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RESUMO

Produtos agricolas, com expressdo para a econamsdleira, como
frutos, grdos de café, uvas, dentre outros podensasgaminados por fungos
filamentosos produtores de Ocratoxina A (OTA) desddavoura até o
armazenamento. Essa micotoxina é considerada usmaala prejudiciais para a
salde humana devido a sua toxicidade. O uso exoefsifungicidas e 0s riscos
a salde humana tém levado a pesquisas sobre faiteasativas como o
controle bioldgico. Neste contexto, objetivou-saler o potencial antagbnico
de 32 cepas de leveduras pertencentes aos gébebasyomycesPichia e
Saccharomycesisoladas de frutos do café e do cacau, em cocuttivm
Aspergillus ochraceus A. carbonarius As leveduras foram inoculadas {0
10" células/mL) com trés isolados de fungos filamergpgo carbonarius
(isolado 2 e 8CSP3-25), isolados da uva echraceugSCM 1.9), isolado do
café (10 esporos/mL). Realizou-se avaliacdo do crescimentoelial e
contagem de esporos, ambos em meio MEA, e prodie&T A, meios CYA e
YES, em 0,98, 0,96 e 0,94 dg através da Cromatografia de Camada Delgada
(CCD), sendo todas os fatores avaliados apés 7ddiascubacdo a 28 °C. As
leveduras em ambas as concentracde’se(10 células/mL) apresentaram maior
efeito inibitorio (53% em relagdo ao controle) descimento micelial para o
isolado de A.ochraceus Em relacdo a producdo de espordspergillus
carbonarius 2 apresentou 38% de producdo de esporos superamdgu
comparado com o isoladA. carbonarius8CSP 3-25. Leveduras do género
Pichia apresentaram maior efeito inibitorio na producaesigoros. Em relacéo
a inibicdo da producdo da OTADebaryomyces hanseniJFLA CF693
coincidiu entre os trés isolados Aspergillus Sendo que a maior inibicdo da
producdo de OTA ocorreu nos meios com 0,94, d€ancluiu-se que leveduras
em cocultivo com fungos filamentosos sdo capaze#ithr o crescimento
micelial, producdo de esporos e de OTA, e assireng@lmente diminuir a
disseminacdo destes fungos no processamento dgququaipo de produto
agricola e consequentemente a contaminagédo dosnatimcom micotoxinas,
como a Ocratoxina A.

Palavras-chave: Biocontrole. Fungos toxigénicostatogina A. Aspergillus
Pichia. Debaryomyces.



ABSTRACT

Agricultural products such as coffee fruit and tseagrapes among
others which are important for Brazilian economyynig@ contaminated by
filamentous fungi producing ochratoxin A (OTA) fratime field to storage. This
mycotoxin is considered to be one of the most halrtaf human health due to
its toxicity. The excessive application of fundies and the hazards to human
health has led to researches into alternativesd@unsh as biological control. In
this context, we aimed to evaluate the antagongsitential of 32 yeast strains
belonging to the genef2ebaryomycesPichia andSaccharomyceisolated from
coffee and cocoa fruit, co-cultivated witAspergillus ochraceusand A.
carbonarius Yeasts were inoculated (18nd 10 cell/mL) with three isolates of
filamentous fungiA. carbonarius(isolated 2 and 8CSP3-25) from grape And
ochraceus(SCM 1.9) from coffee (10 spores/mL). The mycelial growth
evaluation and spores scoring both in MEA mediund ®TA production in
CYA and YES media at 0.98, 0.96 and 0.9¢ veas performed by Layer
Chromatography (LTC) and all factors evaluatedraftalays of incubation at
28°C. Yeasts in both concentrations*(add 10 cel/mL) have shown higher
inhibitory effect to mycelial growth (53% in comjmon to control) forA.
ochraceussolate. As for spore productioAspergillus carbonariu® had 38%
higher spore production in comparison wikhcarbonarius8CSP 3-25. Yeasts
belonging to the genuPichia have screened a higher inhibitory effect on
sporulation. Regarding inhibition of OTA productjddebaryomyces hansenii
UFLA CF693, were in agreement with the three isdaifAspergillusand the
highest inhibition of OTA production took placethé 0.94 g media. Therefore,
it was possible to conclude that yeasts co-cukidatith filamentous fungi are
able to inhibit mycelial growth, sporulation and ®production. Thus, they are
able to decrease the spread of these fungi duniygaagricultural products
processing and thereafter food contamination witlycatoxin such as
Ochratoxin A.

Keywords: Biocontrol. Toxigenci fungi. Ochratoxih. Aspergillus Pichia.
Debaryomyces.
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1 INTRODUCAO

No Brasil a biodiversidade existente ainda é paumthecida e utilizada
em relacdo aos animais e as plantas, e em menotidadge ainda quando se
considera 0os microrganismos. Alguns microrganise@ms estudados por serem
capazes de inibir o desenvolvimento e a producadormas por fungos
filamentosos frequentemente isolados de produtoedas, especialmente os
alimentos.

O Brasil possui microrganismos com ampla poterdaak de aplicacéo
biotecnoldgica nas areas, principalmente, da inidlstda agricultura. Mas por
apresentar um clima tropical amido, contém assitoréds ambientais que séo
favoraveis para o crescimento de fungos produeasicotoxinas, substancias
téxicas, sendo um dos fatores que acarretam posjuEnto sociais quanto
econdmicos, devido a contaminacgéo de alimentosgs®s fungos indesejaveis.

Essa contaminacdo dos alimentos, por esses fungosayp potenciais
produtores de toxinas, pode acontecer em varigagtaesde quando a planta
ainda se encontra no campo, como também antesaamdheita. Outras etapas
muito susceptiveis sdo durante o transporte e azamamento destes alimentos
e dos seus produtos derivados. Isso ja ocorre Egéea cultura do café, que
consiste num dos alimentos que o Brasil mais predambém exporta.

Essas substancias toxicas ja foram encontradasaeterdzadas como
metabdlitos produzidos em contaminacdes naturaigr@ies, como no café, e
presentes também em frutas, como nas bagas deailé#asgle estar presente em
outros alimentos, como nos cereais.

Algumas das espécies toxigénicas que foram isoledasereais, no
Brasil, encontram-se dentro do génémpergillus Sendo que algumas dessas
espécies sdo conhecidas por produzir substancsiaadptais comdspergillus

flavus e Aspergillus parasiticusprodutores de aflatoxinas de Ocratoxina A



18

(OTA), tendo como principal produtor Aspergillus ochraceusAs espécies
Aspergillus nigere o Aspergillus carbonariugoram consideradas importantes
por apresentarem producdo de toxinas nas regiop&ias e subtropicais.
Aspergillus carbonariusé considerada a maior fonte de OTA para uva,
derivados da uva e vinho, em funcédo dos niveisadestina produzidos e do
ndmero de isolados ocratoxigénicos.

Estudos sobre a microbiologia dos grdos de cafénméstrado que os
géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium sédo considerados fungos
toxigénicos, contaminantes naturais de café e gs&entes desde o campo até
o local onde sdo armazenados. Sabe-se que os g@apargillluse Penicillium
estdo entre os de maior importancia na economialiasendo esses utilizados
para a obtencado de alimentos, enzimas, acidosioogam antibidticos.

Devido as suas propriedades hepatdxica, nefrotbx@ainogénica e
imunossupressiva para animais, e possivelmente, l[pananos, varios paises
tém elaborado legislagbes que determinam a comg@ar maxima de
Ocratoxina A em produtos agricolas e derivadosesEdimites tém por
finalidade assegurar a integridade da salde dalgm@m destes paises, ndo
expondo assim os consumidores aos efeitos toxamasados pela Ocratoxina A.

A presenca de fungos do génerAspergillus € comum e
consequentemente hi contaminacdo dos grdos ddadeusa até o consumo
final. Entdo a decisdo mais sensata parece senxionmdle controle sobre os
fatores que favorecem o desenvolvimento dessesosungpmo temperatura,
umidade e pH. Entretanto, as condi¢cdes climatieas sempre permitem um
controle eficiente. Uma das ferramentas que podeitémizar ou até mesmo
acabar com a contaminagéo seria realizar o coriiiolégico.

Assim, este trabalho foi realizado com o objetieoagtaliar se algumas

leveduras isoladas de frutos do café e do cacaanseapazes de controlar o
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crescimento, esporulacdo e producdo de toxina dgofu filamentosos do

génercAspergillusque podem contaminar diversos produtos agricolas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Produtos alimenticios que sao contaminados por fuog

O crescimento fungico e a producéo de micotoxidasdependentes de
uma série de fatores, dentre eles podem se destaogperatura, umidade,
tempo para o crescimento fungico, composicao dstmitb, lesdes a integridade
dos grdos causados por insetos ou dano mecanmomtbér grau de
contaminagé@o, bem como a interagdo/competicdo estinhagens fungicas.
Todos esses fatores demonstram que o controle mgodu no sentido de
prevencdo, muitas vezes se torna muito dificil di@vis condi¢des climaticas.
Por exemplo, as condicbes climaticas brasileiragperdodo de colheita dos
cereais, em funcdo do regime pluviométrico, ndmrasem a secagem dos
graos, especialmente do milho (MALLMANN et al., 200

Outros pontos relevantes sdo os métodos pelos cuamafé é
processado; pois esses estdo diretamente relaomagukrmitir a ocorréncia de
fungos produtores de micotoxinas, dentre elas at@®dna A (OTA). Batista et
al. (2009) verificaram a existéncia de OTA, nosogréde café que haviam sidos
processados através de diferentes métodos e awaliassim que as fracdes
varricdo e boia contiveram mais elevados niveicatgaminacao por fungos
toxigénicos e OTA, principalmente quando essessgediam secos em terreiro
de terra. Com o estudo realizado foi possivel detnan que a colheita e
também as operacBes de pré-processamento origirhat@s que apresentam
caracteristicas e riscos diferentes de exposicésta contaminacdo. O maior
risco de exposicdo a contaminacdo do café foi temaado pelo contato do
fruto com o solo, constituido pelo café de varrigdpor manejo pés-colheita

inadequado, durante a secagem em terreiro de terra.
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A diversidade microbiana presente em frutos depedéefatores
ambientais da regido onde esses se encontram condade, temperatura e
populagdo do solo (THOMAS; SOLY, 2009). Os fungosigénicos podem
estar presentes nas varias etapas da producadirdestas: durante o cultivo,
colheita, armazenamento, transporte e processaniéftoé possivel descrever
um Unico conjunto de condi¢cBes que favorecam ccicnesto dos fungos e a
producdo de micotoxinas, porque o0s fungos toxiglnidiferem nas suas
caracteristicas ecoldgicas, bioguimicas e nichadogicos (SERRA, 2005).
Portanto, é dificil generalizar estratégias de rodmt dada a diversidade de
fungos produtores de micotoxinas em diversas @dtuantes e depois da
colheita. Assim, a compreensdo dos fatores relegsama producdo de
micotoxinas por uma determinada espécie de fungmandadacommodity
agricola, permite a definicdo de estratégias panabater o problema. Apesar
dos fenbmenos de contaminacdo pré e pds-colheiemsecologicamente
distintos, a producdo de micotoxinas em alimentofre§uentemente um
processo aditivo iniciado no campo e aumentado ntleiraa colheita e
armazenamento (SERRA, 2005).

Em frutos de café e graos, a diversidade microbikepende do método
de processamento, e também dos fatores climataaggido onde a planta é
cultivada tais como a temperatura, umidade, além padgulacdo de
microrganismos presente no solo (BATISTA et alQ®0

Varias espécies de fungos séo encontradas assoaiagaos e frutos de
café durante o ciclo produtivo e pode, em condigdgecificas, causar perda de
gualidade, produzindo ndo s6 o0 mau cheiro como éamtum sabor
desagradavel. Eles podem, por vezes, produzir dlatab téxicos
(micotoxinas) e, desta maneira, comprometer a aagar do produto final
(CHALFOUN, 2010).



22

Fungos produtores de micotoxinas estao presentesambientes das
lavouras, nas etapas do preparo e do armazenadectafé e dessa maneira a
sua relacdo com a qualidade e a seguranca do prfadialt depende ndo apenas
das condicbes ambientais, como também do manejoculimra e do
processamento pés-colheita (BATISTA et al., 2003).

Pesquisas realizadas demonstraram que em todastapas edo
processamento do café sdo encontrados uma diviesidia microrganismos
como bactérias Gram-negativas (44,5%) e Gram-pasit(46,5%), leveduras
como Pichia (38,9%), Candida (22,3%), Arxula (18,9%) eSaccharomycopsis
(9,7%), e fungos filamentosos como os dos gén&taslosporium(39,7%),
Fusarium (34,2%), Penicillium (28,8%) eAspergillus (2,7%). (SILVA et al.,
2000).

Dentre os fungos que sédo encontrackm® maior frequéncia, em etapas
de processamento do café, estdo presentes os giéladnsporiumFusarium
Penicillium e Aspergillus. Dependendodo local de cultivo, esses fungos
conhecidos como contaminantes naturais do caféenpasbsim estar presentes
desde o0 campo até o momento do armazenameSHovA; BATISTA;
SCHWAN, 2008;SILVA et al., 2000).

Em estudo realizado para analisar a microbiotaeptesdurante o
método semisseco de processamento de café, caetaddiferentes etapas do
beneficiamento, foram encontrados diversos microsgaos. As bactérias
predominantes detectadas durante o processamentafddoram Bacillus
subtilis, Escherichia coli Enterobacter agglomeransBacillus cereuse
Klebsiella pneumonigeja as leveduras dominantes fordichia anomala
Torulaspora delbrueckie Rhodotorula mucilaginosaAlém disso, observou- se
que dentre os isolados de fungos filamentosos @rgémais comum foi o
Aspergillus(VILELA et al., 2010).
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Leveduras comdebaryomyces hansenkKluyveromycesspp., Pichia
anomala Pichia Guilliermondij e Saccharomyces cerevisjaforam testadas
guanto a sua capacidade para limitar o crescimeeatproducédo de micotoxinas
em alimentos como café, uvas, feijdo, cereais, doiene produtos lacteos
(BJORNBERG; SCHNURER, 1993; BLEVE et al.; 2006; LIUSAO, 2009;
MASOUD; KALTOFT, 2006; PASTER et al., 1993; PETER3$ et al., 1998;
PETERSSON; SCHNURER, 1999; PRADO et al., 2011; SOQMBELEWA,
2011; VELMOUROUGANE et al.,, 2011). A maioria dessestudos foram
realizados para avaliar a eficdcia da levedura comoagente de controle
biolégico, mas outros estudos tém-se centrado etimaws efeitos antagdnicos
contraAspergillus ochraceus a producdo da ocratoxina A (OTA) (BLEVE et
al.,, 2006; MASOUD; JAKOBSEN, 2005; MASOUD; KALTOFT2006;
PETERSSON et al., 1998).

Diversas espécies pertencentes aos gémespergilluse Penicillium
produzem a OTA. A sua ocorréncia natural é gerdenerssociada com
alimentos de origem vegetal, principalmente cereaiprodutos derivados,
especiarias, cacau, café, frutos secos, amendoimaeBATTILANI et al.,
2004).

