceptibilidade
niger inibitéria até a
minima concentragao
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de 12;5 g/L
enquanto A.
niger
apresentou
resisténcia em
100 g/L.

Oleo de Saprolegnia Difusdo em Houve inibicdo | do COUTO et
coco parasitica disco do crescimento al., 2021
virgem micelial até o
quarto dia de
incubacgao. A
concentracao

de 6leo de coco
usada foi 1;63

g/L

*QOleo de coco: extracdo com submisséo de aquecimento.

Oleo de coco virgem: extracdo sem aquecimento.
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6 CONCLUSAO

O 6leo de coco € um produto natural que contém acido laurico como agente
antimicrobiano. Esta substancia possui atividade antifungica bem definida e é
considerada responsavel por muitas das propriedades do 6leo de coco.

O acido laurico apresentou atividade em baixas concentragdes nas seguintes
espécies Candida albicans ; Aspergillus spp.; Penicillium glabum; Fusarium
oxysporum; Alternaria alternata; Aspergillus niger; Mucor racemosus; Penicillium
roquefort.

Alguns estudos demonstraram que o 6leo de coco foi capaz de inibir tais
espécies: Candida spp., Saprolegnia parasitica, Colletotrichum gloesporioides e
Aspergillus fumigatus, tendo sido aplicado diferentes concentragbes nos estudos
apresentados. Entretanto, o 6leo de coco nio foi capaz de inibir o crescimento de
Penicillium roquefort nas concentragdes passiveis de utilizagdo nos produtos lacteos
descritos no trabalho.

A utilizagcdo desse possivel conservante em produtos lacteos necessita ser
melhor estudada, aumentando a concentragdo de acido laurico no 6leo de coco,
avaliando o efeito em outras espécies de fungos, avaliando outros métodos de

produgao do 6leo de coco.
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