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RESUMO

Aspergillus carbonarius e A. niger destacam-se como as maiores fontes de
contaminagdo de ocratoxina A (OTA) em alimentos como frutas secas, vinho e café.
Por esse motivo, é muito importante avaliar, além da sua presenca nos alimentos, as
condigBes fisico-quimicas Otimas para seu crescimento e producdo. Atualmente,
diversas pesquisas tém sido conduzidas com a finalidade de se encontrar
microrganismos capazes de exercer efeito antagnico sobre o crescimento de A.
carobonarius e A. niger e a producdo da OTA, como alternativa aos fungicidas
quimicos. O presente trabalho foi realizado com o objetivo de encontrar a condigdo
fisico-quimica mais favoravel a atuacdo antagénica das bactérias UFLABIO 05.1 e
UFLABIO 35.1.1, frente ao crescimento de A. carbonarius e A. niger e a producéo de
OTA por estes fungos. Para isso, foi realizado o cocultivo de A. carbonarius e de A.
niger com cada uma das bactérias em diferentes condicbes de temperatura, pH e
atividade de &gua, utilizando o delineamento composto central rotacional (DCCR)
como ferramenta para otimizar as condi¢des de cultivo. Ambos os isolados
bacterianos, UFLABIO 05.1 e UFLABIO 35.1.1, foram capazes, em determinadas
condigBes fisico-quimicas, de inibir o crescimento de A. carbonarius e o crescimento
de A. niger, alem de reduzir sua produgdo de ocratoxina A in vitro. O isolado
bacteriano UFLABIO 05.1, sob temperatura de 27,5 °C, pH de 5,35 e atividade de
agua de 0,99, apesar de ndo interferir no crescimento final de A. carbonarius, reduziu
em 77,6% a producdo de ocratoxina A. Sob as mesmas condicdes fisico-quimicas, o
isolado UFLABIO 35.1.1, além de reduzir em 86,6% o crescimento final de A.
carbonarius, levou a producéo de ocratoxina A a niveis ndo quantificaveis. Segundo o
delineamento composto central rotacional (DCCR), o pH foi o fator mais significativo
sobre a atividade antagbnica de UFLABIO 35.1.1 frente ao crescimento de A.
carbonarius, sendo que os valores mais altos de pH favoreceram sua acéo frente ao
crescimento do fungo. O isolado bacteriano UFLABIO 05.1, sob a temperatura de
27,5 °C, pH de 535 e atividade de agua de 0,99, apesar de nao interferir no
crescimento final de A. niger, reduziu em 78,7% a producdo de ocratoxina A. Sob as
mesmas condigBes fisico-quimicas, o isolado UFLABIO 35.1.1, além de reduzir em
89,7% o crescimento final de A. niger, reduziu a producdo de OTA em 95,5%.
Segundo o delineamento composto central rotacional (DCCR), o pH foi o fator mais
significativo sobre a atividade antagdnica de UFLABIO 35.1.1, frente ao crescimento
de A. niger, sendo que os valores mais altos de pH favoreceram sua acéo frente ao
crescimento do fungo. Quanto a producdo de ocratoxina A, 0 mesmo delineamento
estatistico demonstrou que a temperatura e 0 pH foram os fatores mais significativos
sobre a atividade antagbnica da mesma bactéria, sendo que os valores mais altos de
temperatura e pH favorecem sua acdo frente a producdo de ocratoxina A por
Aspergillus niger.

Palavras-chave: Ocratoxina A. Controle bioldgico. Condices de cultivo.



ABSTRACT

Aspergillus carbonarius and Aspergillus niger stand out as a major source
of contamination of ochratoxin A (OTA) in foods such as dried fruits, wine and
coffe. For this reason it is very important to evaluate about their presence in food,
the physicochemical conditions optimal for their growth and OTA production.
Currently, several researches have been conducted in order to find microorganisms
capable of exerting an antagonistic effect on the growth of A. carobonarius and A.
niger and production of the OTA, as alternatives to chemical fungicides. This study
aimed to find the physical and chemical condition most favorable to the action of
antagonistic bacteria UFLABIO 05.1 and 35.1.1 UFLABIO forward to the growth
of A. carbonarius and A. niger and OTA production by these fungi. For this we
performed the co-cultivation of A. carbonarius and A. niger with each of the
bacteria under different conditions of temperature, pH and water activity, using the
Design Central Composite Rotational (DCCR) as a tool to optimize growing
conditions. Both bacterial isolates, UFLABIO 05.1 and 35.1.1 UFLABIO were able,
under certain physicochemical conditions, to inhibit the growth of A. carbonarius
and growth of A. niger, besides reducing its production of ochratoxin A in vitro. The
isolate UFLABIO 05.1, under a temperature of 27.5°C, pH of 5.35 and 0.99 water
activity, although not interfering with the final growth of A. carbonarius, reduced by
77.6% the production of ochratoxin A. Under the same physicochemical conditions,
the isolated UFLABIO 35.1.1, in addition to 86.6% reduction in the growth end of
A. carbonarius, led to the production of ochratoxin A at levels not quantifiable.
According the central composite rotational design (DCCR), the pH was the most
significant factor on the antagonistic activity of UFLABIO 35.1.1 forward to the
growth of A. carbonarius, with the highest values of pH favored their action against
the growth of the bacterial isolate fungi. The UFLABIO 05.1 bacteria, under the
temperature of 27.5 ° C, pH 5.35 and water activity of 0.99, despite not to interfere
in the final growth of A. niger, decreased 78.7% in the production of ochratoxin A.
Under the same physicochemical conditions, the isolated UFLABIO 35.1.1, in
addition to 89.7% reduction in the growth end of A. niger reduced OTA production
by 95.5%. According to the central composite rotational design (DCCR), the pH
was the most significant factor on the antagonistic activity of UFLABIO 35.1.1
forward to the growth of A. niger, and the highest values of pH favored its action
against fungal growth. Regarding the production of ochratoxin A, the same
experimental design showed that temperature and pH were the most significant
factors on the antagonistic activity of the same bacteria, with the highest values of
temperature and pH favor its action against ochratoxin A production by Aspergillus
niger.

Keywords: Ochratoxin A. Biological control. Crop conditions.



2.1
2.2
2.3
2.4
2.5
2.6

3.1
3.2
3.3
3.4
3.5
3.6
3.7

4.1

4.2

SUMARIO

INTRODUGAO ..ottt eeesessee s ten st ssn s 9
REFERENCIAL TEORICO.......coooieiieiceieeeeseseee s, 11
Uva e derivados: producdo e consumo no Brasil............ccccoeveveiennn, 11
Ocratoxina A: fungos produtores isolados em uva.........ccccccceveverenee. 14
Fatores fisico-quimicos e o crescimento de fungos ocratoxigénicos... 17
Controle do crescimento de fungos ocratoxigénicos em uvas............. 19
Microrganismos com agao antimicrobiana............ccccccoviviiiniienne. 19
Fatores ambientais e a acdo antiocratoxigénica de bactérias e

JEVEAUIAS ... et 22
MATERIAL E METODOS.........cooveiieeeeeieseeeeeseseee s sesis s, 24
1S012d0S MICKODIANOS. .....cvviviieieiece e e 24
MEI0S 0B CUITUFA ...ttt e 24
Curva de crescimento dos isolados bacterianos ............c.cccccvceverieenne. 25
Delineamento experimental...........ccccoooiiiiiieicneic e 27
COCUITIVO ..ottt nes 28
Medidas de CreSCIMENTO..........erveieieieiei e e 28
Avaliacao da producao de 0CratoXina A ........ccccevevivereneeiieseeeenie e 28
RESULTADO E DISCUSSAOQ ......coouiveeeereieeeseseeeen oo, 31
Atividade ocratoxigénica e crescimento de Aspergillus carbonarius

na presenca de dois isolados bacterianos ...........cccccoeveieiiiiiienenenne 31
Atividade ocratoxigénica e crescimento de Aspergillus niger na

presenca de dois isolados bacterianos...........ccccoeveeiiieiineienesene 41
CONCLUSOES ......oviirieeisie e 51

REFERENCIAS ....cooe oot ee et e e es e eeees e eenesenaeeenes 52



1 INTRODUCAO

A colonizacdo dos fungos do género Aspergillus da seccdo Nigri, nas
uvas, durante o cultivo, é a principal fonte de ocratoxina A (OTA) em vinhos,
sucos de uva e derivados. Por esse motivo, a legislacdo atual, tanto na Europa
quanto no Brasil, define o limite maximo toleravel de OTA nesses produtos em
2 pg/kg.

A. carbonarius e A. niger sdo os principais produtores desta micotoxina
em uvas e sdo considerados fungos oportunistas porque se desenvolvem,
principalmente, nas bagas danificadas durante seu amadurecimento. A OTA
presente nas uvas € transferida para o vinho durante o processo de vinificagdo, e
um aumento na concentracdo desse fungo ocorre apds a maceracdo das uvas,
devido a sua presenca predominante na casca. Durante o envelhecimento do
vinho, observa-se que a toxina permanece estavel, pois a mesma concentragéo
de OTA é encontrada no vinho ap6s um ano de armazenamento.

A producgdo de OTA em uvas € influenciada pelas condig¢Ges climéticas e
as areas geograficas, bem como pela variedade de uva, pelo sistema de cultivo e
pelos danos causados nas uvas por insetos, infeccdo fungica ou excesso de
irrigacdo e chuva. As medidas para o controle de fungos toxigénicos devem
considerar esses pontos criticos de controle. Além disso, esses fungos tém
desenvolvido resisténcia aos fungicidas e, em alguns paises, ja se determina o
limite de residuos dessas substancias que podem chegar ao ambiente.