Aspergillus flavuse A. parasiticus produzem aflatoxinas que sao
potentes agentes cancerigenos. Essas espéciesraja fencontradas em
amendoim, milho, algumas nozes e outras oleaginds&xratoxina A é uma
toxina provavelmente carcinogénica, sendo produzjga Penicillium
verrucosumem graos de cereais em climas frios (CASTELLAIgt2802), por
A. carbonariusnas uvas e mostos utilizados em vinhos (SAGE.eg2@02) e
por A. ochraceus por vezes, nos grdos de café (PITT, 200%pergillus
carbonariusdestaca-se como uma das maiores fontes de contgmida OTA

em alimentos como frutas secas, vinho e café (LUNKR al., 2006).
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A Ocratoxina A ocorre em varios produtos alimerdaee bebidas,
incluindo uma variedade de cereais, feijdo, caééyaja, vinho, carne, cacau,
frutas secas, especiarias, nozes, leite, sangperde e de rim e outros tecidos
de origem animal (COUNCIL FOR AGRICULTURAL SCIENCRND
TECHNOLOGY, 2003; WILSON; MUBATANHEMA; JURJEVIC, ZIR). A
contaminacao dos alimentos por micotoxinas é urblenoa mundial. Estima-se
que 25% de todos os produtos agricolas produzidmsmundo sejam
contaminados por micotoxinas (FOOD AND AGRICULTURAL
ORGANIZATION; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2004). Os
principais produtores de OTA nos produtos alimerg&ralimentos para animais
sdo as seguintes espéci@spergillus alliaceus, A. carbonarius, A. ochraceus
A. steynii, A. westerdijkiae, Penicillium nordicueP. verrucosum{(FRISVAD
et al.,, 2006). Estas estdo associadas principadmeorh culturas agricolas na
pré-colheita, ou em situacbes de armazenamentocghdsita. P.nordicum
também é uma espécie produtora de OTA, sendo s@etiominantemente a
partir de certos queijos e carnes fermentadapergillus niger que é uma
espécie muito comum, é menos relevante, ja quei@iedos isolados ndo séo
ocratoxigénicos (SERRA; MENDONCA; VENANCIO, 2006;ITH et al.,
2001).

Ocratoxina A tem sido detectada também em uma graadedade de
produtos agricolas, produtos animais e alimentoscgssados, que sao
consideradoscommodities No entanto, as concentracbes encontradas nos
produtos alimenticios finais sao inferiores aosoatrados em matérias-primas
uma vez que algumas etapas de processamento padgribwir ativamente
para a sua eliminacdo (ABRUNHOSA; PATERSON,; VENARCR010).

Dentre as espécies de fungos constatadas em cafSdeilos,

encontram-se principalmente aqueles que pertenasmg@neroAspergillus,
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Penicillium, Cladosporiume Fusarium (FERREIRA et al., 2011; SILVA;
BATISTA; SCHWAN, 2008).

Sabe-se que diversos fatores podem interferir radidqale do café,
especialmente aqueles relacionados as etapas lpégxale processamento e
secagem. Algumas espécies de fungos podem se assosi grdos de café
durante a pés-colheita, podendo ocasionar altesaipfiesejaveis (FERREIRA
et al., 2011).

Segundo Batista et al. (2009), o maior risco deosigdo do café a
contaminacdo por fungos toxigénicos e ocratoxindoiAcaracterizado pelo
contato do fruto com o solo, constituido pelo adérarricdo e por manejo pés-
colheita inadequado durante a secagem em terreiterich.

Em outro estudo, amostras de café secas em tedeimmento, via
processamento natural, apresentaram sete diferespEries deé\spergillus
dentre elas aA. niger ocorreu em maior percentual (SILVA; BATISTA,
SCHWAN, 2003).

Ferreira et al. (2011) avaliaram a influéncia dderdntes métodos de
processamento em relacdo a incidéncia de fungeenies em grdos de cafés
beneficiados. Os processamentos utilizados e adabs foram via seca
(natural), seco em terreiro de terra, seco emiterte cimento e via Umida
(despolpado). Nesse trabalho, os géneros mais eados foramAspergillus
Penicillium e Fusarium sendo que o génerAspergillus foi o de maior
incidéncia, no qual foram identificadas oito espgohspergillus ochraceys.
niger, A. flavus A. foetidus A. tubingensisA. auricomusA. sojaee A. oryzae
Além disso, foi detectada a maior incidéncia degisnem gréos de café que

foram oriundos de processamento natural do queacdegsamento despolpado.
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2.2 Micotoxinas

Micotoxinas correspondem a substancias resultagidesnetabolismo
secundario de alguns fungos, sendo produtos naitdeabaixo peso molecular.
Apesar de serem de origem flingica, nem todos opastos tdxicos produzidos
pelos fungos sdo considerados micotoxinas. Estddasonstraram que uma
variedade delas é encontrada nos alimentos, e @&dira A recebe destaque
em consequéncia das suas propriedades nefrotéxioanossupressora,
teratogénica e carcinogénica (BLEVE et al., 200BNBIETT; KLICH, 2003).
As micotoxinas consideradas mais relevantes paaide humana pelo CAST
(Council of Agricultural Science and Technolpg#io: aflatoxinas, alcaloides do
ergot fumonisinas, tricotecenos, OTA e zearalenona (COIUNEOR
AGRICULTURAL SCIENCE AND TECHNOLOGY, 2003). SegundRaterson
e Lima (2010), as micotoxinas produzidas por furtgagénicos, em produtos
agricolas e processados, possuem grande potergiaiscb a saldde dos
consumidores.

A contaminacao por micotoxinas é um problema murd#iaseguranca
alimentar. Essas podem causar perdas econdmicaficsiivas associadas aos
efeitos adversos das micotoxinas sobre a salderaumaanimal, seguranca
alimentar e também relacionado ao comércio intésnat Dentre as mais de
300 micotoxinas que foram determinadas por aprassignificativo dano para
a saude e impactos econémicos negativos estdoeasxidivalenol (DON),
alcaloides da ergotamina, fumonisinas, ocratoxina(@TA), patulina e
zearalenona. A OTA é uma das mais estudadas daeglseus efeitos tais como
os embriotdxicos, teratogénicos, genotdxicos, MexMimns, imunossupressores,
carcinogénicos e nefrotbxicos em animais (ABRUNHOSSANTOS;
VENANCIO, 2002; CHIOTTA et al., 2009; DUARTE; PENA:INO, 2010;
SARTORI et al., 2006).
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As micotoxinas podem ocorrer em uma grande varedkd produtos
agricolas, tais como grdos de cereais, amendoirgsnanacas, outras frutas,
cacau, café em graos, oleaginosas, vinho, cervgspeciarias. Elas também
podem ser encontradas em carne, leite e ovos (TRESS; DIAZ-AMIGO,
2011).

A Ocratoxina A foi originalmente isolada como um tatlito
secundario do fungo filamentosaspergillus ochraceus, posteriormente,
muitas outras espécies Aspergillus(A. niger A. carbonariusA. sulphureus
A. melleus entre outros) também foram descritas como prodsitade
Ocratoxina A (LUNARDI et al., 2006). Atualmentepsase que a OTA também
pode ser produzida e excretada penicillium verrucosume Aspergillus
carbonariusque também podem ser fonte desta micotoxina en(B&ATISTA
et al., 2003). Segundo relatos feitos por Pfohlzkewicz e Manderville (2007),
a OTA tém efeitos mutagénicos, teratogénicos, néxians, além das
propriedades hepatotdxicas e imunotdxicas.

As micotoxinas mais estudadas, dentre as sintesizqubr espécies
pertencentes ao génehspergillus,sdo as Aflatoxinas (AFL) e a Ocratoxina A.
A producdo de OTA tem sido estabelecida por diteemespécies de secdo
Nigri, tais como oA. niger e o A. carbonarius (ABARCA et al.,, 2001,
DALCERO et al., 2002).

A Ocratoxina A foi originalmente descrita como umetabdlito
secundario deAspergillus ochraceufMERWE; STENY; FOURIE, 1965).
Atualmente, sabe-se que é produzida por variaciespge fungos filamentosos
do génerdAspergilluse Penicillium (LASRAM et al., 2008) que ocorrem como
contaminantes de varios alimentos antes da collmitamais comumente,
durante o armazenamento (SOLFRIZZO et al., 2010).

Ha relatos de que o primeiro grupo de toxinas estasl em alimentos

foi o das aflatoxinas produzidas principalmente pspergillus flavuse A.
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parasiticus A incidéncia deAspergillusou das aflatoxinas em café foi relatada
por alguns autores (BATISTA; CHALFOUN; PRADO, 2004BDEL-HAFEZ;
EL-MAGHRABY, 1992; BATISTA et al., 2003). Foi anaido que a
implantacdo de boas praticas agricolas na culttirgaté pode restringir ou até
mesmo inibir a producdo da toxina. Além do maisprasenca do fungo
toxigénico ndo indica, necessariamente, que ossgm® café estejam
contaminados pela micotoxina (BATISTA; CHALFOUN; RRO, 2001).

A expressdo do potencial toxigénico positivo deurdg tipos de
microrganismos depende de fatores extrinsecogdai® o préprio substrato, a
temperatura, a atividade de éagua, a umidade ralagv a ocorréncia e
desenvolvimento de uma microbiota competitiva (CHOUN; CORREA,
2002).

Vérios trabalhos j& foram realizados em relacalor@irecdo ou reducao
do teor de aflatoxina no gréo de café através dlor cdtido do processo de
torrefacdo dos gréos, indicando que é possivellacé® da toxina entre 42,2 a
55, 9% (SOLIMAN, 2002). Dessa forma, a reduzidajfiéncia de aflatoxinas
reforca a ideia de que a aflatoxina ndo represpat@go de micotoxicose
oriunda de graos de café (SILVA; BATISTA; SCHWANI(B).

A degradacdo da OTA em escala laboratorial por noeiorecursos
biolégicos, utilizando diferentes microrganismdsntreeles as bactérias
(HWANG; DRAUGHON, 1994), leveduras (PETERI; TEREMAGVOLGY,
2007; SCHATZMAYR et al., 2003) e fungos filamentesp/ARGA et al.,
2005; ABRUNHOSA; PATERSON; VENANCIO, 2002y suas enzimas tem
sido relatada por varios autordambém adactérias laticas tém tido sua
habilidade delegradacdde OTA testada em produtos lacteos (SKRINJAR;
RASIC; STOJICIC, 1996)

Apesar dos muitos anos de pesquisa sobre as miitagoxla introducéo

de Boas Préticas Agricolas (BPA), boas praticaproducdo de alimentos e
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estocagem, e até mesmo das Boas Praticas de Eabri&PF), ainda ha relatos
gue a deteccdo das micotoxinas continua sendo whlepna (DUARTE;
PENA; LINO, 2010). Neste sentido, a Organizacdo lasfes Unidas para a
Alimentacéo e a Agricultura (FAO Food and Agriculture Organization of the
United Nation} publicou o manual para aplicacdo do sistema déligen de
Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) ede& Alimentarius, cédigo
de praticas para prevencdo e reducdo da contarmirdgamicotoxinas em
cereais e outras matrizes, incluindo aflatoxinaatulpa, ocratoxina A,
zearalenona, fumonisinas e tricotecenos (FOOD ANGRACULTURE
ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS, 2012).

A presenca de OTA no café é uma indicacdo de gdenpder ocorrido
falhas graves nas préticas de colheita, no protesga, além de condi¢Bes
precarias na etapa de secagem e também na etapaaenamento dos graos,
sendo que todos esses fatores interferem e pernaitproliferacdo de fungos
toxigénicos  (PALACIOS-CABRERA et al, 2004; ESPADAL
LAMPURLANES; AUBERT, 2008; SILVA; BATISTA; SCHWAN, 2008;
ZINEDINE; MANES, 2009).

2.2.1 Ocratoxina A (OTA)

As ocratoxinas constituem um grupo de metabdlitesusdarios
produzidos por fungos dos géner@enicillium e Aspergillus A este grupo
pertencem a Ocratoxina A (OTA), Ocratoxina B (OTBgratoxina C (OTC), 4-
hidroxiocratoxina A (4-OH OTA) e Ocratoxina (Ota) (Figura 1). Essas
micotoxinas sdo compostas basicamente de 2 grupesnendi-
hidroxiisocumarina ligada através do seu grupo rBeca e a amida do

grupamento L-b-fenilalanina (essa ligacdo é mustével em relagéo a hidrélise
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e temperatura), com excecdo da OTA em que o grupganienilanina esta
ausente (RINGOT et al., 2006).
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Figura 1l Estruturas de Ocratoxina A (OTA), OcrataxB (OTB), Ocratoxina
C (OTC), 4-hidroxiocratoxina A (4-OH OTA) e Ocratona o, (Oto)

Fonte: ANLI; ALKIS (2010)

Ocratoxina A € um composto branco cristalino cuyoma quimico é R-
N-[(5-clo-3,4-dihidro-8-hidroxi-3-metil-1-oxo-1H-Benzopiran-7-il)carbonil]
L-fenilalanina. Sabe-se que essa é pouco solUvebgma, mas solivel em
solucdo aquosa de bicarbonato de sodio. Sua foremybdrica € gH1s0sNCI e
0 seu peso molecular é de 403,82 g M@ANLI; ALKIS, 2010). O maximo de
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fluorescéncia ocorre a 467 nm em metal 96% e ai2&m etanol absoluto
(RINGOT et al., 2006).

A Ocratoxina A consiste em uma molécula moderadénestavel ao
calor que permanece intacta durante a maioria gsagdes de processamento
dos alimentos e, portanto, pode aparecer em diemmmdutos finais
(BULLERMAN; BIANCHINI, 2007).

A ocorréncia natural da OTA esta geralmente assaagam alimentos
de origem vegetal, principalmente cereais e seagupos derivados, café, cacau
e temperos (BATTILANI et al., 2004). Segundo Chaifce Batista (2006), os
fungos produtores de OTA em café sdo encontradwosroaior frequéncia na
Secao Circumdatiespecialmente a espédie ochraceussendo a toxinamais
comum presente no café (FERRAZ et al., 2010; GIRSE et al., 2011). A
SecaoNigri também apresenta fungos produtores de OTA, podestar
presentes em diferentes alimentos, como nos giéiaafé, cereais e produtos
derivados dos cereais (BATISTA et al., 2003; DUARTEENA, LINO, 2010;
FRISVAD et al., 2004; FRISVAD; SAMSON, 2000; PERRBN al., 2007;
URBANO et al., 2001).

A OTA estd comumente presente em diferentes tipoagioprodutos,
sendo produzida pelos fungéspergillusda Seccadircumdati que inclui as
espécied\. ochraceusA. elegansA. steynieA. westerdijkiadFRISVAD et al.,
2004; GIL-SERNA et al., 2011).

Segundo Chalfoun e Batista (2006), os cafés das tqereja, cereja
despolpado, cereja descascado, verde e seco nda plapnstraram-se
contaminados com a micotoxina OTA sendo esta, engsande maioria, de até
50 pg/k. Ja as fragbes de café mistura, boia e, pahoipnte, varricdo
apresentam indices de contaminacao por OTA acing(deg/kg. Chalfoun e
Batista (2002) afirmaram que para que o produté pabsa ser comercializado

como alimento este, deve apresentar algumas caxditd qual se assegura a
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qualidade, envolvendo caracteristicas como: boeéapia, sabor, aroma, valor

nutricional e seguranc¢a do ponto de vista toxidotig

2.3 Fatores relacionados com o crescimento e producde ©TA por fungos

Os paises que mais produzem alimentos e sofrem p@is a
contaminag&o dos alimentos com micotoxinas sa@ssnyolvidos. O alto grau
de contaminacdo de toxinas é devido a grande raalos paises encontrarem-
se em areas de clima tropical com altas umidadenpdratura e, muitas vezes,
nesses paises, ocorrem & auséncia de recursosa pdeteccdo, controle e
reducdo dos alimentos contaminados (PATERSON; LIN810; SHERIF;
SALAMA; ABDEL, 2009; TURNER; SUBRAHMANYAM, 2009).

A producdo de metabdlitos secundarios ndo é esdepera o
desenvolvimento do fungo e essa producdo é regubadavarios sinais
ambientais (MUHLENCOERT et al., 2004). Sendo que estresse ¢
frequentemente mencionado como uma causa parateseside micotoxinas
(BIRZELE; PRANGE; KRAMER, 2000).

O crescimento fungico e a producdo de micotoxirgeddem também
de uma complexa interacdo entre diversos fataaescomo, atividade de agua
(aw), temperatura, fatores nutricionais, pH, tipos pi®dutos, tempo de
armazenamento, dentre outros fatores (ANLI; ALK2B10; GARCIA et al.,
2011; LASRAM et al., 2010; PATERSON; LIMA, 2010).a@slonizagéo interna
pelos fungos pode ser explicada por danos causpdpsinsetos, fungos
fitopatogénicos, acaros ou condi¢fes climaticagi®ds, que tornam 0s graos
de café mais suscetiveis a incidéncia fungica (BAH; CHALFOUN, 2007).

A diversidade de espécies de microrganismos askmcafrutos e graos
de café pode estar relacionada ao tipo de processardespolpado e natural,

além do local de cultivo e das condi¢des higiéneasitarias adotadas pelos
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produtores. Assim, o conhecimento das espéciesgéadiéle importancia para a
definicdo da tecnologia para o processamento dg atthvés da qual se podera
previnir a presenca de microrganismos toxigéniSds\A et al.; 2003).

A producdo de uma maior ou menor quantidade dandoior
microrganismos toxigénicos pode ser também infliselac pelo fator
temperatura. Quando ocorrem varia¢cdes muito diaatep no valor deste fator
em questdo, pode-se ocasionar um estresse figiologelacionado ao
metabolismo nesses fungos toxigénicos e, dessainmapedendo interferir na
producdo, e principalmente, na quantidade de texiA#m disso, durante o
transporte de café, ha sempre um risco de aumenteon de umidade, o que
pode favorecer o desenvolvimento de fungos toxggéneé assim possivelmente
a producdo da micotoxina, em especial a OTA (PAIGEICABREIRA et al.,
2004; VARGA; SAMSON, 2008).

Em relagdo a atividade de &4gua, essa pode ser snfatives mais
criticos que influencia no crescimento, germinac& também no
estabelecimento dos fungos em substratos ricosugmemes (BOURAS; KIM;
STRELKOV, 2009).

O efeito da atividade de agua, & da temperatura no crescimento e
producdo de OTA por espéciesAlgpergillus carbonariussolados de vinhedos
europeus e australianos foi avaliado em diverstsles (BELLI et al., 2007;
CABRERA-PALACIOS et al., 2005; ESTEBAN et al., 2008EONG et al.,
2006; OUESLATI et al.,, 2010; VALERO et al.,, 2007)estes estudos,
observou-se, em geral, que as condi¢cdes favorfegss 0 crescimento desta
espécie ocorrem nas faixas de 25 a 35 °C g,@mtee 0,95 a 0,99, e a condicao
Otima para a producdo da OTA ocorre no intervalolflea 20 °C e 0,95 a
0,98 a.

Tassou et al. (2007) avaliaram o efeito dos fatderaperatura e

atividade de agua (pna taxa de crescimento e producdo de QT Aitro de
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dois isolados déspergillus carbonariusna Grécia. Esses autores observaram
gue os dois isolados cresceram a 30 — 35 °G dea0,96, enquanto que a
producdo maxima de OTA ocorreu em condi¢c6es subétite crescimento (15

— 20 °C e @ entre 0,93 e 0,96). Foi observado também crestomgrando @

foi de 0,85 e estava a 25 °C. A producdo maxim@cdmatoxina A foi detectada
apos 25 dias de incubacéo a 20 °C e 0,96 esse valor foi de 3,14 e 2,63/g
para as cepas analisadas.

Sao fatores importantes para a contaminacéo péciespdeAspergillus
e a producdo de OTA, além dos fatores ambientgisesenca de microbiota
competitiva e a composicdo do substrato (KHALESKHATIB, 2011,
RAMOS et al., 1998).

De acordo com Lasram et al. (2012), dentre as espéeAspergillus
Nigri obtidas de uvag\. carbonariugoi o produtor de OTA predominante, com
99,5%, contra apenas 3,2% dos isoladog .drigeragregado ocratoxigénicos.
De acordo com Tjamos et al. (2004), a espéciechraceusaramente € isolada
de uvas e, portanto, ndo é considerada uma espeigante em relacdo a
producéo da OTA nesta fruta.

Aspergillus ochraceusncontra-se presente em gréos de café, sendo uma
espécie produtora de ocratoxina. Desenvolve-seearpdratura entre 8 °C e 37
°C, sendo que a temperatura 6tima esta na faiZde31 °C, com a atividade
de agua minima de 0,76 a 25 °C, sendo gu#ima esta na faixa de 0,95 - 0,99
e pH entre 3 - 10 (PALACIOS-CABRERA et al.,, 2009TP, HOCKING,
1997). Apesar da espéci® ochraceusdesenvolver-se a partir de 0,76 de
atividade de agua, a OTA é produzida a partir 88,&endo a atividade de agua
6tima de 0,97. Com relagéo ao fator temperaturguah ocorre a producdo da
toxina, essa se situa entre 12 °C e 37 °C, send@ditima é de 25 °C e o pH

6timo de producgéo encontra-se entre 5 - 6 (MOS$6)19
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O predominio de algumas espécies do géRerdcilliume também de
Aspergillusspp. em gréos de café acontece devido ao caratgfilice desses
microrganismos, que possuem a capacidade de staadagondicbes de baixa
umidade dos graos (BATISTA; CHALFOUN; PRADO, 200Bspécies de
AspergilluscomoA. niger, A. flavuse A. ochraceusfambém séo consideradas
xerofilicas, desenvolvendo-se em condi¢ces de baikédade de agua (h
(PITT; HOCKING, 1997).

2.4 GénerosAspergillus SecaaNigri e SecadCircumdati

Em paises de clima tropical, dentre as espécielifm@s de Ocratoxina
as mais comumente detectadas no café, pertencg@nacoAspergillusSecao
Nigri e SecacCircumdati(GIL-SERNA et al., 2011).

As espécies deéAspergillus que compreendem a Sec®gri, sdo
mundialmente distribuidas, sendo assim espéciesurt®nde ambiente
(NOONIM et al.,, 2008). Os fungos dessa Secao api@se as seguintes
caracteristicas: i) a presenca de conidios de ag#ior marrom-escuro a negros
(Figura 2a), ii) estruturas dos conidiéforos unisg®s ou bisseriados (Figura 2
b), iii) presenca de vesiculas esféricas e hifaknlais ou levemente pigmentadas
proximas ao apice (BELLI et al., 2004).
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Figura2 a) Fungo do génesspergillus SecdoNigri em meio de cultura
CYA;b) Estrutura microscopica do fungo do génekspergillus
SecaaNigri

Fonte: Rezende (2010).

Os Aspergillusda SecaoNigri fazem parte do grupo daspergillus
ocratoxigénicos ondA. carbonariusé o mais representativo. Espécies cémo
niger e A. carbonariussdo encontrados, algumas vezes, em associacdeo, send
essas produtoras de ocratoxina A em alimentosgi@a® subtropicais e também
tropicais, podendo estar presentes em frutos ameidos, como nas uvas,
frutas secas e café, e apresentam alta resisté@riaa solar e luz ultravioleta
(DUARTE; PENA; LINO, 2010).

As espécies déspergilluspertendentes a Sec&8ircumdati possuem
diferentes caracteristicas importantes, como adrsformacédo de esteroides em
alcaloides, além disso, os esclerédios de varipgcess contém compostos
inseticidas (VARGA; SAMSON, 2008).

Dentre os fungos do géneraspergillus da SecaoCircumdati A.
ochraceugFigura 3a e 3b) é o mais comum em café e o madaiupor de OTA
(BATISTA et al., 2009; ESPADALE; LAMPURLANES; AUBER 2008).
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Figura 3 a)Aspergillus ochraceugm meio de cultura CYA; b) Estrutura
microscopica déspergillus ochraceus

Fonte: Rezende (2010).

2.5 Formas de controle

Segundo Vasanthi e Bhat (1998), devem-se tomardagdireventivas,
em todas as etapas de producdo, para reduzir dessa os riscos de
contaminacdes por micotoxinas em produtos agricélasetapas de producao
englobam desde o plantio, a colheita, o transperte armazenamento da
matéria-prima até o momento do processamento diufardinal.

A contaminacéo dos alimentos por micotoxinas é wwblpma mundial
e estima-se que 25% de todos os produtos agrismdszidos no mundo sejam
contaminados por micotoxinas, sendo necessarigpkenmentacdo de métodos
mais seguros de descontaminacdo e de prevencaoodac@o de toxinas
(CHALFOUN, 2010; FOOD AND AGRICULTURAL ORGANIZATION
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2004).

Logo, o uso de microrganismos pode ser um moddacpratra reduzir
as concentracdes, além disso, ha relatos que vamico®rganismos podem
realizar a biodegradacao de OTA (CHALFOUN, 2010).

Algumas estratégias preventivas, como a utilizagi® agentes
biocontroladores, fungicidas, antioxidantes e nmigdisonas préaticas agricolas
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s8o necessarias para controlar e também reduzontaminacdo da OTA
(PONSONE et al., 2012).

O controle bioldgico tem assumido grande imporgnprincipalmente
em programas em que se realiza o controle de pragss que a producédo esta
engajada a uma agricultura que seja mais susténgdge muito discutido na
atualidade. Isso se da devido ao grande uso dedaipms que estd acarretando
varios problemas, como por exemplo, 0 surgimentmieorganismos que sao
resistentes aos antimicrobianos, devido ao usoiabdgsses compostos que
exercem pressao para o surgimento de resisténefALBOUN, 2010). Além
do controle biolégico podem ser utilizados métadiwsiescontaminagéo.

O método de descontaminacdo apoOs a producdo d#owiie consiste
no tratamento pés-colheita e para que esse possaadieado pode-se fazer o
uso de alguns modos como: remover, destruir owznediefeito toxico. Sabe-se
gue é complicado impedir a formagéo de micotoxiaato no campo quanto na
etapa de estocagem, entretanto, se for realizationitoramento esse podera
impedir que as micotoxinas se tornem uma expredeivie de riscos a salde,
visto que o conhecimento da contaminacdo permiiradocdo de medidas
estratégicas para minimizar o risco (MALLMANN et, &006)

2.5.1 Métodos de descontaminacao

Métodos para descontaminagéo de alimentos com @dAlassificados
dentro de trés principais categorias: fisicos, @uom e microbioldgicos. O
objetivo destes métodos é reduzir ou eliminar atef@dxico da OTA por
destruicao, modificacdo ou adsorcao desta micatoRara ser um método ideal
deve ser econdmico, ndo gerador de componentesog)xalém disso, ndo
devem alterar os parametros de qualidade dos atisiecomo por exemplo, a

composi¢ao nutricional (ANLI; ALKIS, 2010).
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2.5.1.1 Métodos Fisicos

Os métodos fisicos de descontaminacdo consistensegeegacao,
triagem, limpeza e nos processos de descasqueispra vemover as fracdes
mais contaminadas dasmmoditiesEles também podem envolver a utilizacdo
de adsorventes, como aditivos alimentares que ‘awsorOcratoxina A
reduzindo assim a biodisponibilidade (ABRUNHOSA; THERSON;
VENANCIO, 2010).

Dentre os métodos fisicos, tém-se 0s tratamentosctEs, porém esses
nao eliminam completamente a OTA (BOUDRA; LE-BARE-BARS, 1995).
No entanto, a OTA pode ser destruida pela aplicaifiaadiacbes gama
(AMEZQUETA et al., 2009; AZIZ; MOUSSA; FAR, 2004).

O calor € um método fisico descrito por Dupuy e{2893) como sendo
capaz de diminuir de 87 a 100% as concentracoasmmisina B1 em gréos de
milho, no entanto a temperatura deve ser em toenbb@ a 220 °C, o que pode
levar a perda nutricional dos alimentos. Voss et{2396) escreveram que a
simples lavagem dos gréos, usando agua e solucéarlienato de sodio, pode
reduzir as concentragces de DON, zearalenona e nfgma no milho.
Entretanto essas técnicas sédo de pouca aplicalgligira grande quantidade de
gréos, como ocorre nas fabricas de ra¢cGes dadiiiadisvicolas.

Os métodos fisicos assim como o0s quimicos possuesndes
desvantagens, devido a eficacia limitada, provocamigs de nutrientes e
apresentam alto custo. A detoxificacdo por biod#agao é destacada como
uma alternativa futura (LINO; SILVA; PENA, 2004).
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2.5.1.2 Métodos Quimicos

Os métodos quimicos de detoxificacdo consistem tilzagdo de
compostos para destruir OTA como a amonizacaoplisdralcalina, usos de
bissulfetos e de 0zbnio (ozonizacdo). Estes satatkls geralmente como sendo
eficazes na eliminacdo de OTA e outras micotoxihasentanto, a seguranca
toxicoldgica do produto final ndo é sempre garantidma vez que alguns
residuos quimicos podem permanecer nos produtdsécédade dos produtos
de reacao formados geralmente ndo é estudada. diEsn, h4 uma reducao
significativa na palatabilidade e qualidade nwisitidos produtos tratados
(ABRUNHOSA; PATERSON; VENANCIO, 2010).

Em relacdo ao uso do ozénio, quando se faz o uste dem
concentragcbes menores que 100 ppm (partes por anmithd mg/L) sao
necessarios longos tempos de tratamento para Eonboinsetos e fungos em
graos armazenados (MCDONOUGH et al., 2011).

Segundo Rodrigues (2013)pesar da extensa reducdo da carga total de
fungos, foi verificado que os génergreobasidiumAspergillus Penicilliume
leveduras demonstratam resisténcia as concentrdedgds @quando este foi
aplicado em arroZJryza sativd..).

O emprego da ambnia possui certa eficiéncia naadegéo das
aflatoxinas. E um procedimento adotado em algurisepa especialmente na
descontaminacdo de grdos e castanhas. No entanpoinaipais desvantagens
sdo a ineficiéncia contra outras micotoxinas e ipess efeitos toxicos a saude
animal devido ao excesso de residuos de aménicéa (HUIG et al., 2001).

Métodos alternativos de eliminacédo da contaminggdoaflatoxinas A,
sdo utilizados, como a degradacdo das moléculas gmicacdo de agentes
oxidantes: agua oxigenada e hipoclorito de sédwéiR, a utilizacdo destas

s

substancias em alimentos é impraticavel, uma ve&z gertamente afetariam
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suas propriedades como “flavor”, cor, textura, piegmdes nutricionais e
funcionais, além da possivel formacao de residiasds. O custo excessivo e a
dificuldade de aplicacdo também s&o outros incaemées (ARAUJO, 2008).

O beneficiamento de grdos vem demonstrando ser caeduzir 0s
niveis tanto fungicos como de micotoxina, senda estlucdo dependente da
espécie fungica e tipo de toxina. Alguns mateailsnicos adsorventes como o
carvao ativado, colestiramina, sodio, silicato tleménio e célcio, bentonita,
além de fragmentos de madeira e leveduras foraadtespara a desintoxicacao
dos alimentos com Ocratoxia A (RINGOT et al., 2088MSON et al., 2004;
VARGA et al., 2003).

2.5.1.3 Métodos Biolégicos

Na industria, os processos microbioldgicos quenatna reducédo dos
niveis de OTA s&o, por exemplo, a maltagem e adetagdo (AMEZQUETA
et al.,, 2009; KOZAKIEWICZ, 1989). A OTA pode sermevida por
microrganismos como consequéncia do seu metabglismopor adsorcéo
celular.