Boas praticas de producgdo, como, por exemplo, a selecdo e a separacao
dos cachos de uva com desenvolvimento fungico visivel, auxiliam,
consideravelmente, na reducdo dos niveis de contaminacdo por fungos
produtores de OTA, bem como dos niveis dessa micotoxina nos vinhos.

Além disso, muitas pesquisas vém sendo desenvolvidas com o objetivo

de encontrarem-se microrganismos ndo patogénicos capazes de controlar
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naturalmente a ocorréncia e produgdo de OTA por estes fungos, como
alternativa aos fungicidas. Assim como a produgdo de OTA por A. niger e A.
carbonarius é fortemente influenciada pelos fatores fisico-quimicos, tais como
temperatura, atividade de agua e pH, 0 mesmo ocorre com seus agentes
antagobnicos.

Portanto, o presente trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar o0s
efeitos da temperatura, atividade de &4gua e pH sobre a atividade de biocontrole
de dois isolados bacterianos frente a Aspergillus carbonarius e Aspergillus
Niger, avaliando sua atividade antag6nica tanto sobre o crescimento dos fungos

quanto sobre a producdo de ocratoxina A pelos mesmos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Uva e derivados: produc¢do e consumo no Brasil

A producdo de uvas no mundo é mais antiga do que muitos imaginam.
No livro “Geografia do Vinho” (DOUGHERTY, 2012) encontra-se interessante
ilustracdo a respeito da antiguidade do vinho (Figura 1), evidenciando a presenca
da uva no Egito, entre 1550-1295 a.C. Além disso, relata-se a existéncia de
recipientes com residuos de vinho, encontrados na Georgia, datados de 8 mil

anos atras.

Figura 1 Pintura representando a produgdo e o consumo de uva e vinho,
encontrada no Egito, no timulo de Nachkt. Esta pintura data de 1550-
1295 a.C.

No Brasil, a viticultura é uma das atividades produtivas do setor
primario que mais tém ampliado suas &reas de produgdo e promovido constantes
mudancas nas formas e areas de cultivo. As novas demandas de mercado, aliadas
a percepgdo de oportunidades de geracdo de emprego e renda via agregacao de
valor do produto, sd&o um dos grandes incentivadores dessas mudangas
(MELLO; GARAGORRY; CHAIB FILHO, 2007).

A partir do ano de 1985, a producdo de uvas ampliou-se, no Brasil, para

além das regides sul e sudeste. Naquele ano, a viticultura consolidou-se no Vale
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do S&o Francisco e, na regido nordeste, a area colhida com uvas foi de 964
hectares, passando para 4.838 hectares em 1995. Neste periodo, houve acréscimo
de 5,11% da area colhida no Brasil, enquanto, na regido nordeste, o acréscimo foi
de 402%. Na Figura 2 é possivel claramente esta ampliagdo da viticultura, entre os
anos de 1975 e 2003 (MELLO; GARAGORRY; CHAIB FILHO, 2007).

v“\ *"w
7

TR
S i
ANO
[ 1975
. 2003
[11975/2003

Figura 2 Desenvolvimento de novas &reas de viticultura, entre os anos de 1975 e
2003 (MELLO; GARAGORRY; CHAIB FILHO, 2007, modificado)
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Em 2011, a producdo de uvas no Brasil teve um aumento de 12,97%,
tendo, em Pernambuco, sido observado o maior aumento da produgéo (24,03%),
em decorréncia do aumento da area plantada em 2010. Embora ainda ndo esteja
disponivel nas estatisticas do IBGE, a viticultura estd sendo implantada em
varios estados, como Mato Grosso do Sul, Goiés, Espirito Santo, Ceara e Piaui
(MELLO, 2012a).

A producéo e a destinacdo da uva apresentam algumas peculiaridades
importantes. O produto destinado ao consumo in natura (mesa) para 0 mercado
interno é dividido em dois grandes grupos: uva fina e uva rustica (comum); ja a
uva destinada ao mercado externo €, em sua maioria, fina e sem sementes. Esta
fruta é processada para varias finalidades, como producéo de suco, de vinhos de
mesa, de vinhos finos de mesa e de espumantes. O vinho fino exige, para seu
processamento e qualidade, que se utilize a cultivar adequada ao produto final
desejado (tinto, branco, seco, frutado, de guarda leve, entre outros), além do
controle de maturacdo das uvas e do limite de sua produtividade (MELLO;
GARAGORRY:; CHAIB FILHO, 2007).

Estatisticas sobre a producéo e a comercializagdo nacional de vinhos e
suco de uvas ndo estdo disponiveis. No entanto, o estado do Rio Grande do Sul,
responsavel por cerca de 90% da producdo nacional desses produtos, tem
informacdes relativas a producdo de uvas, vinhos e derivados e a
comercializacdo, cuja analise permite uma boa aproximagdo do desempenho da
agroindistria vinicola do pais. Este estado apresentou aumento na
comercializagdo de suco e vinhos no ano de 2011, em relacdo ao ano anterior.
Para os vinhos de mesa, houve aumento de 4,10%, enquanto os vinhos finos
sofreram reducdo de 6,65%. Em 2011, os vinhos espumantes continuaram sua
trajetoria crescente. Os espumantes moscatéis atingiram aumento de 1,70% e 0s
espumantes, crescimento de 6,26% nas vendas. Os sucos de uva, em 2011,

também continuaram com a trajetoéria crescente. O suco de uva integral



14

apresentou aumento, na quantidade comercializada, de 28,60% e o concentrado
teve um acréscimo de 13,18%, no ano de 2011, em relagéo ao de 2010 (MELLO,
2012a).

No ranking mundial da area cultivada com videiras, o Brasil ocupa a
vigésima colocacdo. A viticultura ocupa as maiores areas da Espanha, Franca,
Italia, China e Turquia (MELLO, 2012b).

2.2 Ocratoxina A: fungos produtores isolados em uva

As micotoxinas correspondem a substancias resultantes do metabolismo
secundario de alguns fungos. Uma variedade delas é encontrada nos alimentos e
a ocratoxina A (OTA) recebe destaque por ser potencialmente nefrotdxica,
imunossupressora, teratogénica e carcinogénica (BLEVE et al., 2005), além de
ndo ser degradada sob processamento de muitos alimentos. Esta micotoxina
pode ocorrer em alimentos como uva, café, cacau, pimenta e cereais.

Um dos fungos produtores de OTA, Aspergillus carbonarius, esta
presente em diversos produtos vegetais, como cereais, café, cacau, especiarias,
frutos secos, amendoim e uva. A ocratoxina A foi detectada também em bebidas
processadas, como cerveja e café. Desde 1996, a OTA também foi detectada em
vinho e suco de uva; depois dos cereais, 0 vinho é considerado a principal fonte
de ingestdo didria de OTA (BATTILANI et al., 2004).

A descoberta das diversas micotoxinas se deu a partir do
desenvolvimento de estudos mais completos a respeito de fungos presentes nos
alimentos. Uma das consequéncias dessas descobertas embasa, por exemplo, a
determinagdo de niveis aceitaveis da OTA em diversos produtos alimenticios
(ABRUNHOSA; PATERSON; VENANCIO, 2010).

A OTA ¢é composta por uma metade 7-carboxi-5-cloro-hidroxi-3,4-di-

hidroxi-3-R-metilisocumarina (ocratoxina o) ¢ uma molécula de L-B-
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fenilalanina, que estdo ligadas, através do grupo 7-carboxi, por uma ligacao
amida. A via biossintética de OTA ndo estda completamente estabelecida.
Entretanto, sabe-se que a isocumarina € um pentacetideo que deriva da via
policetidica e que a L-B-fenilalanina deriva da via do acido chiquimico. Mais
precisamente, estudos experimentais com precursores marcados radioativamente
demonstraram que a isocumarina é sintetizada pela condensa¢do de cinco
unidades de acetato com a subsequente adicdo da unidade de metionina no C7,
que é subsequentemente oxidada a carboxil. Aparentemente, L-B-fenilalanina é
acoplada a metade isocumarina sem ser alterada, uma vez que uma fracdo da
enzima isolada de A. ochraceus foi capaz de ligar as duas por¢des da molécula.
Finalmente, a clorina é incorporada ao C5 do NaCl (embora ndo se saiba em que
ponto exato da biossintese) e, provavelmente, por meio da acdo de
cloroperoxidases.

Existe pouca informacdo sobre 0s genes responsaveis por estes passos
biossintéticos, tendo apenas fragmentos de DNA que codificam para algumas
policetideo sintases de OTA em P. nordicum, A. ochraceus e A. carbonarius
sido identificados. A sintese desta micotoxina depende de fatores como
temperatura, atividade de agua do substrato e micronutrientes, e 0 meio de
cultura que melhor propicia sua producdo é o czapec yeast autolysate (CYA)
(ABRUNHOSA; PATERSON; VENANCIO, 2010).

Por tudo isso, esta micotoxina vem sendo considerada um problema
mundial de salde puablica. Ela foi originalmente isolada como um metabélito
secundario do fungo filamentoso Aspergillus ochraceus e, posteriormente,
muitas outras espécies de Aspergillus (A. niger, A. carbonarius, A. sulphureus e
A. melleus, entre outros) foram descritas como produtoras de ocratoxina A
(LUNARDI et al., 2006).

Estudos relacionados a espécie Aspergillus carbonarius sdo importantes

devido a sua habilidade na producéo da ocratoxina A, que é bem maior do que a
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producdo por A. niger (PALACIOS-CABRERA et al., 2005). A. carbonarius
destaca-se como uma das maiores fontes de contaminagdo de ocratoxina A em
alimentos como frutas secas, vinho e café (LUNARDI et al., 2006).