A melhoria das técnicas de controle biolégico e ufidizacdo de
metabdlitos produzidos por microrganismos para engidio de produtos que
podem ser aplicados em varios campos tem ganhatagde principalmente
por esses metabdlitos produzidos serem consideradoso alternativas
sustentaveis para 0 seguimento dos agroquimico8l(EEIUN, 2010).

Ha alguns estudos relacionados com a descontaminagino por
exemplo, em relagdo a ocratoxina A (OTA), em queerfa uso de alguns
métodos bioldgicos utilizando microrganismos capaleetransformar, degradar
ou até mesmo adsorver OTA para assim desintoxgaradutos que venham a

estar contaminados ou entdo evitar os efeitosdéxjoando essa micotoxina for
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ingerida. Essas técnicas possuem algumas vantagetsque sdo eficientes,
especificas, além disso, ecologicamente corretgweservam a qualidade
nutritiva dos produtos. No entanto, € importanteertal que esses
microrganismos utilizados no processo de descontg@io e os produtos que
sdo formados durante as reacfes devem ser se@ueospseres Vivos, ou seja,
n&o patogénicos (ABRUNHOSA; PATERSON; VENANCIO, 2p1

Em experimento, observou-se que a remocao da OTAnpcesso de
adsorcé@o em vinho, por oito cepasS#Eharomyces cerevisde uso enoldgico,
foi obtida com percentuais de remoc¢éo entre 52,1%0,23% para os vinhos
tintos (CECCHINI et al., 2006).

O processo fermentativo é uma das formas de sazaeah
descontaminacéo fazendo a utilizacdo de microrgerss Ha relatos de que
durante o processo fermentativo utilizado na falgdo de pédes a partir de gréos
de trigo contaminados com deoxinivalenol, foi obada a reducgdo dos niveis
dessa substancia, o que foi atribuida a fermentacd@mmbém ao processo
térmico ao qual o produto foi submetido. Sendonassista descontaminacgéo
pode ter ocorrido devido a possibilidade da levedadsorver as toxinas
presentes, reduzindo dessa forma a contaminacabl{(MANN et al. 2006).

Visto que as frutas sdo importantes micro-habjara uma variedade
de espécies de leveduras na natureza, devido &adtentracdo de aglcares
simples, baixo pH e intensa visitacdo por insettsres (LACHANCE et al.,
2001), poderia assim selecionar alguns dessesngéeriemos e realizar estudos
com os mesmos para descobrir o potencial de cento@ldgico desses
microrganismos sobre outros que s&o produtoresaEorinas.

Experimentos de fermentacéo alcodlica que foratizestns utilizando
a espéciesaccharomyces cerevisisem mosto contaminado com zearalenona
mostraram que apos 7 - 9 dias de fermentacdo oaorrenodificacbes em

relacéo & essa micotoxina. Observou-se que, demtnicial de zearalenona,
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69% foram convertidos przearalenol §-ZEL), e 8,1% au-zearalenol. A maior

parte de metabolizacdo da zearalenona ocorreuimeipy e segundo dias de
fermentacdo, mostrando, dessa forma, a instabdiddd toxina frente a
fermentacdo (MALLMANN et al., 2006).

2.5.2 Controle biolégico

O controle biolégico é tradicionalmente definidocansiderado como o
controle de um microrganismo por outro microrgamistdm microrganismo
pode interagir com outros, criando condi¢cdes desfaxeis ao desenvolvimento
destes, sendo essa forma de interacdo denominaatatafgonismo (BETTIOL,
1991).

Atualmente, a melhoria das técnicas de controldogico e da
utilizacdo de metabdlitos produzidos por microrgams para obtencdo de
produtos que podem ser aplicados em varios can@gosganhado destaque,
principalmente por esses metabdlitos produzidognseconsiderados como
alternativas sustentaveis para o seguimento damjaignicos (ABRUNHOSA,;
PATERSON; VENANCIO, 2010).

Apesar de ter feito a utilizacdo de produtos qudsicomo fungicidas
para o controle da. carbonariuse A. niger(VARGA; KOZAKIEWICZ, 2006),
as medidas de controle biolégico, fazendo o uskeviduras epifitas (BLEVE
et al., 2006) seriam melhores, visando uma foriearaltiva ao uso de produtos

guimicos.

2.5.2.1 Fungos

Espécies do génem@ladosporiumsao utilizadas no controle biologico
de inseto-planta. Como exemplo tem-se a esgda@osporium herbarungue
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foi eficaz no controle de moscas brancas que atacdtoras (ABDEL-BAKY;
ABDEL-SALAM, 2001). Ha relatos que fungo desse géngode degradar a
OTA produzida porAspergillus ochraceug esta associado a cafés de boa
gualidade em varias regifes, 0 que despertou eg#e para 0 Seu Uso como
agente antagonista aos fungos deletérios a qualidaccafé (ABRUNHOSA;
PATERSON; VENANCIO, 2002; PEREIRA, 2002)Além disso, sua
patogenicidade é limitada a outras culturas e canismo subjacente a estas
patologias € compreendido e testavel (CHALFOUN,020A literatura também
confirma que uma espécie marinhaGladosporiumsp. é capaz de produzir um
antibiotico que inibe Bacillus subtilis e Escherichia coli, e apresenta
componentes que reduzem o crescimentoCamdida albicans(GALLO;
SELDS; CABRERA, 2004).

A espécieCladosporium cladosporioide¢Fres.) de Vries pode ser
considerada, ap6s uma analise preliminar, comogénta antagonista potencial
contra fungos prejudiciais para a qualidade do.dafére os mecanismos de
acdo deCladosporium cladosporioidesa concorréncia, referente a interacao
entre dois ou mais organismos que exercem a meg#tg @ 0 mais provavel,
devido a sua ampla gama de adaptacdo natural énardbvido a sua rapida
capacidade de colonizar o substrato. A utilizagiektratos obtidos a partir do
fungo Cladosporium cladosporioidegsem demonstrado controle sobre a
esporulacdo e também sobre a germinacdo de esperoalguns fungos
Aspergillus ochraceus, A.nigefusariumsp. ePenicillium sp. (CHALFOUN,
2010).

2.5.2.2 Leveduras

As leveduras apresentam caracteristicas que ammquromissoras para

a utilizacdo como agentes de biocontrole, tais cahmao produzem esporos
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alergénicos e ndo produzem toxinas como os fungasdntosos; b) ndo
sintetizam antibiéticos como as bactérias (DROBWACUTZ, 1994); c)

exigem nutrientes simples, podendo, inclusive, s#lizados residuos de
indUstrias como fonte de carbono (FREDLUND et &002) e d) néo
apresentam riscos ao consumidor (PASSOTH et @6)20

Muitas leveduras isoladas de plantas e ambiendessthis como, por
exemplo, o Cerrado, tém mostrado propriedades dérate biolégico para
microrganismos patogénicos. Algumas leveduras fopatenteadas para a
utilizagdo no controle pos-colheita de doencas rdeas (AHANSAL et al,,
2008).

Algumas leveduras antagonicas foram isoladas detgslaepifitas e
selecionadas quanto a sua capacidade de bioconsaibee Aspergillus
carbonarius e A. niger Dentre as 144 leveduras isoladas, cinco foram
selecionadas pela sua capacidade de biocontrale esbfungos\. carbonarius
e A. niger Estes isolados foram identificados comnssatchenkia orientaljs
Metschnikowia pulcherrimalssatchenkia terricolae Candida incommunis
(BLEVE et al., 2006).

Apesar das diversas descobertas da aplicacdo d=lul@s com
potencial para o biocontrole, existe a preocup&giagelacdo a patogenicidade
destes microrganismos que inviabiliza a utilizacdessas em produtos
alimenticios. Apenas alguns desses microrganismosnéram-se entre 0s que
podem ser considerados seguros (SUNDH; MELIN, 2011)

Existem estudos que demonstraram a inibicdo deofuragravés da
utilizacdo de outros microrganismos. A inibicdo esporulacdo de fungos
potencialmente toxigénicos por duas espécies aallgas foi relatada em uma
pesquisa recente. Neste trabalho, Ramos e colalvesad2010) testaram o
efeito antagbnico dos isolados das espéoisaryomyces hanser(iUFLACF
889 e UFLACF 847) @ichia anomala(UFLACF 710 e UFLACF 951) sobre
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trés fungos filamentosoAgpergillus ochraceysA. parasiticuse Penicillium
roquefort). As leveduras inibiram a esporulagdo, mas nderfariram no
crescimento micelial. Outro resultado observadodige, utilizando diferentes
concentracdes celulares das leveduras, eles dtivaliferentes graus de
inibicdo, trazendo a ideia de que concentracadagehicial do microrganismo
antagonista parece ser um dos fatores que interfegeau de inibicdo (RAMOS
et al., 2010).

Outro trabalho com espécies de levedu&ec¢haromyces cerevisae
Sporobolomyces roséuscom potencial acdo inibitéria frente a fungos
filamentosos discorre sobre o fator “killer” que teteninadas leveduras
apresentaram. Este fat&iller € um peptideo téxico capaz de inibir ou até
mesmo ser letal para o crescimento de outros nganismos (COELHO;
HOFFMANN; HIROOKA, 2003).

As levedurasPichia anomala e Debaryomyces hanseni outras
espécies dos géner8accharomyceCandidae Zygosaccharomycga foram
relatadas em literatura, quanto ao potencial deot¢sminacdo de alimentos
contaminados com Aflatoxina B1, por meio da adsmrdéstas moléculas
(SHETTY; JESPERSEN, 2006; RAMOS et al., 2010).

Experimentos feitos com a levedupPéchia guilliermondii estirpe M8,
comprovaram que quando aplicada sobre macgés, h&dodde resisténcia a
Botrytis cinereaHa outros relatos sobre a resisténcia induzida@paos, em
frutos por leveduras antagonistas como resistéaci cinereaem macas
induzida porAureobasidium pullulan$iPPOLITO et al., 2000; ZHANG et al.,
2011).

A acdo da levedur@orulaspora globososésolada da rizosfera de cana-
de-agucar, contra o fitopatége@mlletotrichum sublineolumagente causador
da antracnose em sorgo, tem demonstrado gpeoducdo de toxiniller

controlou significativamente o crescimento do furigsta atividaddiller ainda
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nao havia sido determinada para esta espécie. labs¢ho néo foi detectada a
producdo de compostos volateis ou enzimas hidra¢itiembora tenha reduzido
o crescimento micelial, resultando em deformidatiekifa (ROSA et al., 2010).

Existem outras formas de acdo de controle biolGgipor
microrganismos como, por exemplo, a competicdonptrientes. Foi realizado
um estudo comureobasidium pullulanpara verificar sua eficacia em controlar
Penicillium expansumem frutos armazenados. Para isto, foram realizados
ensaiosin vitro e o efeito nas porcentagens de germinacéo deicsrddP.
expansum foi avaliado apés 24 horas de incubacdo, na praesafe
concentracBes de suco de maca. Os resultados mostgaie, na auséncia da
levedura, a germinacdo dos conidios foi fortememtenovida pelo suco em
gualquer concentracdo. No entanto, a germinacao sipnificativamente
reduzida pela presenca da levedura, exceto na roac&o mais alta do suco
(BENCHEQROUN et al., 2007).

Pichia guilliermondii Wick foi aplicada com sucesso para controlar
patdégenos pos-colheita em um ndmero de frutos etaisg tais comdP.
expansunem macas ®hizopus nigricanem frutos de tomate (DROBY et al.,
1997 TIAN et al., 2002;SCHERM et al., 2003g ZHAO et al., 2008). No
entanto, informacdes sobre a acad’dguilliermondiino controle do fungo em
macds € limitada. Além disso, os modos de ac¢aP.dguilliermondii contra
patdégenos nao foram completamente elucidados (ZHANG, 2011).

A maioria dos agentes de biocontrole sintetizaminesz liticas
(proteases, quitinases e glucanases) que atuaonnda §inérgica na degradacgéo
da parede celular de patégenos (VITERBO et al.2200

As enzimas liticas, principalmentp-1,3 glucanases e quitinases,
também séo produzidas por microrganismos que axrefiga;do antagdnica aos

fitopatdbgenos. Logo, atribuiu-se a essas enzimadeibo de fungitoxicidade
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sobre o patégeno e a eficacia do biocontrole denisgios antagonistas
(FLEURI; SATO, 2005).

Segundo Masih e Paul (200Bjichia membranifaciensstirpe FY-101,
isolado da casca de uva, foi encontrado ser aritig@Botrytis cinereaagente
causal da doenca mofo cinzento da videira. Quagedtizado o cocultivo em
meio sdélido e nos meios liquidos, a levedura prouoa inibicdo deBotrytis
cinerea que por sua vez perde sua capacidade de pramkidintomas mofo
cinzento nas mudas de videira. A secrecdo pdk3-glucanases poP.
membranifaciensé um dos possiveis mecanismos relacionados com este
antagonismo. As experiéncias vitro confirmam que esta levedura pode ser
utilizada como um organismo de controle biolégionttaB.cinerea.

Segundo Reyes; Rohrbach; Paull (2004), que isolaleweduras
epifiticas de abacaxi representadas@gptococcussp., Cryptococcus albidys
Pichia guilliermondij Rhodotorula minutae Rhodotorula glutinisobservaram
que elas foram capazes de inibir o crescimentoli@ide vitro, de 25 a 50% de
Ceratocystis paradoxagente etiolégico da podriddo negra em abacaydsn
colheita, diminuindo também a severidade da dognaado as leveduras foram
misturadas e aplicadas nos frutos.

Cepas de levedura®ureobasidium pullulansforam encontradas
suprimindo doencas causadas por Varios patdgenokjindo espécies de
Penicillium (ZHANG et al.,, 2010). Estirpes de leveduras pedates as
espécieryptococcus laurentie Candida sakeeduziram significativamente a
incidéncia do bolor verde em frutos de laranja (NBEHE, REGNIER;
KORSTEN, 2011).

Métodos de controle bioldgicos constituem altexaati viaveis em
relacdo aos quimicos tradicionais aplicados ainla&ampo para combater a
infestacdo fungica, principalmente por ndo deixam@siduos quimicos no

alimento. Assim surge a alternativa do uso de lergs] nesses processos de



reducdo de toxinas ou do fungo produtor.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1Microrganismos

Trinta e dois isolados de leveduras pertencentes géneros
DebaryomycesPichia e SaccharomycegTabela 1) foram utilizados. Esses
foram isolados de frutos de café e cacau e encorgeadepositados na Colecao
de Cultura de Microrganismos do Laboratério de diigjia e Genética de
Microrganismos do Departamento de Biologia da Usidade Federal de
Lavras (UFLA). Os fungo#spergillus carbonariug2 e 8CSP 3-25)solados
da uvae Aspergillus ochraceu¢SCM 1.9), isolado do café, pertencem a
Colecdo de Cultura de Microrganismos do Laborat@e Micotoxinas e
Micologia de Alimentos do Departamento de Ciénciss Alimentos da
Universidade Federal de Lavras (UFLA).

As leveduras preservadas a -80 °C foram reativadasneio YEPG
contendo em gt 10 g de extrato de levedura, 20 g de peptona, d®glicose
e 15 g de agar. As culturas foram incubadas a 28ctC24horas. Apés este
periodo, foi realizada suspensdo das células emredies concentracdes
celulares para serem utilizadas nos testegro.

Os isolados dos fungos filamentosos (Tabela 2cadtis em discos de
papel de filtro a -15 °C sobre meio MEA (Malt ExtraAgar- g LY, 20 g de
extrato de malte, 1 g de peptona bacterioldgicay d6 glicose e 20 g de Agar),
foram reativados em MEA em inoculagBes pontuais,ceotro da placa, e
incubados a 28 °C por cinco a sete dias. Ap0s mstiodo, foi realizada a
suspensao de esporos a serem utilizados nositestes.
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Tabela 1l Isolados de leveduras utilizadas comoobtoale e suas respectivas

origens
Cabdigos Nome cientifico Origem Local
UFLA CF381; UFLA CF397 Pichia guilliermondii Cafe Lavras/MG
UFLA CF493
UFLA CF384; Debaryomyces polymorphus ~ Café Lavras/MG
UFLA CF385; UFLA CF650
UFLA CF441b; UFLA CF975 b Pichia holstii Café Lavras/IMG
UFLA CF507; UFLA CF508 Pichia anomala Cafe Lavras/MG
UFLA CF702
UFLA CF553; UFLA CF605 Pichia burtonii Café Lavras/MG
UFLA CF567; UFLA CF768 Saccharomyces kluyveri  Café Lavras/MG
UFLA CF640; UFLA CF641  Debaryomyces hansenii Cafe Lavras/MG

UFLA CF642; UFLA CF693

UFLA CF732; UFLA CF759 Pichia sydowiorum Cafe Lavras/MG

UFLA CF856 Saccharomyces cerevisiae Café Lavras/IMG
UFLA CF 933 Pichia jadinii Café Lavras/MG
UFLA YCH5.5 Saccharomyces cerevisiae Cacau Itajuipe/BA
UFLA YCH5.56 Debaryomyces etchellsii  Cacau Itajuipe/BA
UFLA YCH16.2 Pichia fermentans Cacau Itajuipe/BA
UFLA YCH155 Pichia guilliermondii Cacau Igrapitina/BA
UFLA YCH2.2 Pichia kluyveri Cacau Itajuipe/BA
UFLA YCH192 Pichia kluyveri Cacau Igrapitina/BA
UFLA YCH194

UFLA YCH1204
UFLA YCH1207
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Tabela 2 Isolados de fungos filamentosos do géfagpergillus suas origens e
regides de coletas

Cdbdigos Nome cientifico Origem Regido de coleta
2 Aspergillus carbonarius Uva Petrolina-PE
8CSP 3-25 Aspergillus carbonarius Uva Petrolina-PE
SCM 1.9 Aspergillus ochraceus Café Lavras-MG

3.2 Ensaiosin vitro

Foi realizada uma suspensdo de células de leveduiggstadas as
concentracdes a fim de se obter deé' #0010 células ml’. O mesmo
procedimento foi realizado com os isolados de farfdamentosos para obter a
concentracdo de 1@sporos mL'. As concentracdes de células de leveduras e
de esporos de fungos foram determinadas a partionagem em Camara de
Neubauer.

Cada concentragdo de células de leveduras foi deesttom a
concentracdo de esporos dos fungos. Para issealdiado o espalhamento de
uma aliquota de 100 uL da suspenséao de levedilizando alca de Drigalski,
em placa de Petri contendo o meio MEA e, postegatm foram adicionados
aliquotas de 10 puL de suspenséo de esporos desfumga@oncentracio de’10
esporos mL, a serem testadas, no centro da placa. Cada dosesalizado em
triplicata. Essas placas foram incubadas em B.®ZB °C, por até sete dias.

O controle positivo do crescimento de cada isofadgico foi realizado
pela inoculagdo da suspensdo de esporos em umponto sobre o meio MEA
mantidas nas mesmas condi¢cdes de cultivo que a@sosnsporém sem a
inoculacdo das leveduras.
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3.3 Avaliacdo do crescimento vegetativo

Para a avaliagdo do crescimento vegetativo mictdi@m realizadas
medidas do didmetro de cada colbonia testada. Essdilas foram realizadas
aos dois, cinco e sete dias apds a inoculagdo. dicawfoi realizada utilizando
um paquimetro e considerando-se o diametro a moticentro do ponto de
inoculagdo. O controle positivo de crescimentoaf@liado nos mesmos tempos
amostrais. A porcentagem de inibicdo do cresciméitebtida considerando
como 100% ao didmetro obtido pela mensuracdo darthonda coldonia do

controle positivo.

3.4 Avaliacao da produgéo de esporos dos fungos do géméspergilllus

Os testes antagonistas que apresentaram inibicdredoimento dos
fungos foram avaliados quanto & concentracdo derespDesta forma, a
contagem de esporos foi realizada apds sete dipés Aste periodo foi
adicionado solucao de Tween 80 a 0,1% em todaexfétip da placa e feito a
raspagem com alca de Drigalski, obtendo assim @esgéo dos esporos. Logo
em seguida, foi realizada a contagem em Céamaraedbdder. A porcentagem
de inibicdo da producdo de esporos pelos fungotades foi obtida
considerando como 100% a contagem de esporosaalio controle positivo.

3.5 Padronizacao da atividade de 4gua, dos meios CYAYES, favoraveis

ao desenvolvimento e a producado de OTA pelas espmEcdeAspergillus

Os cocultivos que apresentaram inibicdo quanto m@scitnento e
producédo de esporos foram refeitos nos meios CYIX'(d,0g de KHPO,, 1,0
mL de solucdo metdlica, 5,0 g de extrato de lexv® @0 g de sacarose, 15,0 g de
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agar) e adicionado 10,0 mL de Czapek Concentradl® (Bde NaN@ 5,0 g de
KCI; 5,0 de MgSQ.7H,0; 0,1 g FeSQ7.H,0; 0,1 g de ZnS©7 H,O; 0,05 g de
CuSQ.5H,0 e 100 mL de agua destilada estéril) e YES{g20,0 g de extrato
de levedura; 150,0 g de sacarose; 20,0 g de afa6 g de MgSQ7H,0) e
adicionado 1,0 mL de uma solucdo metdlica (0,1@ eSQ 7H,0; 1,00 g de
ZnSQy- 7H,0; 0,50 g de CuS5H,0) com diferentes atividades de agug.(&
determinacdo da atividade de agua foi obtida pelgda de glicerol e
mensurada pela leitura no Aqualab, modelo — 2 TcébBen devuces Inc.,
Pullman, WA, EUA). A composi¢cdo dos meios testadas atividade de agua

aferidas encontram-se na Tabela 3.

Tabela 3 Meios de cultivo CYA e YES ajustados effierdntes valores de
atividade de 4gua pela adicdo de glicerina

Quantidade de glicerina Quantidade de
(mL) nos meios meio (mL) CYA YES
CYA e YES CYA e YES A,, final A,, final
0 100 0,992 0,987
5 95 0,984 0,976
10 90 0,977 0,964
15 85 0,960 0,945
20 80 0,939 0,903
25 75 0,928 0,897
30 70 0,903 0,860
35 65 0,885 0,837
40 60 0,847 0,807

45 55 0,809 0,762
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3.6 Determinacao da OTA produzida por fungos pelo métoal Plug Agar

A avaliacdo da producédo de Ocratoxina A nos ditesenocultivos foi
realizada por Cromatografia de Camada Delgada peéimdo de Plug Agar,
conforme descrito por Filtenborg e Frisvad (198Para esta andlise foram
selecionados o0s cocultivos que apresentaram maixet tle inibicdo do
crescimento e da inibicdo da producdo de espowr® iBso, 0 controle sera
considerado como tendo apresentado uma taxa deigezgo de 100% e
também uma producéo de esporos de 100%.

Os cocultivos foram realizados utilizando-se asmassconcentracdes
de células e esporos anteriormente citados. Oadisslda SecaGircumdati
foram inoculados em meio YES com atividade de agual a 0,98, 0,96 e 0,94
e os isolados da SecBiigri em meioCYA com atividade de 4gua igual a 0,99,
0,96 e 0,94. Todos os testes foram incubados dusate dias a 28 °C.

Um corte circular de aproximadamente 25 mm do naiacfd fungo com
agar foi colocado sobre uma placa de CromatogméiaCamada Delgada
(Merck — Silica Gel 60, 20 x 20) previamente atavadntendo 20 pL do padrao
de OTA. O micélio foi retirado e apds 15 minutoisréalizada a eluicdo em uma
cuba de vidro, contendo como fase movel TEF - Taué\cetato de Etila e
Acido Férmico 90% (60:30:10). Ap6s a eluicio, acpb foram secas em capela
pelo fluxo e a confirmagdo feita em luz ultravialetom A 366 nm em
cromatovisor CAMAG (UV-BETRACHTER). O isolado pradu da
micotoxina (aflatoxinas ou ocratoxina) apresentaRfr{fator de retencdo) e um

“spot” de fluorescéncia semelhante ao do padr&unidatoxina testada.
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3.7 Afericdo do pH

Apés as placas serem incubadas por um perioddeldias a 28 °C, em
todas as etapas, nos meios CYA, YES e MEA foi ddea acidez dos meios de
cultura, colocando uma tira de papel de indicadompH, da marca FUSION
Universal (pH 0-14). Logo em seguida, foi realizadeomparacéo da coloragcéo
obtida com a escala do respectivo papel indicadorpd. A afericdo foi

realizada em todas as etapas.

3.8 Observacédo microscopica de levedura em cocultivo mofungo

toxigénico

Para observacdo do crescimento do isolBedaryomyces hansenii
UFLA CF693, isolada do café, em cocultivo cémpergillus carbonariug,
isolado da uvafoi preparado uma amostra de 3 mL de YEPG contdddaL
da suspens&o na concentracédo deesporos mLt e 50 pL da suspensdo de
células da levedura na concentracio dé t@lulas m[*. Essa amostra foi
monitora por um periodo de 16 horas utilizando-g&S&ition IM-Q (Nikon)
que consiste em um sistema de incubadora e mamiéotta celular compacto
gue permite realizar imagens de células vivas. Allsso, permite realizar o
controle da umidade e da temperatura e, tirar fattiizando trés eixos
diferentes (XYZ), sendo possivel apds inlmerassftitadas, num intervalo de
um minuto, obter videos que permitem observar ocerdedvimento dos

microrganismos de interesse.
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3.9 Delineamentos experimentais e analise estatistica

O experimento foi conduzido em Delineamento em &oCasualizados
(DBC), com arranjo fatorial (3 x 32 x 2), sendostrisolados de fungos
filamentosos, todos na mesma concentracdo de espbBbesporos/mL), na
presenca de 32 isolados de leveduras em duas ¢tandms (1be 10
células/mL) com trés repeticdes. Os resultadosrfsabmetidos a anélise de
variancia e as médias foram comparadas pelo testit & Knott (1974) a p <
0,05.

A andlise estatistica foi realizada utilizando-sesoftware SISVAR,

segundo a metodologia proposta por Ferreira (2000).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Trinta e dois isolados de leveduras foram testathosduas diferentes
concentracdes celulares {16 10 células/mL) a fim de se avaliar o efeito
antagonista sobre o crescimento, producédo de espamxinas poAspergillus
carbonarius e Aspergillus ochraceusA avaliacdo do grau de inibicdo das
leveduras sobre a producdo dos esporos foi realizachente para os isolados
de Aspergillus carbonariug2 e 8CSP3-25). Nao foi possivel utilizar esseodad
de contagem de esporos pa&.aochraceugSCM 1.9) uma vez que na Camara
de Neubauer ndo foi possivel distinguir entre dsla® de leveduras e os
esporos déspergillusdevido a semelhanca na textura e diametro dasasélul

4.1 Avaliacdo do crescimento vegetativo

De um modo geral, pode-se observar que houve é&cawnibdo
crescimento micelial de todos os tratamentos eacdiel ao controle, quando
utilizado as leveduras em ambas as concentrac8es1células mL* Ttabela
4). Os maiores valores da inibicdo do didmetro emard paraAspergillus
ochraceusSCM 1.9) e, de maneira geral, a inibicdo foi malsvante quando
utilizados as leveduras na concentracio dedidlas/mL. Isso ocorreu também
para os dois isolados de carbonrius.

Para o isolado SCM 1.9 a leved&chia holstii UFLA CF975.b na
concentracdo de i@élulas/mL inibiu completamente (100%) o crescitnen
micelial do fungo, sendo dessa maneira um bomdsofsra realizar futuros
estudosin vivo, ou seja, simulando condi¢cdes encontradas no cammpe
ocorrem os platios deommoditiesgricolas.
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A grande maioria das leveduras foi capaz de irdbima de 60% o
crescimento micelial do isolados daspergillus mostrando assim bons

resultados nos testasvitro.

Tabela4 Média e % de inibicdo dos diametros dimi@as dos trés isolados de
Aspergillus em cocultivo com 32 cepas de leveduras isoladas de
frutos do café e cacau, nas concentragbes deel0d células/mL
apos 7 dias de cultivo

Diametro (cm) das colbnias dé\. carbonarius (2 e 8CSP 3-25)

e A. ochraceus (SCM 1.9) e % de inibicdo do didmetro

Leveduras Cel.mL* 2 8CSP3-25 SCM 1.9
Pichia guillermondii 10 4,80 (41%) 4,83(45%) 1,50(72%)
UFLA CF 381

10" 3,03 (63%) 2,53(71%) 0,78 (85%)

Debaryomyces polymorphus 10* 4,67(43%) 4,53(48%) 1,13(79%)
UFLA CF 384

10’ 2,87(65%) 1,62(82%) 0,83(84%)

Debaryomyces polymor phus 10*  3,23(60%) 3,42(61%)  1,78(67%)

UFLA CF 385

107 2,15(74%) 2,12(76%)  0,77(86%)

Pichia guillermondii 10*  4,73(42%) 3,63(59%)  1,38(74%)
UFLA CF 397

10" 3,75(54%) 2,23(75%)  1,05(80%)

Pichia holstii 10*  3,57(56%) 4,15(53%)  1,18(78%)

UFLA CF 441 b
107 2,60(68%) 1,62(82%)  0,77(86%)

Pichia guillermondii 10* 2,17(73%) 2,85(68%) 1,27(76%)
UFLA CF 493

10’ 2,18(73%) 2,03(77%) 0,70(87%)

Pichia anomala 10* 3,05(63%) 1,78(80%) 1,00(81%)
UFLA CF 507

107 1,77(78%) 1,17(87%)  0,87(84%)
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Diametro (cm) das colbnias dé\. carbonarius (2 e 8CSP 3-25)

e A. ochraceus (SCM 1.9) e % de inibicdo do diametro

Leveduras

Cel.mL?