Com relacdo a sua presenca no vinho, Battilani e colaboradores, em
2004, publicaram uma pesquisa cujo objetivo era investigar a presenca de A.
carbonarius e a contaminacdo por OTA em vinte variedades diferentes de uva,
cultivadas em dois vinhedos localizados em Puglia, no sul da Italia. Estes
autores observaram diferentes resultados entre as variedades de uva analisadas,
demonstrando a importdncia da pesquisa sobre a presenca de Aspergillus
carbonarius e da OTA nas diversas variedades de uva, com o objetivo de
encontrar variedades mais resistentes a producdo de toxina pelo fungo e a sua
acumulacéo.

Entretanto, mesmo que sua capacidade de producdo de OTA seja
inferior a de Aspergillus carbonarius, os fungos da espécie Aspergillus niger sdo
frequentemente isolados de amostras de uvas e outros alimentos, e por isso
merecem atencdo. Em um estudo conduzido com uvas chileas (Vitis vinifera) foi
encontrada uma variedade de fungos ocratoxigénicos desde as etapas de pré-
colheita até a producdo do vinho. Estirpes produtoras de OTA foram encontradas
somente entre os isolados de A. carbonarius, A. niger, A. wenti e A.
westerdijkiae, produzindo de 2 a 17 ug/L de OTA em meio liquido. Além disso,
foi realizado o processamento do vinho utilizando 0,5%, 1% e 3% de uvas
contaminadas com fungos do género Aspergillus ocratoxigénicos, obtendo-se,
respectivamente, vinhos com 3,2; 4,1 e 52 pg/LL de OTA (niveis acima do
permitido pela legislagdo, de 2 pg/L, em vinhos e sucos de uva) (DIAZ et al.,
2009).
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2.3 Fatores fisico-quimicos e o crescimento de fungos ocratoxigénicos

O crescimento dos microrganismos €, geralmente, influenciado por
diversos fatores externos, como a temperatura, 0 pH, o tempo de incubagéo e a
atividade de &gua, entre outros. No que diz respeito aos fungos ocratoxigénicos,
€ necessario observar, ainda, a diferenca entre as condi¢bes Otimas de
crescimento e as condigdes que proporcionam maior producdo da micotoxina. E
estes efeitos vém sendo investigados ha alguns anos.

Com o objetivo de avaliar o crescimento e a producdo de ocratoxina A
por fungos do género Aspergillus se¢do Nigri sob diferentes temperaturas (5-45
°C), em dois diferentes meios de cultura, czapek yeast autolysate agar (CYA) e
yeast extract sucrose agar (YES), Esteban et al. (2004) realizaram uma
pesquisa. Os autores avaliaram também a influéncia do tempo de incubag&o, por
30 dias. Foram testados dezoito isolados, selecionados a partir de diferentes
fontes e capacidades de producdo de OTA. A temperatura foi o fator de maior
impacto sobre o crescimento e cada isolado testado diferiu quanto as condi¢des
6timas de producdo de OTA. Isolados de Aspergillus niger alcangaram niveis
maximos de producdo de OTA no meio YES, principalmente entre 20-25 °C. Ja
os isolados de A. carbonarius produziram os mais altos niveis de OTA em CYA
entre 15-20 °C. Foi observado, também, que quantidades significativas de OTA
foram produzidas com apenas cinco dias de incubacdo (ESTEBAN et al., 2004).

Alguns isolados de Aspergillus niger agregado também séo conhecidos
por seu potencial ocratoxigénico. Alguns desses fungos foram submetidos a
diferentes condigdes de temperatura, atividade de &gua e tempo de incubacéo,
em amendoim. Para alguns, a temperatura e a atividade de &gua Gtimas para o
crescimento foram de 30 °C e 0,995, respectivamente, com taxa de crescimento
de 14,6 mm/dia. Entretanto, a produ¢gdo méxima de ocratoxina A ocorreu a uma
atividade de &gua de 0,973 e 25 °C (ASTORECA et al., 2009).
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O crescimento e a producgdo de OTA por Aspergillus carbonarius em
diferentes condi¢des de temperatura (15 a 37 °C) e atividade de &gua (0,90 a
0,99) foram testados. Um total de oito isolados da espécie A. carbonarius
isolados de uvas viniferas da Tunisia foi avaliado. A atividade de agua (A) de
0,99 foi considerada étima tanto para o crescimento do fungo quanto para a
producdo da OTA. Porém, a temperatura 6tima para o crescimento foi de 30 °C,
enquanto a producgdo de OTA foi favorecida a uma faixa de temperatura de 15 a
25 °C (LASRAM et al., 2010).

Observaram-se diferengas nas condi¢cGes Otimas de crescimento e
producdo de OTA, quando as mesmas foram testadas em isolados de Aspergillus
carbonarius de diferentes regifes, neste caso, isolados de uvas da Europa e de
Israel (MITCHELL et al., 2004). Essa informacgdo justifica a conducdo de
experimentos semelhantes, mas com isolados das regides brasileiras, pois 0s
fungos podem apresentar comportamento fisiolégico diferenciado. Além disso, é
necessario encontrar microrganismos seguros, capazes de inibir o crescimento de
A. carbonarius e a produgdo da OTA, a fim de reduzir a utilizacdo de compostos
quimicos nocivos a salide humana e ao meio ambiente.

Em gréos de milho, observaram-se o crescimento e a producdo de OTA
por Aspergillus carbonarius e Aspergillus Niger, sob diferentes condic6es,
variando a atividade de agua (0,92-0,98), a temperatura (5-45 °C) e o tempo de
incubacéo (5-60 dias). O didmetro das coldnias, de ambos, foi significativamente
maior sob atividade de agua de 0,96 e 0,98. J4 a faixa de temperatura étima para
o crescimento foi diferente para as duas espécies, sendo de 25-40 °C, para
Aspergillus niger e de 20-35 °C, para Aspergillus carbonarius. A niger produziu
ocratoxina A no intervalo de 15 a 40 °C, sendo o nivel mais alto a 15 °C, com
atividades de &gua de 0,96 e 0,98, mais favoraveis também a producdo de OTA.
A. carbonarius produziu OTA na faixa de 15 a 35 °C, sendo a maior

concentracdo a 15 °C e a atividade de &gua de 0,98 a mais favorével. Os isolados
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estudados foram capazes de produzir OTA a partir do décimo quinto dia de
incubacdo (ALBORCH et al., 2011), demonstrando a necessidade de se estudar a
fisiologia desses microrganismos em condi¢bes o0 mais préximo possivel da

realidade.

2.4 Controle do crescimento de fungos ocratoxigénicos em uvas

Devido ao aumento do numero de espécies flngicas resistentes a
fungicidas quimicos e ao impacto destes pesticidas no ambiente e para o ser
humano, niveis maximos de residuos quimicos sdo regulamentados em muitos
produtos. Portanto, métodos alternativos sdo necessarios para substituir ou
complementar tratamentos com fungicidas e controlar o fungo no campo e na
estocagem. Reuniram-se diversas informacdes a respeito da utilizacdo de
leveduras como agentes de biocontrole frente a espécies de Aspergillus
ocratoxigénicos, e as leveduras epifiticas seriam as mais promissoras nesta
atividade em bagas de uva, devido a sua adaptacdo a esse tipo de substrato
(PONSONE et al., 2012).

Nota-se, portanto, 0 quanto estas pesquisas estdo voltadas para
leveduras. Consequentemente, muito ha para se investigar a respeito do

potencial das bactérias.

2.5 Microrganismos com ac¢édo antimicrobiana

H&, atualmente, uma diversidade de pesquisas visando descobrir
substancias com efeito inibitdrio sobre microrganismos patogénicos, substancias
estas que podem ter origem em plantas (6leos esséncias) ou, até mesmo, serem

produzidas por determinados microrganismos.
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A conservagdo de alimentos de origem animal tem sido campo de estudo
e de descoberta de bactérias fermentadoras para este fim. As bactérias lacticas,
por exemplo, por meio de seus metabdlitos, inibem o desenvolvimento de
diversos microrganismos indesejaveis e patogénicos nos alimentos e, assim,
além de lhes conferir caracteristicas sensoriais desejaveis, estendem a sua vida
atil e melhoram sua qualidade higiénica (PRADO et al., 2000).

Fungos com agdo antimicrobiana, testados contra microrganismos
patogénicos e fitopatogénicos, foram isolados de plantas toxicas da Amazbnia
(Palicourea longiflora e Strychnos cogens). Sua atividade foi testada a partir de
bioensaios com seus metabolitos extracelulares (SOUZA et al., 2004). Em outro
trabalho, bactérias isoladas da rizosfera de Drosera villosa var. villosa e dois
isolados de Bacillus thuringiensis foram testados quanto a sua capacidade de
inibir os fungos fitopatogéncos Fusarium solani f. sp. phaseoli, Fusarium solani
f. sp. glycines, Fusarium oxysporum e Colletotrichum sp. Uma das bactérias
isoladas do solo conseguiu inibir os quatro fungos e B. thuringiensis inibiu o
crescimento de trés deles (BATISTA JUNIOR et al., 2002).