2

8CSP3-25

SCM 1.9

Pichia anomala
UFLA CF 508

Pichia burtonii
UFLA CF 553

Saccharomyces kluyveri
UFLA CF 567

Pichia burtonii
UFLA CF 605

Debaryomyces hansenii
UFLA CF 640

Debaryomyces hansenii
UFLA CF 641

Debaryomyces hansenii
UFLA CF 642

Debaryomyces polymor phus

UFLA CF 650

10*

10’

10*

107

10*

10’

10*

10’

10*

10’

10*

10’

10*

10’

10*

10’

4,80(41%)

2,92(64%)

3,12(62%)

2,52(69%)

5,57(32%)

5,63(31%)

4,88(40 %)

3,22(60%)

3,38(58%)

2,13(74%)

2,55(69%)

2,45(70%)

2,97(64%)

2,25(72%)

2,93(64%)

3,08(62%)

4,50(49%)

2,55(71%)

1,40(84%)

1,22(86%)

5,80(44%)

4,50(49%)

3,32(62%)

2,55(71%)

2,85(68%)

1,65(81%)

2,90(67%)

1,98(77%)

2,15(76%)

1,13(87%)

3,07(65%)

2,28(74%)

1,28(76%)

0,77(86%)

1,17(78%)

0,85(84%)

1,27(76%)

0,93(83%)

1,48(72%)

0,85(84%)

1,10(79%)

0,65(88%)

1,15(79%)

0,90(83%)

1,18(78%)

1,00(83%)

1,10(79%)

0,77(86%)
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Diametro (cm) das colbnias dé\. carbonarius (2 e 8CSP 3-25)

e A. ochraceus (SCM 1.9) e % de inibicdo do diametro

Leveduras Cel.mL™ 2 8CSP3-25 SCM 1.9

Debaryomyces hansenii 10* 6,67(18%) 5,95(32%) 1,72(68%)
UFLA CF 693

10’ 4,80(41%) 5,58(36%) 1,03(81%)

Pichia anomala 10* 1,72(79%)  1,70(80%)  1,03(81%)
UFLA CF 702

107 1,10(86%)  0,93(89%)  0,92(83%)

Pichia sydowiorum 10* 2,90(64%) 1,97(78%) 1,33(75%)
UFLA CF 732

107 2,25(72%) 1,20(86%)  1,15(79%)

Pichia sydowiorum 10* 512(37%)  3,77(57%) 1,25(77%)
UFLA CF 759

10’ 2,90(64%)  2,10(76%) 0,80(85%)

Saccharomyces kluyveri 10* 2,77(66%) 1,78(80%) 0,90(83%)
UFLA CF 768

10’ 2,48(70%) 0,98(89%) 0,60(89%)

Saccharomyces cerevisiae 10* 1,52(81%) 1,73(80%) 0,90(83%)
UFLA CF 856

10’ 1,65(80%)  1,07(88%) 0,65(88%)

Pichia jadinii 10* 1,92(76%)  2,25(74%) 1,02(81%)
UFLA CF 933

10’ 1,85(77%)  1,08(88%) 0,72(87%)

Pichia holstii 10* 1,78(78%) 1,90(78%) 1,07(80%)

UFLACF 975 Db
10’ 1,95(76%) 1,08(88%) 0(100%)
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Diametro (cm) das col6nias dé. carbonarius (2 e 8CSP 3-25)

e A. ochraceus (SCM 1.9) e % de inibicdo do diametro

Leveduras Cel.mL™ 2 8CSP3-25 SCM 1.9
Pichia kluyveri 10* 1,90(77%) 1,93(78%) 0,85(84 %)
UFLA YCH 2.2

10’ 1,75(79%) 0,85(90%) 0,60(89%)
Saccharomyces cerevisiae 10* 3,87(52%) 3,82(56%) 1,22(77%)
UFLA YCH 5.5
107 3,08(62%) 2,55(71%) 0,72(87%)
Debaryomyces etchdlsii 10* 2,45(70%) 2,98(66%) 1,15(79%)
UFLA YCH 5.56
10’ 2,48(70%)  1,70(80%) 0,65(88%)
Pichia fermentans 10* 1,82(70%)  1,75(80%) 0,75(86%)
UFLA YCH 16.2
10’ 2,32(71%)  1,37(84%) 0,80(85%)
Pichia guilliermondii 10* 3,10(62%) 2,68(69%) 1,40(74%)
UFLA YCH 155
10’ 2,28(72%)  1,73(80%) 0,92(83%)
Pichia kluyveri 10* 3,32(59%)  2,85(68%) 0,85(84%)
UFLA YCH 192
107 2,25(72%)  1,90(77%) 0,90(83%)
Pichia kluyveri 10* 2,85(65%)  3,05(65%) 1,32(75%)
UFLA YCH 194
107 2,65(67%)  1,82(70%) 0,95(82%)
Pichia kluyveri 10* 4,17(49%)  3,65(58%) 0,87(84%)
UFLA YCH 1204
10’ 2,08(74%)  2,08(74%) 0,93(83%)
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“Tabela 4, conclusao”

Diametro (cm) das col6nias dé. carbonarius (2 e 8CSP 3-25)
e A. ochraceus (SCM 1.9) e % de inibicdo do diametro

Leveduras Cel.mL? 2 8CSP3-25 SCM 1.9

Pichia kluyveri 10°  3,38(58%) 2,37(73%)  1,38(74%)
UFLA YCH 1207

10”7 2,60(68%)  2,28(74%)  0,92(83%)

Controle 10° 8,14 8,78 5,35

Cel. = células

Os resultados de concentragdo de células de leveslarescimento
vegetativo paraA. ochraceuscondizeram com os que foram relatados por
Masoud e Kaltoft (2006) em seus trabalhos, em gaeneento da concentracdo
de células de leveduras de*tara 16 células/mL promoveu o aumento da
inibicdo sobre o crescimento Aeochraceusem testeq vitro.

Na figura 4,tém-se algungratamentos que se destacaram pela inibicdo
do crescimento do fungo.
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Figura 4 Fotografias dos cocultivos com 7 diasdebacéo

Nota: A.1 controle Aspergillus carbonarius2 (10 esporos/mL) sem levedura.2
cocultivo de Aspergillus carbonarius2 (10 esporos/mL) eSaccharomyces
cerevisiae UFLA CF856 (10células/mL); A.3 cocultivo de Aspergillus
carbonarius2 (10 esporos/mL) eS. cerevisiadJFLA CF856 (10" células/mL);
B.1 controle Acarbonarius 8CSP 3-25 (10esporos/mL) sem levedur®.2
cocultivo  Aspergillus carbonarius8CSP 3-25 (10 esporos/mL) ePichia
burtonni UFLA CF553 (10 células/mL);B.3 cocultivo Aspergillus carbonarius
8CSP 3-25 (1Desporos/mL) ePichia burtonniUFLA CF553(18 células/mL);
C.1 controle Aspergillus ochraceu$SCM1.9 (18 esporos/mL) sem levedura;
C.2 cocultivo Aspergillus ochraceusSCM1.9(160 esporos/mL) ePichia
fermentansYCH16.2 (10° células/mL);C.3 cocultivo Aspergillus ochraceus
SCM1.9 (18 esporos/mL) ePichia fermentany CH16.2 (10 células/mL)D. 1
cocultivo Aspergillus carbonarius2 (10 esporos/mL) &ebaryomyces hansenii
UFLA CF640 (10 células/mL)no meio CYA com a, 0,94; D.2 cocultivo
Aspergillus carbonariu® (1F esporos/mL) eDebaryomyces hansendFLA
CF640(10 células/mL) no meio CYA com § 0,96

s

A competicdo por nutrientes € uma das formas de degicontrole
biolégico por microrganismos. Foi realizado um dsticom Aureobasidium
pullulans para verificar sua eficacia em controRenicillium expansunem
frutos armazenados. Para isto foram realizadosicenisavitro e o efeito nas

porcentagens de germinacdo de conidio®.dexpansunfoi avaliado apos 24



65

horas de incubacgdo, na presenca de concentracdesicde de macad. Os
resultados mostraram que, na auséncia da leveglgerminacdo dos conidios
foi fortemente promovida pelo suco em qualquer eotracdo, mas quando na
presenca da levedura a germinacdo foi significaterde reduzida
(BENCHEQROUN et al., 2007).

Segundo Ramos et al. (2010), microrganismos uszging agentes de
controle biolégico podem agir impedindo que estaguou mecanismos de
viruléncia sejam desencadeados sem interferir @gcitnento do microrganismo
patogénico. No seu trabalho, a inoculagédo dosdsslde leveduras foi realizada
concomitantemente & inoculacdo dos isolados deofufipmentosos, distantes
4 cm, permitindo que ambos o0s isolados se desezss#n antes do contato
direto da colbdnia de levedura com a de fungo filsim®o, 0 que aconteceu, em
média, sete dias apdés a inoculacdo. Isto podestfijar o maior efeito
inibitério de isolados de leveduras sobre a espo@d do que no
desenvolvimento micelial.

Dessa maneira, os resultados encontrados ndo eamdiam os relatos
por Ramos et al. (2010), visto que a inoculacéo fdogos se deu sob as
leveduras que haviam sido inoculadas anteriormé&nt@mo resultado teve-se
que tanto a inibicdo do crescimento micelial quastdoproducdo de esporos
ocorreram na grande maioria dos ensaios.

Observou-se que houve diferenca significativa easreariaveis testadas
com interacdo dupla, ou seja, o grau de inibicdordecimento foi dependente
da cepa e da concentracdo de células das levedtiliaadas (Tabela 5).
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Tabela5 Analise de variancia para a comparacadidtoetro da col6nia de

fungo com diferentes fontes de variacdo: levedaomcentracao,
isolado de fungo

Fonte de variagdo GL SQ QM FC Pr> Fc
Fungo 2 410,239436 205,119718 449,758  0,0000
Levedura 31 278,063294  8,969784 19,668  0,0000
Concentragdo (Conc.) 1 82,242227 82,242227  180,3290000
Repeticdo 2 12,689227 6,344614 13,912  0,0000
Fungo + Levedura 62  118,726120 1,914937 4,199 0,000
Fungo+ Concentracao 2 12,244714 6,122357 13,424 000,0
Levedura+ Conc. 31 23,787635 0,7673434 1,683 0,0142
Fungo+Levedura+Conc. 62 24,877509 0,401250 0,880 7269,
Erro 382 174,217439  0,456067
Total corrigido 575 1137,087600
CV (%) = 31,31
Média geral: 2,1572049 Numero de observacdes: 567

Conc. = Concentracéo de células de leveduras.

As médias do diametro das colbnias fungicas forderathtes para os
trés isolados testados (P < 0.05) (Tabela 6). @GdsdAspergillus ochraceus
SCM 1.9 apresentou 0 menor valor médio do diametpresentando assim
maior efeito inibitério dos isolados de levedurabre seu crescimento. O
didmetro da colbnia deste isolado foi, em médi&p 66enor em relacdo ao

Aspergillus carbonariu2 e 59% em relacdo afspergillus carbonarius3
CSP3-25.
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Tabela 6 Média dos didmetros das colénias dossméslos dAspergillusem
cocultivo com 32 isolados de leveduras isoladafuwtes do café e

cacau
Isolados de fungo Médias dos diametros das coldnias
Aspergillus carbonarius2 2,98255 a
Aspergillus carbonarius 8CSP 3-25 2,491146 b
Aspergillus ochraceusSCM 1.9 0,997917 ¢

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem eltati®nte entre si, pelo teste de
Scott-knott, a 5% de probabilidade

Em relacdo a concentracdo do in6culo de levedwasmédias do
diametro das colbnias flngicas foram diferentea parduas concentracdes de
leveduras testadas (P < 0.05) (Tabela 7). As leasdoa concentracdo de’10
células/mL proporcionaram um potencial efeito idibo de 30% maior em
relacdo a menor concentracao testada. Dessa mar@iese inferir que ocorre
diferenca no grau de inibicdo do crescimento fimgin consideracdo a
concentracdo de células de leveduras presentegino m

Tabela 7 Média dos didmetros das coloniag\sigergillusem relacdo as duas
concentracdes de células de levedura$¢ 1 células /mL)

Concentracado de leveduras (células/mL) Médias daametro dos fungos
10* 2,53069 a
10' 1,779340 b

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem eltati®nte entre si, pelo teste de
Scott-knott, a 5% de probabilidade

Nos testes de inibicdo do crescimentoAdpergillus ochraceu$SCM
1.9, observou-se que, independente do isoladoveeldea utilizado, o grau de
inibicdo ndo se mostrou com diferenca significafiPa& 0.05) (Tabela 8). Em

média houve inibicdo de 53% em relacéo ao conpoitivo. Opostamente, 0s
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isolados pertencentes a espékiecarbonariustém diferengas no crescimento

dependente do isolado de levedura cocultivada.

Tabela 8 Analise de variancia para a comparacadidtoetro da col6nia de
cada isolado de fungo em relacdo ao agrupament82issveduras
testadas

Fonte de Variagado GL SQ QM Fc Pr>Fc
Levedura/A. carbonarius2 31 190,639466 6,149660 13,484 0,0000
LeveduraA. ochraceusSCM 1.9 31 5,848333 0,188656 0,414 0,9980
Levedura/A. carbonarius 31 200,301615 6,461342 14,168 0,0000
8 CSP 3-25
Erro 382 174,217439 0,456067

Na Tabela 9, encontra-se o resultado da média idosettos dos trés
isolados deéAspergilusem relacdo as 32 leveduras que foram utilizadade-Be
observar que aquelas leveduras que apresentaramsns&juidas de mesma
letra mailscula, na linha, ndo diferem estatistaam entre si em relacdo ao

fungo que foi utilizado no tratamento.
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Tabela 9 Média geral e média dos diametros dasieal@os trés isolados de
Aspergillusem cocultivo com 32 isolados de leveduras isolattas
frutos do café e cacau

Aspergillus Aspergillus Média
Leveduras Carbonarius ochraceus geral (cm)
2 8CSP3-25 SCM 1.9

Pichia guilliermondii 3,91 bB 3,68 bB 1,14 aD 291b
UFLA CF 381

Debaryomyces polymorphus 3,76 bB 3,07 bC 1,00 aD 2,61b
UFLA CF 384

Debaryomyces polymorphus 2,69 bC 2,76 bC 1,35aD 2,27c
UFLA CF 385

Pichia guilliermondii 4,24 aB 2,93 bC 1,21 aD 2,79 b
UFLA CF 397

Pichia holstii 3,08 bC 2,88 bC 0,97 ab 231c

UFLA CF 441.b

Pichia guilliermondii 2,17 bD 2,44 bC 0,75 ab 1,79 ¢
UFLA CF 493

Pichia anomala 2,40 bC 1,47 cD 0,95 ab 1.61d
UFLA CF 507

Pichia anomala 3,85 bB 3,52 bB 1,02 aD 2,80b
UFLA CF 508

Pichia burtonii 2,81 bC 1,32 cD 1,00 ab 1,71d
UFLA CF 553

Saccharomyces kluyveri 5,60 bA 5,15 bA 1,10 aD 3,95a
UFLA CF 567

Pichia burtonii 4,05 aB 2,93cD 1,16 aD 2,71b
UFLA CF 605

Debaryomyces hansenii 2,75 bC 2,25 bC 0,92 aD 197 c
UFLA CF 640
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Aspergillus Aspergillus  Média
Leveduras Carbonarius ochraceus geral
(cm)
2 8CSP3-25 SCM 1.

Debaryomyces hansenii 2,50 bC 2,44 bC 1,00 ab 1,98 c
UFLA CF 641

Debaryomyces hansenii 2,60 bC 1,92 bD 1,10 aD 1,88 ¢
UFLA CF 642

Debaryomyces polymorphus 3,00 bC 2,67 bC 0,89 ab 2,19 ¢
UFLA CF 650

Debaryomyces hansenii 5,73 bA 5,76 bA 1,37 ab 4,29 a
UFLA CF 693

Pichia anomala 1,48 cD 1,31cD 0,82 aD 1,20d
UFLA CF 702

Pichia sydowiorum 2,58 bC 1,58 bD 1,24 aD 1,80c
UFLA CF 732

Pichia sydowiorum 4,00 aB 2,93 bC 1,02 ab 2,65b
UFLA CF 759

Saccharomyces kluyveri 2,62 bC 1,38 cD 0,73 ab 1,58d
UFLA CF 768

Saccharomyces cerevisiae 1,58 bD 1,40 bD 0,66 aD 1,21d
UFLA CF 856

Pichia jardinii 1,90 bD 1,66 bD 0,88 ab 1,48d
UFLA CF 933

Pichia hostilii 1,86 bD 1,49 bD 0,79 ab 1,38d

UFLA CF 975.b
Pichia kluyveri 1,82 bD 1,39 bD 0,79 ab 1,33d

UFLAYCH 2.2
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“Tabela 9, conclusao”

Aspergillus Aspergillus Média
Leveduras Carbonarius ochraceus geral
(cm)
2 8CSP3-25 SCM 1.