Algumas leveduras foram isoladas de plantas epifitas e selecionadas
quanto a sua capacidade de biocontrole de Aspergillus carbonarius e A. niger.
Dentre as 144 leveduras isoladas, cinco foram selecionadas pela sua capacidade
de biocontrole sobre os fungos A. carbonarius e A. niger. Estes isolados foram
identificados como dois de Issatchenkia orientalis e os demais, como
Metschnikowia pulcherrima, Issatchenkia terricola e Candida incommunis
(BLEVE et al., 2005). Apesar desta e de diversas descobertas da aplicacdo de
leveduras com potencial para o biocontrole, hd também a preocupacdo com a
patogenicidade desses microrganismos, o que inviabiliza a sua utilizacdo em
produtos alimenticios. Apenas alguns desses microrganismos encontram-se entre
0s que podem ser considerados seguros (SUNDH; MELIN, 2010).
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Outros estudos estdo voltados para a descontaminacdo. Com relagéo a
OTA, por exemplo, métodos bioldgicos utilizam microrganismos que podem
degradar, transformar ou absorver a OTA para desintoxicar produtos
contaminados ou para evitar os efeitos toxicos, quando a micotoxina é ingerida.
Estas técnicas sdo muito especificas, eficientes, ecologicamente corretas e
preservam a qualidade nutritiva do produto. Entretanto, é importante salientar
que o0s microrganismos utilizados para a descontaminacdo e os produtos
formados durante as reacBes devem ser seguros (ndo patogénicos)
(ABRUNHOSA; PATERSON; VENANCIO, 2010).

Também recentemente, apos a selecdo de uma bactéria do &cido lactico,
Lactobacillus platarum sp. TN635, a mesma foi submetida a diversos testes, a
fim de se verificar sua atividade antagonista sobre diversos microrganismos
patogénicos. A partir de testes realizados com o seu sobrenadante, verificou-se a
inibicdo do crescimento de quatro bactérias gram-negativas (Salmonella enterica
ATCC43972, Pseudomonas aeruginosa ATCC 49189, Hafnia sp. e Serratia sp.)
e de Candida tropicalis R2 CIP203. Além disso, identificou-se a substancia
antimicrobiana sintetizada pela bactéria L. plantarum sp. TN635 como uma
substancia de natureza proteica. Esta substancia foi designada como uma
bacteriocina e recebeu a denominacdo de BacTN635. Submetida a testes, a
bacteriocina demonstrou-se estavel ao calor e ao tratamento com surfactantes e
solventes organicos (SMAQUI et al., 2010).

Recentemente, isolados de Saccharomyces cerevisiae foram capazes de
inibir o crescimento de Aspergillus carbonarius e Aspergillus ochraceus e de
promover uma reducdo na producdo de ocratoxina A por estes fungos. Essa
pesquisa teve o objetivo de selecionar estirpes de leveduras viniferas como
agentes de biocontrole frente a estes fungos responsaveis pela acumulacdo de
OTA na uva e no vinho. Como resultado, todos os isolados testados

demonstraram habilidade em inibir o crescimento de A. carbonarius in vivo e in



22

vitro. Outro resultado interessante é que a adi¢do de culturas filtradas, livres de
celulas, dessas leveduras, resultou na completa inibicdo da producédo de OTA
(CUBAIU et al., 2012).

2.6 Fatores ambientais e a acdo antiocratoxigénica de bactérias e leveduras

E crescente 0 nimero de pesquisas a respeito de microrganismos
capazes de inibir o crescimento e a producdo de micotoxinas por fungos
contaminantes de alimentos. Diversas espécies de leveduras e de bactérias vém
sendo descobertas com este potencial. Entretanto, um novo passo deve ser dado
para o completo entendimento e a eficiente utilizacdo desses microrganismos. Se
os fatores ambientais influenciam o crescimento do fungo e a produgdo da
micotoxina, possivelmente, estes mesmos fatores agem sobre a habilidade de
biocontrole destas leveduras e bactérias.

A eficiéncia de dois isolados de Kluyveromyces thermotolerans em
evitar o crescimento e a acumulacdo de ocratoxina A e fungos ocratoxigénicos,
in vitro e in situ, foi avaliada. Os dados deste estudo mostraram que ambos 0s
isolados da levedura foram capazes de controlar o crescimento de Aspergillus
carbonarius e de espécies de Aspergillus niger agregado, e acumulacdo de OTA.
Os efeitos inibitérios foram dependentes das espécies ocratoxigénicas, dos
isolados de leveduras, da atividade de dgua e da temperatura avaliadas e suas
interacbes. Em todas as condi¢cOes avaliadas, a acumulacdo de OTA foi
reuduzida de 3% a 100% e a traxa de crescimento reduzida de 11% a 82,5%,
dependendo das condi¢des (PONSONE et al., 2011).

Em um trabalho mais recente, avaliou-se a influéncia da temperatura e
da umidade relativa sobre a atividade de trés agentes microbianos de biocontrole
— Metschnikowia pulcherrima LS16, Aureobasidium pullulans LS30 e AU34-2 —

contra a infecgdo de bagas de uvas viniferas e acumulagdo de ocratoxina A por
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Aspergillus carbonarius. Além disso, foi testada a infecgdo de A. carbonarius
em bagas com a casca danificada (artificialmente) e ndo danificada, resultando
em uma infecgdo muito maior nas primeiras. As bagas danificadas, pré-tratadas
com o0s agentes de biocontrole, foram inoculadas com A. carbonarius e
submetidas, por 5 dias, a dois niveis de umidade relativa (60% e 100%) e trés
diferentes temperaturas (20, 25 e 30 °C). Os trés agentes de biocontrole foram
capazes de prevenir infecgdes a 20 °C, com umidade relativa de 60%.
Entretanto, nas outras diversas condi¢des, houve muita variacao de cada isolado
em sua capacidade de inibicdo do Aspergillus carbonarius. Os pesquisadores
concluiram que é muito importante conhecer as condi¢fes mais favoraveis e
desfavoraveis a atividade antagbnica desses microrganismos frente ao fungo em
estudo (CURTIS et al., 2012).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Isolados microbianos

Os isolados fungicos utilizados de Aspergillus carbonarius CDCA110 e
Aspergillus niger CDCAL01 pertencem a colecdo de culturas do Laboratdrio de
Micotoxinas e Micologia de Alimentos do Departamento de Ciéncia dos
Alimentos da UFLA e foram isolados de uvas viniferas. Os isolados bacterianos
utilizados no cocultivo, UFLA BIO 05.1 e UFLA BIO 35.1.1, pertencem a
colecéo de culturas do Laboratorio Fisiologia e Genética de Microrganismos do

Departamento de Biologia da UFLA.

3.2 Meios de cultura

A curva de crescimento dos isolados bacterianos foi realizada
utilizando-se caldo nutriente (0,5% de peptona bacterioldgica, 0,3% de extrato
de carne, em agua destilada) e agar nutriente (0,5% de peptona bacteriolégica,
0,3% de extrato de carne, 1,5% de agar, em agua destilada).

Para a conducdo do experimento de cocultivo, foi utilizado um meio de
cultura suco de uva. Sua composicdo detalhada é: 17,5% de suco de uva
natural, 0,5% de peptona bacterioldgica e 1,5% de agar, em agua destilada. A
este meio de cultura foi adicionada glicerina bidestilada, em diferentes
quantidades, para a determinacdo dos diferentes valores de atividade de agua
(aw) desejados (Tabela 1).
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Tabela 1 Concentracédo de glicerina bidestilada presente no meio de cultura para
0 alcance da a,, desejada

Glicerina bidestilada Ay
0 0,99

15% 0,96

30% 0,93

40% 0,91

O pH do meio a base de suco de uva foi ajustado utilizando-se acido
cloridrico e hidréxido de sddio, e os valores de pH utilizados foram: 3,92; 4,5;
5,35e6,78.

3.3 Curva de crescimento dos isolados bacterianos

Com o objetivo de padronizar o inéculo bacteriano a ser utilizado, as
curvas de crescimento dos dois isolados foram descritas. Cada isolado
bacteriano UFLABIO 05.1 e UFLABIO 35.1.1 foi submetido, igualmente, aos
procedimentos descritos a seguir.

Apo6s crescimento em placa de Petri contendo agar nutriente (0,3 g de
extrato de carne, 0,5 g de peptona bacterioldgica e 1,5 g de agar em 100 ml de
agua destilada), por 24 horas, a 28 °C, uma amostra da bactéria foi transferida
para tubos de ensaio contendo 10 ml do meio caldo nutriente estéril (0,3 g de
extrato de carne e 0,5 g de peptona bacteriolégica em 100 ml de agua destilada)
e incubada, a 30 °C, por 24 horas para a reativacdo da bactéria (duplicata). Apés
o periodo de incubacdo, retirou-se uma aliquota de 1.000 ul (1 ml) do indculo da
amostra que foi transferido para um frasco de erlenmeyer contendo 600 ml do
meio caldo nutriente estéril, o qual foi incubado, a 28 °C, sob agita¢do constante
de 150 rpm.
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A fim de avaliar o crescimento microbiano no decorrer do tempo, de seis
em seis horas, realizaram-se diluicBes seriadas, adicionando-se 100 pl do
in6culo em 900 pl do diluente (Agua peptonada 0,1%). O ndmero de diluicdes
realizadas em cada avaliacdo foi dependente da etapa em que a curva de
crescimento bacteriano encontrava-se.

Para quantificar o namero de células viaveis, realizou-se, a partir das
diluicdes seriadas e nos respectivos tempos, o plagueamento da amostra,
utilizando-se 100 pl de cada dilui¢do, adicionadas em placas de Petri contendo
20 ml do meio &gar nutriente, em triplicata. As placas foram incubadas em BOD,
a 28 °C, por 24 horas. A contagem do nimero de colénias entre 30 e 300, para 0
calculo das UFC/ml, foi realizada ap6s o periodo de incubagéo.

Ao mesmo tempo em que se quantificava o numero de células viaveis,
houve a quantificagdo do nimero de células totais presentes na amostra,
retirando-se 3 ml do indculo e transferindo-os para uma cubeta de vidro.
Procedeu-se a medicdo da absorbancia em espectrofotdbmetro, no comprimento
de onda de 600 nm. Apés a estabilizacdo das medidas de contagem de células e
de leituras de absorbancia, o procedimento cessou. Nas Tabelas 2 e 3 constam 0s
valores exatos de cada contagem (UFC/ml), ao longo do tempo avaliado. E, a
partir da avaliacdo desses resultados, foi possivel selecionar o tempo de 12 horas
de incubacdo para a utilizagdo do in6culo de UFLABIO 05.1 e o tempo de 36
horas para o in6culo de UFLABIO 35.1.1., tendo em vista que, nestes tempos,

suas contagens se assemelharam.

Tabela 2 Contagens (UFC/ml) obtidas a cada seis horas de leitura, do isolado

UFLABIO 05.1
UFLABIO 05.1
Tempo(h) 0 6 12 18
UFC/ml 2,92x10° 1,13x10’ 2,87x10° 1,03x10°
Tempo(h) 24 30 36 42

UFC/ml 1,19x10° 3,5x10° 4,6x10° 4,8x10°
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Tabela 3 Contagens (UFC/ml) obtidas a cada seis horas de leitura, do isolado
UFLABIO 35.1.1

UFLABIO 35.1.1

Tempo(h) 0 6 12 18
UFC/ml 2,75x10° 1,58x10° 2,44x10’ 9,0x10’
Tempo(h) 24 30 36 42
UFC/ml 9,7x10’ 9,9x10’ 1,07x10° 1,17x108

3.4 Delineamento experimental

O delineamento central composto rotacional (DCCR) foi utilizado como
ferramenta para otimizar as condicdes de cultivo. Os resultados foram analisados
por meio de superficie de resposta. Foram estudadas trés variaveis em cinco
niveis. As variaveis independentes avaliadas foram temperatura (X1), pH (X2) e
atividade de &gua (a,) (X3). Como varidvel resposta ou dependente foram
determinados o crescimento do fungo (apos seis dias de incubacéo) e a producéo
de ocratoxina A (ap6s 10 dias de incubagéo).

As placas foram incubadas sob diferentes condicbes, em diferentes
temperaturas, conforme os ensaios do planejamento experimental. Na Tabela 4
mostram-se as variaveis reais e codificadas, bem como 0s seus respectivos

niveis.

Tabela 4 Variaveis experimentais com valores reais e codificados

Variaveis -1,68 -1 0 +1 +1,68
Temperatura X1 6,5 15 27,5 40 48
pH X2 6,78 6,2 5,35 4,5 3,92

Ay X3 0,91 0,93 0,96 0,99 1,01
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3.5 Cocultivo

Dois isolados bacterianos (UFLABIO 05.1 e UFLABIO 35.1.1) foram
cocultivados com os fungos A. carbonarius e A. niger. Para o cocultivo, utilizou-
se uma suspensdo de células bacterianas padronizada segundo a curva de
crescimento de ambas as bactérias e uma aliquota foi espalhada, com swab, em
placa de Petri contendo o meio a base de uva. Foi feita também uma suspenséo
de esporos de cada isolado fingico, padronizada a 10’ esporos/mL, com
contagem em camara de Neubauer.

Pipetaram-se 10 pL da suspensdo de esporos no centro de cada placa,
logo apds a inoculagdo com a bactéria. Foi realizado o controle inoculando-se a
suspensdo de esporos sem o indculo bacteriano. O experimento foi feito em
triplicata. As placas foram incubadas por 10 dias e, em seguida, os didmetros das

coldnias foram medidos diariamente, utilizando-se um paquimetro.

3.6 Medidas de crescimento

O diametro das col6nias fungicas foi medido diariamente, durante os dez
dias de incubacdo, das trés repeticfes de cada tratamento, utilizando-se

paquimetro eletrénico.

3.7 Avaliagdo da producéo de ocratoxina A

A produgdo de ocratoxina A pelos fungos, em cocultivo e em
crescimento isolado, foi quantificada pela técnica de HPLC.

O método de Bragulat, Abarca e Cabafies (2001) foi modificado e
utilizado para a extragdo da ocratoxina A do meio de cultura. O procedimento é

descrito a seguir.
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a) trés plugs de agar com o fungo (didmetro igual a 7 mm) foram
removidos em trés pontos da colonia (em um ponto central, mediano
e na extremidade da colénia), no dltimo dia de incubacdo. Este
procedimento foi realizado em duplicata;

b) os fragmentos tiveram seus pesos anotados e foram transferidos para
tubos de ensaio previamente identificados;

¢) a cada tubo de ensaio contendo os plugs, foi adicionado 1 ml de
metanol;

d) estes tubos foram homogeneizados por 5 segundos e incubados, a 25
°C, por 60 minutos;

e) os extratos foram filtrados em unidades filtrantes de PTFE (0,22
pm) e, entdo, analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC).

O equipamento utilizado foi um cromatografo liquido de alta eficiéncia
HPLC Shimadzu, equipado com duas bombas de alta presséo modelo SPD-
M20A, degaseificador modelo DGU 20A;, interface modelo CBM-20A, injetor
automatico modelo SIL-10AF e detector de fluorescéncia RF-10 Ax.. A coluna
usada foi a Agilent-Zorbax Eclipse XDB-C18 (4,6 x 250 mm, 5 um) conectada a
uma pre-coluna Agilent-Zorbax Eclipse XDB-C18 4-Pack (4,6 x 12,5 mm, 5
pum).

Foram seguidas as condigdes cromatogréficas de comprimentos de onda:
excitagdo de 332 nm e emissdo de 476 nm. O fluxo utilizado em toda a analise
foi de 0,8 mL min™ e o volume injetado das amostras e do padréo foi de 20 L.
A eluicdo foi realizada em sistema isocratico de 35:35:29:1
(metanol:acetonitrila:dgua:acido acético). O tempo de retengdo médio obtido
para OTA foi de 11+0,1 minutos. A quantificagdo da OTA nas amostras foi

realizada por meio da construcdo de uma curva analitica obtida por regressao
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linear (y = 1,11756 x 10'x — 2592,1485, em que y = &rea do pico e X =
concentragdo de OTA), correlacionando a area do pico versus a concentracdo da
respectiva solucdo padréo, tendo o coeficiente de determinacio (r?) obtido sido
de 0,9999. Os limites de detec¢do (LD) e quantificacdo (LQ) foram estimados
por meio dos parametros obtidos para a curva analitica construida, sendo
calculados pelas respectivas relagdes matematicas: LD = 3DP/m e LQ = 10DP/m
(em que DP = estimativa do desvio padrdo da linha de regressdo e m =
coeficiente angular da linha de calibracdo) (HARRIS, 2008). Para estes, foram
encontrados os valores de 0,0004 ¢ 0,0016 ng/g, respectivamente. Todas as
amostras foram analisadas em duplicata, enquanto as solugdes padrdo de OTA

foram injetadas em triplicata.
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4 RESULTADO E DISCUSSAO

4.1 Atividade ocratoxigénica e crescimento de Aspergillus carbonarius na

presenca de dois isolados bacterianos

O delineamento composto central rotacional (DCCR), utilizado com o
objetivo de avaliar o efeito das condi¢BGes de cultivo (temperatura, pH e a,)
sobre o crescimento de A. carbonarius (ap0s seis dias de incubacéo) e producéo
de ocratoxina A (apds dez dias de incubacdo), na auséncia e na presenca de
bactérias, esta representado na Tabela 5.
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Tabela 5 Matriz do delineamento e respostas de crescimento (didmetro da
colbnia, em milimetros) de A. carbonarius na auséncia das bactérias
(Cy), em cocultivo com a bactéria UFLABIO 05.1 (C,) e em cocultivo
com a bactéria UFLABIO 35.1.1 (C3) e respostas de producgdo de
OTA (em pg/g) por Aspergillus carbonarius na auséncia das bactérias
(OTA,), em cocultivo com a bactéria UFLABIO 05.1 (OTA;) e em
cocultivo com a bactéria UFLABIO 35.1.1 (OTAj3)
ENSAIOS C; C, C; OTA; OTA, OTA;

1(a,=0,99 pH=535 T°C=27,5) 88,33 57,67 6,67 1262 282 <LQ

2 (a,=0,96 pH=535 T°C=27,5) 89,67 7933 18 032 044 014

3 (ay=0,96 pH=5,35 T°C=27,5) 89,67 89,33 1533 0,18 0,30 0,24

4(a,=0,96 pH=535 T°C=275) 90 89 1667 036 036 0,14

5 (a,=0,96 pH=6,78 T°C=27,5) 90 83,33 17,33 0,56 0,65 0,32

6 (a,=0,96 pH=3,92 T°C=27,5) 73,33 90 72 0,18 0,09 11

7 (a,=0,91 pH=5,35 T°C=27,5) 733 0 0 001l <LQ <LOQ
8 (a,=0,93 pH=6,2 T°C=15) 12 0 0 0007 <LQ <LQ
9 (a,=0,93 pH=4,5 T°C=15) 833 0 0 002 <LQ <LQ
10 (a,=0,99 pH=6,2 T°C=15) 30,33 11,33 14,67 032 001 001
11 (,=0,99 pH=4,5 T°C=15) 22 14 28 1329 027 421
12 (a,=0,99 pH=4,5 T°C=40) 8 0 0 008 <LQ <LOQ
13 (a,=0,99 pH=6,2 T°C=40) 8 0 0 0003 <LQ <LOQ
14 (a,=0,93 pH=4,5 T°C=40) 767 0 0 0008 <LQ <LOQ
15 (a,=0,93 pH=6,2 T°C=40) 733 0 0 0004 <LQ <LOQ
16 (a,=0,96 pH=5,35 T°C=6,5) 0 0 0 <LQ <LQ <LO
17 (a,=0,96 pH=5,35 T°C=48) 0 0 0 <LQ <LQ <LO

Por meio dos resultados experimentais obtidos, foi possivel determinar
os coeficientes de regressdo e ajustar um modelo quadratico que relaciona o
crescimento de A. carbonarius com os parametros estudados. Para todos os
casos, um modelo quadratico foi o que melhor descreveu a relacdo entre as

condi¢des de cultivo e a varidvel resposta. Na Tabela 6 mostram-se os modelos
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obtidos e os coeficientes de determinacio (R®) para a variavel resposta

crescimento.