Saccharomyces cerevisiae 3,47 bB 3,18 bC 1,00 ab 255b
UFLA YCH 5.5

Debaryomyces etchellsii 2,46 bC 2,34 bC 0,97 abD 1,92c
UFLA YCH 5.56

Pichia fermentans 2,06 bD 1,55 bD 0,80 ab 1,47d
UFLA YCH 16.2

Pichia guilliermindii 2,69 bC 2,2bC 1,15aD 201lc
UFLA YCH 155

Pichia kluyveri 2,78 bC 2,37 bC 0,83 ab 1,9¢c
UFLA YCH 192

Pichia kluyveri 2,75 bC 2,43 bC 1,13 ab 2,10c
UFLA YCH 194

Pichia kluyveri 3,12bC 2,86 bC 0,91 aD 2,30 c
UFLA YCH 1204

Pichia kluyveri 2,99 bC 2,32 bC 1,15ab 2,15c
UFLA YCH 1207

Média geral 2,98b 2,49 c 0,99d -

Médias seguidas de mesma letra minlscula, na gahdivadiferem entre si pelo teste de
Scott- Knott (P > 0,05). Médias seguidas de mesata Imailscula, na linha, ndo
diferem entre Si pelo teste de Scott-knott P > 50,0
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As leveduras Debaryomyces polymorphutJ)FLA CF384, Pichia
guilliermondii UFLA CF493, Debaryomyces hansenilFLA CF642, Pichia
sydowiorumUFLA CF732 ePichia guilliermondiilUFLA YCHS5.5 apresentaram
diferentes graus de inibicdo em relacao Asgergillus carbonariug2 e 8CSP
3-25).

Considerando-se as diferentes leveduras com osistesdos deA.
carbonarius,observou-se que a inibicdo é dependente do isalflidtado. Em
paréntesis encontra-se a porcentagem de inibicawedcimento do isoladéa.
carbonarius8CSP3-25 em relacdo ao isola&lacarbonarius2, quando utilizado
a mesma levedur&ichia guilliermondiiUFLA CF397 (31%)Pichia anomala
UFLA CF507 (39%),Pichia burtonii UFLA CF553 (53%),Pichia burtonii
UFLA CF605 (28%)Pichia sydowiorumJFLA CF759 (27%)Saccharomyces
kluyveri UFLA CF768 (47%). Assim pode-se inferir que a thwa mais
eficiente na inibicdo do crescimento fichia burtonii UFLA CF553 (Tabela
9).

As demais leveduras utilizadas em relagcdo Aosarbonariusnéo
apresentaram diferencas estatisticas em relacé@mmanho do didmetro da
coldnia de fungo.

Quando agrupadas todas as leveduras pela conéntds; células

testadas, 16e 10 células/mL ocorreram diferencas significativasb@a 10).

Tabela 10 Andlise de varidncia com a comparaca@2desveduras testadas em
relacéio as duas concentracées testada® (10 células/mL)

Fonte de variacdo GL SQ QM Fc Pr>Fc
Levedura/ (1bcélulas/ mL) 31  193,505799  6,242123 13,687 0,00
Levedura / (10células /mL) 31  108,345130  3,495004 7,663 0,00

Erro 382 174,217439  0,456067 - -
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Observando os dados da Tabela 11 tém-se que adasotle levedura
Pichia burtoni UFLA CF553, Debaryomyces hanseniUFLA CF641,
Debaryomyces hansenlJFLA CF642, Debaryomyces polymorphusFLA
CF650, Saccharomyces kluyvetdFLA CF768, Saccharomyces cerevisiae
UFLA CF856, Pichia jadinii UFLA CF933, Pichia holstii UFLA CF975b,
Pichia kluyveri UFLA YCH2.2, Pichia fermentansUFLA C 16.2, Pichia
kluyveri UFLA YCH192, Pichia kluyveri UFLA YCH194 e Pichia kluyveri
UFLA YCH1207 nédo diferiram estatisticamente entreers relagdo as duas
concentracBes de células utilizadas. Sendo assirtrabalhos posteriores pode-
se utilizar a concentracdo mais baixa de célulag) gue se tera o mesmo efeito

inibitério no crescimento micelial desses isolades. carbonarius

Tabela 11 Média dos diametros nas concentracdes €100 células/mL)
utilizandos os 32 isolados de leveduras isoladakuies do café e

cacau
Leveduras Concentracao Concentracao
(10" células/mL) (10 células /mL)
Pichia guilliermondii
3,71 bA 2,11 dB
UFLA CF 381
Debaryomyces polymorphus
yomyees polymorp 3,45 bA 1,77dB
UFLA CF 384
Debaryomyces polymorphus
yomyees polymorp 2,81 cA 1,73 dB
UFLA CF 385
Pichia guilliermondii
3,25 bA 2,34 dB
UFLA CF 397
Pichia holstii
2,96 cA 1,66 dB
UFLA CF 441.b
Pichia guilliermondii
2,09 dB 1,48 eB

UFLA CF 493
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Leveduras

Concentragdo
(10* células/mL)

Concentracao

(10’ células /mL)

Pichia anomala
UFLA CF 507
Pichia anomala
UFLA CF 508
Pichia burtonii
UFLA CF 553
Saccharomyces kluyveri
UFLA CF 567
Pichia burtonii
UFLA CF 605
Debaryomyces hansenii
UFLA CF 640
Debaryomyces hansenii
UFLA CF 641
Debayomyces hansenii
UFLA CF 642
Debaryomyces polymorphus
UFLA CF 650
Debaryomyces hansenii
UFLA CF 693
Pichia anomala
UFLA CF 702
Pichia sydowiorum
UFLA CF 732
Pichia sydowiorum
UFLA CF 759

1,95 dA

2,52 bA

1,90 eB

4,21 aB

3,22 bA

2,44 dA

2,20dB

2,11dB

2,36 dB

4,77 aA

1,53 eA

2,06 dB

3,37 bA

1,26 eB

2,07 dB

1,52 eB

3,68 cB

2,20dB

151 eB

1,76 dB

1,65dB

2,01dB

3,80 cB

0,88 eB

1,53 eB

1,93 dB
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Leveduras

Concentragdo
(10* células/mL)

Concentracao
(10’ células /mL)

Saccharomyces kluyveri
UFLA CF 768
Saccharomyces cerevisiae
UFLA CF 856
Pichia jardinii
UFLA CF 933
Pichia hostilii
UFLA CF 975.b
Pichia kluyveri
UFLA YCH 2.2
Saccharomyces cerevisiae
UFLA YCH 5.5
Debaryomyces etchellsii
UFLA YCH 5.56
Pichia fermentans
UFLA YCH 16.2
Pichia guilliermindii
UFLA YCH 155
Pichia kluyveri
UFLA YCH 192
Pichia kluyveri
UFLA YCH 194

1,83 eB

1,38 eB

1,73 eB

1,58 eB

1,56 eB

2,96 cA

2,19dA

1,44 eB

2,39dA

2,33 dA

2,40 dA

1,32 eB

1,05eB

1,22 eB

1,17 eB

1,11eB

2,13dB

1,66 dB

1,51eB

1,64 dB

1,65 dA

1,80 dA
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“Tabela 11, conclusao”

Leveduras Concentracao Concentracao
(10" células/mL) (10 células /mL)
Pichia kluyveri
2,89 cA 1,71 dB
UFLA YCH 1204
Pichia kluyveri
2,37dB 1,93dB

UFLA YCH 1207
Média 3,04d 1,93 e

Médias seguidas de mesma letra minlUscula, na cahdioadiferem entre si pelo teste de
Scott- knott (p > 0,05), analise da concentracdcedatdo a levedura. Médias seguidas
de mesma letra mailscula, na linha, ndo difereme esitpelo teste de Scott-knott (p >

0,05), analise da levedura em relacéo a conceotraca

Os isolados Pichia guilliermondii UFLA CF493, Saccharomyces
kluyveri UFLA CF567 ePichia sydowiorumUFLA CF732 nado apresentaram
diferencas estatisticas significativas quando demado a levedura em relacédo
as duas concentracdes utilizadas. Diante dissoneentracdo de 1Gélulas
/mL é mais efetiva em rela¢éo a inibicdo do cresnim vegetativo dos fungos
se comparada & concentracdo dé cBlulas/mL. A porcentagem de inibicao
utilizando & concentracdo de "1@élulas/mL foi 29%, 26% e 13%,
respectivamente, utilizando-se os isolados levéaturesPichia guilliermondii
UFLA CF493, Pichia sydowiorumUFLA CF732 eSaccharomyces kluyvery
UFLA CF567. Assim, em futuros testas vivo, o ideal sera utilizar a
concentracéo de 1@élulas/mL para obter resultados mais eficazes.

Dessa maneira, ha trabalhos que relatam a utibizéganicrorganismos,
como as leveduras, para poder controlar o crestineproducdo de OTA por
fungos. Ramos et al (2010), testaram o efeito &niag dos isolados das
espéciesDebaryomyces hansen{UFLA CF889 e UFLA CF847) ePichia
anomala (UFLA CF710 e UFLA CF951) sobre trés fungos filanosos

(Aspergillus ochraceysA. parasiticuse Penicillium roqueforfi. As leveduras
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inibiram a esporulagdo, mas ndo interferiram neaineento micelial. Outro
resultado observado foi que, utilizando diferertescentracfes celulares das
leveduras, eles obtiveram diferentes graus dec#iibitrazendo a ideia de que
concentracdo celular inicial do microrganismo aotégta parece ser um dos
fatores que interfere no grau de inibicao.

Ha diferentes mecanismos utilizados pelos agentéagenistas no
controle do crescimento fangico. Um exemplo € adpgdo de alcool por
Saccharomyceserevisiag(FIALHO et al., 2010)Nesta espécie, a fermentagéo
alcodlica supera a respiracdo, quando esse micisrga encontra-se na
presenca de concentragfes elevadas de glicose onessamdo em condigbes de
aerobiose. A acumulagcdo de alcool na presenca dgéma pode ser
considerada uma estratégia evolutiva utilizada algumas leveduras para
aumentar a competitividade e assim inibir o deseimento de outros
microrganismos (FIALHO et al., 2010; MACLEAN; GUDHL2006; PISKUR
et al., 2006; PFEIFFER; SCHUSTER; BONHOEFFER, 2001)

4.2 Avaliagéo da producéo de esporos

Visto que os esporos sdo estruturas reprodutiveexasdas de fungos
filamentosos e que também podem apresentar actdeuloxinas (GUZMAN-
DE-PENA; HERRERA, 1997), foi realizada a contagessshs estruturas neste
estudo.

A contagem foi feita utilizando a Camera de Neuha@issim, tanto o
controle (placas apenas com o fungo) quanto asaplae leveduras em
cocultivo com os fungos foram utilizadas para afernimero de esporos que
haviam crescido nos meios de cultivos. Em relagéis@ado deA. ochraceus,
apoés ser realizada a suspensdo de esporos e qoséste observado em

microscopio 6tico, ndo foi possivel diferenciaresporos do fungo das células
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de leveduras. Os esporos Aleochraceusram pequenos, ligeiramente lisos e
apresentavam a colora¢do semelhante as levedtaagém aos brotos (células
mais jovens das leveduras). Desta maneira, a afedo grau de inibicdo da
producéo de esporos foi realizada quando as lexsedaram cocultivadas com
os isolados dé\. carbonarius2 e 8 CSP3-25. Os esporos de A. carbonarius
apresentaram uma coloracdo marrom escuro a pretaite rugosos, o que
permitia a diferenciacéo desses em relacéo aseélak leveduras (Figura 5).
Essa coloracdo preta dos esporos, dos fungos @ Neyi, confere

protecdo a luz solar e a radiacdo UV, fornecendsimasima vantagem
competitiva em regides de clima quente (PITT; HOO®J 1997).

Figura 5 A- Levedura Pichia sydowiorumJFLA CF732 em cocultivo com o
fungo A. ochraceusSCM1.9, evidenciando a esporula¢do do fungo;
B- Campo de visao através de uma lupa, sendo posdiselvar a
presenca de esporos

Trinta e dois isolados de leveduras, isoladas @ ealo cacau, foram
testados em duas diferentes concentracdes cel{#@fes 10 células/mL) a fim
de se avaliar o potencial na inibicdo da produgéicesporos déspergillus
carbonarius (2 e 8CSP3-2) éAspergillus ochraceugSCM 1.9), porém no
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isolado SCM 1.9, nao foi possivel fazer essa ag@haO grau de inibi¢cdo foi

determinado considerando-se o controle positivocch@9% (Tabela 12).

Tabela 12 Somatério do niumero de esporos em logn¥ de inibicdo da
producéo de esporos dos isolados de A. carbon@ies8BCSP3-25),
em relagdo as 32 cepas de leveduras isoladastde &ta café e do

cacau, nas concentracdes dédad células /mL

X do nimero de esporos em log/mL e % de inibi¢do gaoducado de esporos dos

isolados deA. carbonarius (2 e 8CSP 3-25)

Leveduras Cel. 2 8CSP 3-25
mL*
Pichia guillermondii 10° 6,26 (13,12%) 6,52 (3,84)
UFLA CF 381
10’ 5,64 (21,70%) 5,77 (14,90%)
Debaryomyces polymor phus 10* 6,53 (9,21%) 6,49 (4,28%)
UFLA CF 384
107 6,83 (4,73%) 0 (100%)
Debaryomyces polymorphus ~ 10° 6,56 (8,94%) 6,57 (3,10%)
UFLA CF 385
10’ 6,49 (9,87%) 6,14 (9,44%)
Pichia guillermondii 10* 6,64 (7,85%) 6,25 (7,82%)
UFLA CF 397
107 6,01 (16,53%) 6,01 (11,36%)
Pichia holstii 10* 7,00 (2,73%) 6,54 (3,54%)
UFLACF 441b
107 6,81 (5,42%) 0 (100%)
Pichia guillermondii 10* 6,09 (15,42%) 6,53 (3,69%)
UFLA CF 493
107 6,09 (15,42%) 6,24 (7,97%)
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X do nimero de esporos em log/mL e % de inibicdo daoducédo de esporos dos

isolados deA. carbonarius (2 e 8CSP 3-25)

Leveduras Cel.mL? 2 8CSP 3-25
Pichia anomala 10* 5,92 (17,71%) 0 (100%)
UFLA CF 507
10’ 0 (100%) 0 (100%)
Pichia anomala 10* 6,51 (9,59%) 6,58 (2,95%)
UFLA CF 508
10’ 6,27 (12,91%) 6,55 (3,40%)
Pichia burtonii 10* 6,47 (10,14%) 0 (100%)
UFLA CF 553
10’ 6,46 (10,28%) 0 (100%)
Saccharomyces kluyveri 10* 6,81 (5,42%) 0 (100%)
UFLA CF 567
10’ 6,13 (14,87%) 6,56 (3,15%)
Pichia burtonii 10* 7,01 (2,63%) 6,70 (1,18%)
UFLA CF 605
10’ 6,66 (7,50%) 6,28 (7,38%)
Debaryomyces hansenii 10* 6,40 (11,12%) 6,52 (3,83%)
UFLA CF 640
10’ 6,20 (13,88%) 6,17 (9,00%)
Debaryomyces hansenii 10* 5,67 (20,00%) 6,38 (5,90%)
UFLA CF 641
10’ 6,25 (13,20%) 6,77 (0,15%)
Debaryomyces hansenii 10* 5,93 (17,64%) 6,51 (3,99%)
UFLA CF 642
10’ 5,90 (18,06%) 0 (100%)
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“Tabela 12, continua”

X do nimero de esporos em log/mL e % de inibicdo daoducédo de esporos dos
isolados deA. carbonarius (2 e 8CSP 3-25)