Tabela 6 Modelos preditos para o crescimento de A. carbonarius na auséncia das
bactérias (C;), em cocultivo com UFLABIO 05.1 (C,) e em cocultivo
com UFLABIO 35.1.1 (C,)

Tratamentos Modelo predito R2

C, C, = -206,92 +59,05T +16,18pH +206,81a,, -10,03T.pH - 0,945
25,65T. a,+4,46pH. a,-298,95T2 -62,84pH? -206,13a,,”

C, C, = -5,8 +1,21T +0,3pH +5,84a,, +0,05T.pH -0,5T.a, - 0,930
0,05pH.a,, -6,75T* -0,86pH? -5,82a,,”

Cs Cy = -12,46 +8,66T -2,75pH +12,65a, +2,49T.pH - 0,737
7,97T.a, -2,49pH.a,, -13,75T% +15,12pH? -12,11a,°

A partir destes modelos quadraticos foram construidas as curvas de
contorno para a visualizagdo das condigdes que mais favorecem o crescimento
de A. carbonarius, além da determinacdo das condi¢fes que favorecem a
atividade antag6nica das bactérias testadas.

O diagrama de Pareto constante na Figura 3A foi utilizado para avaliar a
significancia e o tipo dos efeitos (sinérgico ou antagbnico) sobre o crescimento
de A. carbonarius na auséncia das bactérias, ou seja, no tratamento controle. De
acordo com o diagrama referido, os efeitos de todas as variaveis, e também de
suas interagdes, foram significativos (p>0,05) sobre o crescimento de
A.carbonarius. Segundo o digrama de Pareto (Figura 3A), 0 maior crescimento
de A. carbonarius, provavelmente, se da em niveis superiores de a,, e de pH e

em menores temperaturas avaliadas. Segundo as informagdes apresentadas nas
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curvas de contorno (Figura 3A), o crescimento maximo de A. carbonarius na
auséncia das bactérias estda entre 82-87 mm e, para se obter esse maior
crescimento, é necessario que a temperatura esteja entre 15 e 40 °C, associada a
uma a,, entre 0,94 e 0,99. Nestas condicBes 6timas, em uma ampla faixa de pH
(4,5 e 6,5), observou-se o crescimento maximo.

A presenca da bactéria UFLABIO 05.1 fez com que apenas a variacdo
da a,, tivesse efeito significativo sobre o crescimento de A. carbonarius (Figura
3B). A curva de contorno que ilustra a interacdo entre a temperatura e a a,
demonstra que a temperatura foi a variavel que mais influenciou no efeito da a,
sobre o crescimento fungico, reduzindo seu didmetro maximo a 74 mm, em
condigdes ajustadas entre 20 e 35 °C, se a, estiver entre 0,94 e 0,98. Ainda na
Figura 3B, observando-se a curva de contorno que descreve a interacdo entre o
pH e a temperatura, nota-se o didmetro maximo reduzido do fungo (49,7 mm)
em condi¢cfes de 15 e 30 °C, quando o pH encontra-se ajustado em 4. Ao
contrario do efeito de interacdo entre pH e a,, em que o fungo alcangou valores
maximos de crescimento superiores (81 mm) em ampla faixa de pH (4,5-6)
guando a,, encontra-se ajustada entre 0,95 e 0,97. Embora estas intera¢fes ndo
tenham sido consideradas significativas, segundo o diagrama de Pareto da
Figura 3B.

De modo diverso, na presenca da bactéria UFLABIO 35.1.1, todos os
fatores tiveram, de forma isolada, efeito significativo sobre o crescimento de A.
carbonarius e somente a interacdo entre temperatura e a, teve efeito
significativo (Figura 3C). O crescimento maximo de A. carbonarius em
cocultivo com UFLABIO 35.1.1 foi ainda mais reduzido, atingindo apenas 13,4
mm, estando limitado a valores de temperatura entre 15 e 35 °C, a,, entre 0,94 e
0,99 e ampla faixa de pH (4,5-6).
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Figura 3 Diagrama de Pareto e curvas de contorno com os efeitos da temperatura
(X1), pH (X2), atividade de agua (X3) e de suas interacbes sobre o
crescimento de A. carbonarius na auséncia das bactérias (A), na
presenca de UFLABIO 05.1 (B) e na presenca de UFLABIO 35.1.1 (C)

A porcentagem de variancia explicada (R? pelos modelos foi

satisfatoria, entretanto, apenas para as respostas do crescimento de A.

carbonarius. Para as respostas de producdo de OTA, a variancia explicada (R?)
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no DCCR alcancou valores inferiores a 0,7, demonstrando que este modelo nédo
explica a variagdo na produgdo de OTA por A. carbonarius, nas condigOes
estudadas. Portanto, para avaliar esta varidvel resposta, foi realizado o
delineamento central composto (DCC), com a retirada dos pontos axiais. Na
Tabela 7 mostram-se as variaveis reais e codificadas, bem como o0s seus

respectivos niveis.

Tabela 7 Variaveis experimentais com valores reais e codificados

Variaveis -1 0 +1
Temperatura X1 15 27,5 40
pH X2 6,2 5,35 4,5
Ay X3 0,93 0,96 0,99

A matriz do delineamento com 0s ensaios e as repostas da variavel

producdo de OTA é apresentada na Tabela 8.
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Tabela 8 Matriz do delineamento e respostas de producéo de OTA (em pg/g) por
Aspergillus carbonarius na auséncia das bactérias (OTA;), em
cocultivo com a bactéria UFLABIO 05.1 (OTA,) e em cocultivo com a
bactéria UFLABIO 35.1.1 (OTAy)

ENSAIOS OTA; OTA, OTA;
1 (a,=0,96 pH=5,35 T°C=27 5) 0,32 0,44 0,14
2 (a,=0,96 pH=5,35 T°C=27,5) 0,18 0,30 0,24
3 (a,=0,96 pH=5,35 T°C=27,5) 0,36 0,36 0,14
4 (a,=0,93 pH=6,2 T°C=15) 0,007 <LQ <LQ
5 (a,=0,93 pH=4,5 T°C=15) 0,02 <LQ <LQ
6 (a,=0,99 pH=6,2 T°C=15) 0,32 0,01 0,01
7 (a,=0,99 pH=4,5 T°C=15) 13,29 0,27 4,21
8 (a,=0,99 pH=4,5 T°C=40) 0,08 <LQ <LQ
9 (a,=0,99 pH=6,2 T°C=40) 0,003 <LQ <LQ
10 (a,=0,93 pH=4,5 T°C=40) 0,008 <LQ <LQ
11 (a,=0,93 pH=6,2 T°C=40) 0,004 <LQ <LQ

Por meio dos resultados experimentais obtidos foi possivel determinar
os coeficientes de regressdo e ajustar um modelo de interacdo que relaciona a
producdo de OTA por A. carbonarius com 0s parametros estudados. Para o
tratamento controle e para o cocultivo de A. carbonarius com UFLABIO 35.1.1,
0 modelo de interacdo foi 0 que melhor descreveu a relacdo entre as condicdes
de cultivo e a produgdo de OTA. No entanto, nenhum modelo conseguiu
correlacionar a variacao dos pardmetros avaliados (temperatura, pH e a,;) com a
producdo de OTA por A. carbonarius em cocultivo com UFLABIO 05.1. Na
Tabela 9 mostram-se os modelos obtidos e os coeficientes de determinagéo (R?),

para a variavel resposta producéo de OTA.
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Tabela 9 Modelos preditos para a produgdo de OTA por A. carbonarius na
auséncia das bactérias (OTA;), em cocultivo com UFLABIO 05.1
(OTA,) e em cocultivo com UFLABIO 35.1.1 (OTA,)

Tratamentos Modelo predito R2

OTA, OTA; = -8,74 +527T +596pH 9,46a, +6,55T.pH - 0,808
6,88T. a,, -6,63pH.a,

OTA; OTA; = -4,28 -2,51T +2,95pH +4,64a, +3,29T.pH - 0,714
3,31T.a, -3,29pH.a,

Segundo o diagrama de Pareto (Figura 4A), os efeitos de todas as
variaveis e de suas interagGes foram significativos sobre a produgdo de OTA por
A. carbonarius na auséncia das bactérias (tratamento controle), sendo que a,
cujo efeito foi positivo, teve maior influéncia. A producdo maxima de OTA
nesta condicdo variou entre 4,8 e 8,0 ug/g. Segundo, ainda, as curvas de
contorno, este fungo deve produzir essa quantidade maxima de OTA quando a
temperatura encontrar-se ajustada em 15 °C e com aw de 0,99 e pH igual a 4,5,

na auséncia das bactérias.
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Figura 4 Diagrama de Pareto e curvas de contorno com os efeitos da temperatura
(X1), pH (X2), ay (X3) e de suas interagdes sobre a producdo de OTA
por A. carbonarius na auséncia das bactérias (A) e na presenca de
UFLABIO 35.1.1 (B)

Em cocultivo com a bactéria UFLABIO 35.1.1, os efeitos de todas as
variaveis e de suas interacGes sobre a producdo de OTA por A. carbonarius

continuaram significativos, embora com menos intensidade (Figura 4B). A
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producdo maxima de OTA variou de 1,88 a 3,2 ug/g, ou seja, muito menor em
comparagdo com o controle, embora as condigdes Gtimas para isso tenham sido
mantidas (temperatura de 15 °C, aw de 0,99 e pH igual a 4,5), de acordo com as
curvas de contorno apresentadas.

As pesquisas avaliando potenciais agentes de biocontrole frente a
Aspergillus carbonarius e outros fungos ocratoxigénicos sdo frequentemente
voltadas para a avaliacdo de leveduras. Outro ponto importante é que grande
parte destes estudos avalia apenas o efeito da temperatura, a atividade de &gua e
o0 tempo de incubacéo, desconsiderando o possivel efeito do pH.

Dois isolados de Kluyveromyces thermotolerans foram avaliados em sua
capacidade de evitar o crescimento e a acumulacdo de ocratoxina A de fungos
ocratoxigénicos, in vitro e in situ. Ambos os isolados da levedura foram capazes
de controlar o crescimento de Aspergillus carbonarius e espécies de Aspergillus
niger agregado, e acumulagdo de OTA. Além disso, os efeitos inibitdrios foram
dependentes das espécies ocratoxigénicas, dos isolados de leveduras, da
atividade de agua e da temperatura avaliadas e suas interacdes. Em todas as
condigdes avaliadas, a acumulacdo de OTA foi reduzida de 3% a 100% e a taxa
de crescimento reduzida de 11% a 82,5%, dependendo das condigdes
(PONSONE et al., 2011). No presente trabalho, a capacidade de inibicdo do
crescimento de Aspergillus carbonarius também variou entre os dois isolados
bacterianos.

Em um trabalho mais recente, avaliou-se a influéncia da temperatura e
da umidade relativa sobre a atividade de trés agentes microbianos de biocontrole
— Metschnikowia pulcherrima LS16, Aureobasidium pullulans LS30 e AU34-2 —
contra a infecgdo de bagas de uvas viniferas e acumulagdo de ocratoxina A por
Aspergillus carbonarius. Além disso, foi testada a infeccdo de A. carbonarius
em bagas com a casca danificada (artificialmente) e ndo danificada, resultando

em uma infecgdo muito maior nas primeiras. As bagas entdo danificadas, pré-
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tratadas com os agentes de biocontrole, foram inoculadas com A. carbonarius e
submetidas, por 5 dias, a dois niveis de umidade relativa (60% e 100%) e trés
diferentes temperaturas (20, 25 e 30 °C). Os trés agentes de biocontrole foram
capazes de prevenir infeccbes a 20 °C, com umidade relativa de 60%.
Entretanto, nas outras diversas condi¢es, houve muita variacdo de cada isolado
em sua capacidade de inibicdo do Aspergillus carbonarius. Os pesquisadores
concluiram que é muito importante conhecer as condigdes mais favoraveis e
desfavoraveis a atividade antagbnica desses microrganismos frente ao fungo em
estudo (CURTIS et al., 2012).

4.2 Atividade ocratoxigénica e crescimento de Aspergillus niger na presenca
de dois isolados bacterianos

O delineamento composto central rotacional (DCCR) foi utilizado com o
objetivo de avaliar o efeito da variagdo das condigdes de cultivo (temperatura,
pH e a,) sobre o crescimento de A. niger e produgéo de ocratoxina A (OTA), na
auséncia e na presenca de bactérias. Na Tabela 5 apresentam-se a matriz do
delineamento e as respostas obtidas (crescimento da colénia apds os dez dias de
incubacéo e producdo de OTA, em pg/g por A. niger) na auséncia e na presencga
das bactérias UFLABIO 05.1 e UFLABIO 35.1.1.
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Tabela 5 Matriz do delineamento e respostas de crescimento (didmetro da
coldnia, em milimetros) de Aspergillus niger na auséncia das
bactérias (C;), em cocultivo com a bactéria UFLABIO 05.1 (C,) e em
cocultivo com a bactéria UFLABIO 35.1.1 (Cj) e respostas de
producdo de OTA (em pg/g) por Aspergillus niger na auséncia das
bactérias (OTA;), em cocultivo com a bactéria UFLABIO 05.1
(OTA,) e em cocultivo com a bactéria UFLABIO 35.1.1 (OTA,)

ENSAIOS C. C, C; OTA, OTA, OTA,
1(a,=0,99 pH=535 T°C=275) 87 757 833 12,6 268 056
2 (a,=0,96 pH=5,35 T°C=27,5) 90 89,7 32,7 439 311 0,16
3 (a,=0,96 pH=535T°C=275) 89 84 267 50 406 0,66
4 (a,=0,96 pH=535 T°C=27,5) 89,3 84,3 26,7 457 348 0,12
5(a,=0,96 pH=6,78 T°C=27,5) 90 81 31 342 291 0,18
6 (a,=0,96 pH=3,92 T°C=27,5) 753 90 89,7 055 264 1,18
7 (2,=0,91 pH=5,35 T°C=275) 7,67 0 0 0002 <LQ <LQ
8 (2,=0,93 pH=6,2 T°C=15) 833 0 0 0008 <LQ <LQ
9 (a,=0,93 pH=4,5 T°C=15) 867 0 0 0007 <LQ <LQ
10 (,=0,99 pH=6,2 T°C=15) 197 163 10 182 0,006 0,02
11 (,=0,99 pH=4,5 T°C=15) 187 123 24 81 58 6,6
12 (a,=0,99 pH=4,5 T°C=40) 167 33,3 223 003 004 0,02
13 (a,=0,99 pH=6,2 T°C=40) 17,33 32 0 004 003 002
14 (a,=0,93 pH=4,5 T°C=40) 7 0 6 001 <LQ 0,01
15 (a,=0,93 pH=6,2 T°C=40) 8 0 0 0007 <LQ <LQ
16 (a,=0,96 pH=5,35 T°C=6,5) 0 0 0 <LQ <LQ <LO
17 (a,=0,96 pH=5,35 T°C=48) 0 0 0 <LQ <LQ <LO

Por meio dos resultados experimentais obtidos, foi possivel determinar

os coeficientes de regressdo e ajustar um modelo quadratico que relaciona o

crescimento e a producdo de OTA por A. niger com 0s parametros estudados.

Para todos os casos, um modelo quadratico foi o que melhor descreveu a relagdo

entre as condigdes de cultivo e as varidveis resposta. Na Tabela 6 mostram-se 0s
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modelos obtidos e os coeficientes de determinacéo (R?) para a variavel resposta

crescimento.

Tabela 6 Modelos preditos para o crescimento de A. niger na auséncia das
bactérias (C;), em cocultivo com UFLABIO 05.1 (C,) e em cocultivo
com UFLABIO 35.1.1 (C,)

Tratamentos

Modelo predito R2

Cy

C,

Cs

C, = -112 +1952T +41,81pH +1,12a, +9,25T.pH 0,968
+203,09T.a,, +40,85pH.a,, -1,97T% -257,32pH? -1,13a,>

C, = -148,63 +505T +1347pH +149,05a, -7,18T.pH 0,948
+21,46T.a,, -4,48pH.a,, -220,92T2 -28,99pH? -148,59a,,

C; = -3,27 +0,79T +0,66pH +3,22a, -0,9T.pH -0,2T.a, - 0,874
1,64pH.a,, -3,88T7 +2,86pH? -3,05a,,”

A porcentagem de variancia explicada (R?) pelos modelos foi satisfatoria

para todas as respostas do estudo. A partir desses modelos quadréaticos, foram

construidas as curvas de contorno para a visualizagdo das condi¢fes que mais

favorecem o crescimento de A. niger, além da determinacdo das condicdes que

favorecem a atividade antagonica das bactérias testadas.

A. niger, cultivado isoladamente (tratamento controle), sofreu efeito

significativo apenas da a, e do pH sobre o seu crescimento (Figura 5A). De

acordo com a curva de contorno, que relaciona as melhores condicGes de

temperatura e a, para 0 seu crescimento, o diametro maximo alcancado pelo

fungo varia entre 81 e 87 mm, quando a, é ajustada entre 0,94 e 0,99 e a

temperatura esta entre 20 e 35 °C.
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O efeito da variacdo destes parametros (temperatura, pH e a,,) frente ao
cocultivo de A. niger com a bactéria UFLABIO 05.1 também foi avaliado e esta
resumido no diagrama de Pareto da Figura 5B.

De acordo com os dados da Figura 5B, apenas a, teve efeito
significativo sobre o crescimento de A. niger. Apesar de as condicBes Gtimas
para seu crescimento terem sido mantidas (aw entre 0,94 e 0,99 e temperatura
entre 20 e 35 °C), 0 seu crescimento méaximo (76 mm) foi menor em relagdo ao
controle (Figura 5A). Na presenca da bactéria UFLABIO 35.1.1, porém, o efeito
do pH, além da a,, passou a ser significativo sobre o crescimento do fungo
(Figura 5C). Nesta situagdo, porém, o crescimento maximo de A. niger foi de
apenas 66,5 mm, favorecido por baixos valores de pH (entre 3,92 e 4) e altos

valores de a,, (entre 0,95 e 0,99).



45

o005

()

082 09 0% 0% 08 09

T

A

&) U? \

=005 00
Awi)| 923414 AwT)) 13,8267 PHOT)| 10.3111
I :lu ) xma |4 e Py e 508
wa:l E= o) mes e 34021
<|'m]|rm ;-nm]‘mn H'B:|\m
WF - ; : ‘”"j‘ e
m‘}m wao]usu’ﬁ
?n ETITT] 0 2 0
ﬁﬂddEﬁe\bsll Stane d dElIADU\ﬂ\ o

0 15 m ® . B 4 4

B

]
015 AN % D OB 0 B
s 5
N a7
55 {us
142
a5 4y
. 6
0 15 N X N B W b

C

Figura 5 Diagrama de Pareto e curvas de contorno com os efeitos da temperatura
(X1), pH (X2), atividade de agua (X3) e de suas interacBes sobre o
crescimento de A. niger na auséncia das bactérias (A), na presenca de
UFLABIO 05.1 (B) e na presenga de UFLABIO 35.1.1 (C)

Na Tabela 7 apresentam-se 0os mesmos dados para a varidvel resposta

producdo de OTA.
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Tabela 7 Modelos preditos para a producdo de OTA por A. niger na auséncia das
bactérias (OTA;), em cocultivo com UFLABIO 05.1 (OTA;) e em
cocultivo com UFLABIO 35.1.1 (OTAy)

Tratamentos Modelo predito R2

OTA, OTA, = 4,3 +22,85T -4,31pH -5,06a,, -7,99T.pH -20,69T. 0,824
a, +8,01pH.a, -13,85T2 -8,41pH? +5,36a,,

OTA, OTA, = -551 +3,28T +3,37pH +5,14a, +3,28T.pH - 0,769
3,26T.a, -3,26pH.a,, -7,24T2 -1,78pH? -4,69a,

OTA; OTA; = 26,04+74,43T +71,56pH -37,14a, +97,37T.pH - 0,772
97,91T.a,, -97,4pH.a,, +5,73T% +40,76pH? +50,92a,,

A porcentagem de variancia explicada (R2) pelos modelos foi satisfatoria
para todas as respostas do estudo. A partir desses modelos quadraticos, foram
construidas as curvas de contorno para a visualizagdo das condi¢des que mais
favorecem a producdo de OTA por A. niger, além da determinacdo das
condicBes que favorecem a atividade antagdnica das bactérias testadas.

Quanto a producdo de OTA por A. niger na auséncia das bactérias
(tratamento controle), a, foi a variavel de efeito mais significativo, sendo o
mesmo positivo. O diagrama de Pareto (Figura 6A) evidencia também que o
efeito de todas as outras varidveis e de suas interacdes foi significativo sobre a
producdo de OTA. A, apresentou, ainda, efeito de interacdo antagbnico com a
temperatura e sinérgico com o pH; portanto, os maiores niveis de producdo de
OTA possivelmente ocorrem em niveis mais altos de a, € pH, e em menores
temperaturas. Segundo as curvas de contorno, os niveis mais altos de OTA (10,3
pg/g) sao produzidos por A. niger quando a, Se encontra ajustada em 0,99 e o

pH entre 5,5 e 6,5. Os picos de producdo de OTA por A. niger também tendem a
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ocorrer quando a temperatura encontra-se entre 10 e 25 °C e a,, entre 0,98 e
0,99, ou nesta mesma faixa de temperatura, com pH ajustado entre 6 e 6,5.

Em cocultivo com a bactéria UFLABIO 05.1, apenas a variavel a,, e a
interacdo entre a temperatura e o pH apresentaram efeito significativo sobre a
producdo de OTA por A. niger (Figura 6B). O efeito da varidvel a, sobre a
producdo de OTA foi considerado positivo, assim como o efeito da interacdo da
temperatura com o pH, segundo o diagrama de Pareto da Figura 6A. Portanto, é
possivel que, na presenca desta bactéria, A. niger produza altos niveis de OTA
guando o pH e a temperatura sdo reduzidos e a,, € elevada. Conforme a Figura
6A, a produgdo maxima de OTA na presenca de UFLABIO 05.1 tende a ser bem
menor (3.41 pg/g) do que na sua auséncia e encontra condi¢Ges 6timas em um
intervalo de temperatura entre 10 e 30 °C, com pH ajustado entre 55 e 4. E
importante notar também que, na presenca desta bactéria, os niveis mais altos de
OTA tendem a ser produzidos em niveis de pH mais baixos, ao contrario do
tratamento controle.

De forma diversa a situacdo anterior, na presenca da bactéria UFLABIO
35.1.1, os efeitos de todas as variaveis e de suas interagcGes foram fortemente
significativos sobre a producdo de OTA por A. niger (Figura 6C). Isoladamente,
a variavel cujo efeito foi mais significativo foi o pH, mas a interacdo entre
temperatura e a,, teve efeito mais significativo. Considerando que os efeitos do
pH e de sua interagdo com a,, foram negativos, supde-se que a redugdo do pH e o
aumento da a,, resultam em niveis mais altos de OTA. Observando-se a Figura
13D, esta tendéncia é confirmada e a produgdo maxima de OTA (4,08 ug/g),
embora bem mais reduzida do que o controle, tende a ocorrer quando o pH é
ajustado em 4 e a a,, encontra-se entre 0,98 e 0,99.

Além disso, o diagrama de Pareto (Figura 6C) demonstra que a interacao
entre temperatura e a,, teve efeito negativo sobre a producdo de OTA, portanto, a

producdo de OTA por A. niger na presenca UFLABIO 35.1.1 também deve ser
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mais alta quando se reduz a temperatura e se eleva a a,,. Tendéncia confirmada
nas curvas de contorno (Figura 6C), em que a produgdo de OTA alcanca niveis
maximos (3,19 pug/g) em temperaturas abaixo de 15 °C e a,, ajustada entre 0,98 e
0,99. Picos de producéo de OTA (3,8 ug/g) por A. niger na presenga da bactéria
UFLABIO 35.1.1 também sdo observados em baixas temperaturas (abaixo de 15

°C) e com pH ajustado em 4.
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Figura 6 Diagrama de Pareto e curvas de contorno com efeito da temperatura
(X1), pH (X2), atividade de agua (X3) e suas interagBes sobre a
producdo de OTA por A. niger na auséncia das bactérias (A), na
presenca da bactéria UFLABIO 05.1 (B) e na presenca da bactéria
UFLABIO 35.1.1 (C)
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E possivel verificar, também, que esta bactéria restringiu a producéo de
OTA por A. niger a valores de pH e temperatura muito mais baixos do que a

producéo da micotoxina na sua auséncia. Pode-se supor, portanto, que o pH e a
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temperatura foram os fatores mais significativos sobre a atividade antagbnica
desta bactéria, tendo os valores mais altos de pH e de temperatura favorecido sua
acdo antagonica frente a producdo de OTA por A. niger.

Pesquisas avaliando potenciais agentes de biocontrole frente a
Aspergillus niger e outros fungos ocratoxigénicos sdo frequentemente voltadas
para a avaliacdo de leveduras. Outro ponto importante é que grande parte desses
estudos ndo avalia o possivel efeito do pH.

Pesquisadores do Egito e da Arabia Saudita avaliaram a capacidade de
acdo antagdnica de diversos isolados bacterianos (Bacillus pumilus,
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus bugaricus, Lactobacillus plantarum e
isolados de Actinomicetos). O actinomiceto identificado como Streptomyces
noursei teve acdo mais efetiva contra Aspergillus niger. Estes pesquisadores
encontraram, como condi¢Bes Otimas para S. noursei produzir sua substancia
antifungica, crescimento por sete dias em meio de cultura de amido, com pH
igual a 7, a uma temperatura de 30 °C. Esta substancia com ac¢do atinfungica foi
identificada como uma substancia proteica (ALLAM et al., 2012). Interessante
notar que estas condi¢Bes Otimas tendem para um valor de pH e temperatura
mais altos, semelhantes aos do presente estudo.

Em trabalho publicado em 2012, relata-se a eficiéncia de uma estirpe de
Rhodotorulaglutinis e de um isolado Streptomyces aureofaciens na inibigdo do
crescimento de Aspergillus niger ocratoxigénico. O experimento foi conduzido
em campo, entre 2011 e 2012. As uvas receberam um spray de
Rhodotorulaglutinis e Streptomyces aureofaciens. Rhodotorulaglutinis inibiu
completamente a producdo de ocratoxina A por Aspergillus niger nas uvas, por
um periodo de estocagem de 40 dias (HAGGAG; ABDALL, 2012).
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5 CONCLUSOES

Ambos os isolados bacterianos, UFLABIO 05.1 e UFLABIO 35.1.1,
foram capazes, em determinadas condicBes fisico-quimicas, de inibir o
crescimento de Aspergillus carbonarius e de Aspergillus niger e reduzir sua
producdo de ocratoxina A in vitro.

Segundo o DCCR, o pH foi o fator mais significativo sobre a atividade
antagbnica de UFLABIO 35.1.1 frente ao crescimento de A. carbonarius e de A.
niger, tendo os valores mais altos de pH favorecido sua acdo frente ao
crescimento do fungo. No entanto, é preciso avaliar a possibilidade de
modificacdo do pH do meio de cultura por agdo da bactéria.

Quanto a producdo de OTA por A. niger, o DCCR demonstrou que a
temperatura e o pH foram os fatores de efeito mais significativo sobre a
atividade antagonica de UFLABIO 35.1.1, tendo os valores mais altos de

temperatura e pH favorecido sua acéo frente a producgdo de OTA.
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