Leveduras Cel. 2 8CSP 3-25
mL*
Debaryomyces polymorphus 10° 5,48 (18,75%) 6,62 (2,36%)
UFLA CF 650
10’ 6,07 (15,70%) 5,87 (13,43%)
Debaryomyces hansenii 10* 6,85 (4,87%) 6,83 (8,62%)
UFLA CF 693
10’ 6,69 (7,08%) 6,51 (3,99%)
Pichia anomala 10* 0 (100%) 0 (100%)
UFLA CF 702
10’ 5,77 (100%) 0 (100%)
Pichia sydowiorum 10* 6,11 (15,14%) 6,14 (9,44%)
UFLA CF 732
10’ 6,23 (13,47%) 0 (100%)
Pichia sydowiorum 10* 6,47 (10,14%) 6,53 (3,69%)
UFLA CF 759
10’ 5,97 (17,09%) 0 (100%)
Saccharomyces kluyveri 10* 6,59 (8,47%) 6,51 (3,99%)
UFLA CF 768
10’ 0 (100%) 0 (100%)
Saccharomyces cerevisiae 10* 0 (100%) 0 (100%)
UFLA CF 856
10’ 0 (100%) 0 (100%)
Pichia jadinii 10* 5,30 (26,39%) 0 (100%)
UFLA CF 933
10’ 0 (100%) 0 (100%)
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“Tabela 12, continua”

X do nimero de esporos em log/mL e % de inibicdo daoducédo de esporos dos
isolados deA. carbonarius (2 e 8CSP 3-25)

Leveduras Cel.mL? 2 8CSP 3-25
Pichia holstii 107 0 (100%) 0 (100%)
UFLACF 975 b
10’ 0 (100%) 0 (100%)
Pichia kluyveri 10* 4,69 (34,86%) 0 (100%)
UFLA YCH 2.2
10’ 5,71 (20,70%) 0 (100%)
Saccharomyces cerevisiae 10* 6,53 (9,31%) 6,34 (6,49%)
UFLAYCH5.5
107 6,52 (9,44%) 6,47 (4,58%)
Debaryomyces etchdlsii 10* 5,65 (21,53%) 0 (100%)
UFLA CF 5.56
10’ 6,43 (10,70%) 0 (100%)
Pichia fermentans 10* 5,32 (26,11%) 0 (100%)
UFLA YCH 16.2
107 5,98 (16,95%) 6,35 (6,35%)
Pichia guilliermondii 10* 6,58 (8,62%) 6,07 (10,48%)
UFLA YCH 155
10’ 6,24 (13,33%) 5,77 (14,90%)
Pichia kluyveri 10* 6,83 (5,14%) 5,65 (16,67%)
UFLA YCH 192
10’ 6,14 (14,37%) 5,53 (18,44%)
Pichia kluyveri 10* 6,91 (4,02%) 6,81 (0,00%)
UFLA YCH 194
10’ 6,41 (10,98%) 6,90 (0,00%)
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“Tabela 12, conclusao”

X do nimero de esporos em log/mL e % de inibicdo daoducédo de esporos dos
isolados deA. carbonarius (2 e 8CSP 3-25)

Leveduras Cel.mL? 2 8CSP 3-25
Pichia kluyveri 107 6,41 (10,98%) 6,31 (6,94%)
UFLA YCH 1204
107 6,62 (8,06%) 6,32 (6,79%)
Pichia kluyveri 10* 7,12 (1,12%) 0 (100%)
UFLA YCH 1207
10’ 6,97 (3,20%) 6,47 (4,58%)
Controle 10° 7,20 (0,00%) 6,78 (0,00%)

¥ = somatorio

A producao de esporos foi dependente da espédaiectiia do isolado e
concentracdo de células das diferentes levedustedés (P<0.05). Nao houve

diferenca significativa nas interacdes entre awéatavaliados (Tabela 13).
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Tabela 13 Andlise de variancia para a producéosgeres considerando-se o
isolado e concentracdo de células de levedurasdteste a espéci

fingica
Fonte de variacéo GL SQ QM Fc Pr>Fc
Fungo 1 201,361784 201,361784 31,912 0,0000
Levedura 31 1197,424471 38,626596 6,122 0,0000
Concentragéo (Con.) 1 67,594875 67,594875 10,712 0014,
Repeticédo 2 271,108707 135,554353 21,483 0,0000
Fungo + Levedura 31 196,896425 6,351498 1,007 8,462
Fungo + con. 1 0,034694 0,034694 0,005 0,9409
Levedura + com. 31 227,715066 7,345647 1,164 6,259
Fungo+Levedura+Con. 31 159,970014 5,160323 0,818 7440,
Erro 254  1602,721627 6,309928 - -
Total corrigido 383 3924,827662 - - -
CV(%) = 74,79
Média geral: 3,1610677 NUonee observagbes: 384

Conc= Concentracao de células de leveduras

A média do nimero de esporos, em log/mL, foi difexepara os dois
isolados testados (p<0,05) (Tabela 14). O isoldasipergillus carbonariug
apresentou producdo de esporos 38% superior codgparam o isolado
A.carbonarius8CSP 3-25 indicando que para o primeiro isoladavbanenor

grau de inibicdo pelos isolados de leveduras.

Tabela 14 Média geral do nimero de esporos em logim relacdo aos dois
isolados déA.carbonariugisolado 2 e 8CSP 3-25)

Isolado de Fungo Média (nimero de esporos em lggmL)
Isolado 2 3,885208 a
8CSP 3-25 2,436927 b

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem eltati®nte entre si, pelo teste de
Scott-knott, a 5% de probabilidade.
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Observa-se, na Tabela 15, a média geral da prodigdsporos (log
esporos /mL), apds sete dias de incubacdo em BEZEr&, em relacdo as duas
concentracdes de leveduras {8010 células/mL) (P<0,05). Infere-se que as
leveduras na concentracéo dé€ délulas /mL apresentaram um potencial efeito
inibitério na producado de esporos, apresentandmass melhor controle dessa
producdo. Pode-se inferir que ocorreu diferencagraa de inibicdo sobre a
espécie de fungo levando-se em consideracdo a rtcag®o de células de
leveduras presentes no meio. Dessa maneira a (tmgfmnlﬁ') células /mL, é a
mais viavel para inibir ou reduzir a producao dmess independente do isolado

leveduriforme.

Tabela 15 Média geral do nimero de esporosgdpgprogmL) em relacdoa as
32 leveduras tastadas nas concentragdes 10células /mL

Concentracao de leveduras (células/mL) log esporos/mL
10* 3,741510 a
10' 2,741510 b

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem eltati®nte entre si, pelo teste de
Scott-knott, a 5% de probabilidade

Os diferentes isolados de leveduras mostraramedifass quanto ao grau
de inibicdo da producdo de esporos, refletindo eemam ou maior grau de
controle da producéo (Tabela 16). O controle ddysréo de esporos é um fator
interessante, pois além deles serem estruturaspopouzem e acumulam
toxinas, sdo agentes de dispersdo da espécie (GUZNEAPENA;
HERRERA, 1997). Em se tratando da cultura do eaf@ntrole da producéo de
esporos reflete diretamente a disseminacdo desg® foa lavoura e safra do
ano, bem como no possivel comprometimento da safyjainte, decrescendo a

qualidade sanitaria do produto. A falta de contdaequalidade sanitaria reflete
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diretamente na saude do consumidor e nas taxagpdetacdo deste produto
(DUARTE; PENA; LINO, 2009; SILVA et al., 2008).

Tabela 16 % de inibicdo da producdo de esporossdtzios deA.carbonarius
com as 32 testadas nas duas concentracdes celulares

A. carbonarius2 A. carbonarius8CSP Analise

Leveduras 3-25 estatistica
células /mL células /mL  Médias
10* 107 10* 10’
Pichia guilliermondii 13,12 21,70 3,84 14,90 4,6183 a
UFLA CF 381
Debaryomyces polymorphus 9,21 4,73 4,28 100 3,2841 b
UFLA CF 384
Debaryomyces polymorphus 8,94 9,87 3,10 9,44 4,8416 a
UFLA CF 385
Pichia guilliermondii 7,85 16,53 7,82 11,36 5,2075 a
UFLA CF 397
Pichia holstii 2,73 5,42 3,54 100 3,3941 b
UFLA CF 441.b
Pichia guilliermondii 15,42 15,42 3,69 7,97 4,6841 a
UFLA CF 493
Pichia anomala 17,47 100 100 100 0,9866 c
UFLA CF 507
Pichia anomala 9,59 12,91 2,95 3,40 5,3933 a
UFLA CF 508
Pichia burtonii 10,14 10,28 100 100 1,6150 c
UFLA CF 553
Saccharomyces kluyveri 5,42 14,87 100 3,25 5,4600 a

UFLA CF 567
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“Tabela 16, continua

A. carbonarius2 A. carbonarius8CSP Analise

Leveduras 3-25 estatistica
células /mL células /mL  Médias
10* 107 10* 10’
Pichia burtonii 2,63 7,5 1,18 7,38 3,3300 b
UFLA CF 605
Debaryomyces hansenii 11,12 13,88 3,83 9,00 4,2375b
UFLA CF 640
Debaryomyces hansenii 20,00 13,20 5,90 0,15 4,6358 a
UFLA CF 641
Debayomyces hansenii 17,64 18,06 3,99 100 2,4875 ¢
UFLA CF 642
Debaryomyces polymorphus 18,75 15,70 2,36 13,43 3,5816 b
UFLA CF 650
Debaryomyces hansenii 4,87 7,08 100 3,99 6,1841 a
UFLA CF 693
Pichia anomala 100 19,87 100 100 0, 4816 ¢
UFLA CF 702
Pichia sydowiorum 15,14 13,47 9,44 100 1,5408 ¢
UFLA CF 732
Pichia sydowiorum 10,14 17,09 3,69 100 3,7008 b
UFLA CF 759
Saccharomyces kluyveri 8,47 100 3,99 100 0,5491 c
UFLA CF 768
Saccharomyces cerevisiae 100 100 100 100 0,000 c
UFLA CF 856
Pichia jardinii 26,39 100 100 100 0, 4416 c

UFLA CF 933
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“Tabela 16, conclusao

A. carbonarius2 A. carbonarius8CSP Analise

Leveduras 3-25 estatistica
células /mL células /mL  Médias
10* 107 10* 10’
Pichia hostilii 100 100 100 100 0,0000 c
UFLA CF 975.b
Pichia kluyveri 34,86 20,70 100 100 1,3441 c
UFLA YCH 2.2
Saccharomyces cerevisiae 9,31 9,44 6,49 4,58 5,4008 a
UFLA YCH 5.5
Debaryomyces etchellsii 21,53 10,70 100 100 2,5541 ¢
UFLA YCH 5.56
Pichia fermentans 26,11 16,95 100 6,35 3,4416 b
UFLA YCH 16.2
Pichia guilliermindii 8,62 13,33 10,48 14,90 4,1833 b
UFLA YCH 155
Pichia kluyveri 5,14 14,73 16,67 18,44 3,0475b
UFLA YCH 192
Pichia kluyveri 4,02 10,98 0 0 3,3658 b
UFLA YCH 194
Pichia kluyveri 10,98 8,06 6,94 6,79 4,8508 a
UFLA YCH 1204
Pichia kluyveri 1,12 3,20 100 4,58 2,3100 ¢

UFLA YCH 1207

De acordo com os dados da Tabela 16, as levedRichga kluyveri
UFLA YCH2.2, Pichia jardinii UFLA CF933 ePichia fermentansUFLA
YCH16.2, na concentracdo de 416élulas/mL, apresentaram maior efeito

inibitério sendo de 35%, 26% e 26%, respectivamesddre a producdo de
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esporos deAspergillus carbonarius2. Em relagdo a concentracdo de’ 10
células/mL para esse mesmo isolado de fungo, asllegs que se destacaram
foram Pichia guilliermondiUFLA CF381 (22% de inibicdo) Richia kluyveri
UFLA YCH2.2 (21%). O isolad®ichia kluyveriUFLA YCH2.2 foi eficiente na
inibicdo da producdo de esporos, em ambas as domp@es celulares testadas.
Desta maneira, o ideal em futuros trabalhos ézatileste isolado na menor
concentracao de células.

Em relacdo a inibicdo de producéo de esporoa.dmrbonariusSCSP
3-25, a levedur®ichia kluyveriUFLA YCH192 quando na concentragéo dé 10
células/mL ePichia guilliermondii UFLA YCH155, Pichia kluyveri UFLA
YCH192, Pichia guilliermondii UFLA CF381, Pichia guilliermondii UFLA
YCH 155, Debaryomyces polymorphu$FLA CF650 ePichia guilliermondii
UFLA CF397 na concentracdo de’X@lulas/mL apresentaram maior efeito
inibitério de 17, 10, 18, 15, 15, 13 e 11%, respaatente. Pode-se concluir que
as leveduras do génelPichia foram as que apresentaram os melhores resultados
em relagdo a inibicdo da producao de esporos.

O problema da contaminacdo de micotoxinas se depmducdo de
esporos pelos fungos que sdo potencialmente tag@EnAssim, dentre 0s
varios produtos agricolas, o café é um dos prilzipdetados. Segundo
Taniwaki et al. (2003), a comercializacdo e taml®rwonsumo de frutos de
cafés que foram produzidos no Brasil sofreram a&gunestricdes no mercado
mundial e esse fato foi devido a frequentes comtagdies causadas por fungos
toxigénicos e por micotoxinas.

A acdo antagbnica que algumas espécies de leveekgasem sobre o
desenvolvimento de fungos filamentosos tem siddoex@a por alguns autores,
especialmente para utilizacdo em gréos armazenddaSOUD; KALTOF,
2006; PETERSSON; SCHNURER, 1998; PETERSSON €1 999).
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As leveduradichia anomala, Debaryomyces hanseniutras espécies
dos género$accharomycesandidae Zygosaccharomycgé foram relatadas
em literatura, quanto ao potencial de descontardmagle alimentos
contaminados com Aflatoxina B1, por meio da adsmrdéstas moléculas
(SHETTY; JESPERSEN, 2006). Sendo assim, pode-seluiomue essas
leveduras dos génerddchia e Debaryomycesgue apresentaram alto grau de
inibicdo da producdo de esporos, sdo candidatagueo$ estudos, podendo
assim realizar testes situ com alimentos que sdo provaveis contaminantes de
OTA, como ocorre com o café, as uvas, entre ofitnoes.

Algumas leveduras ndo apresentaram efeito antagbgitanto a
producédo de esporos, por exemplo, o isoahia kluyveryUFLA YCH194.
Dessa maneira, essas leveduras nao sdo indicatasagentes de biocontrole

deA. carbonarius

4.3 Determinacao da presenca de ocratoxina A pelo métodPlug Agar em

meio sintético com diferentes niveis de atividadeschgua (a)

A atividade de agua (f pode ser um dos fatores mais criticos que
influencia no crescimento, germinacédo e tambémstabelecimento dos fungos
em substratos ricos em nutrientes (BOURAS; KIM; ELROV, 2009).

Assim, realizou-se o cultivo dos isolados em meaiom diferentes
atividades de agua e apés sete dias de incub&&6Gfoi avaliada a producéo
da Ocratoxina A, através da Cromatografia de CarbDafigada (CCD).

A Figura 6 exemplifica um dos resultados da ané@es€CD.
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Figura 6 Fotografia da CCD evidenciando a presengaséncia de OTA nos
diversos tratamentos

Nota: Spot 2- cocultivo daspergillus carbonariu® (18 esporos/mL) @ebaryomyces
hansenii UFLA CF693 (10 células/mL); Spot 6- controle ddéspergillus
carbonarius 2 (16 esporos/mL); Spot 7- padrdo da OTA-20pL; Spot Sitrcbe
de A. carbonarius 8CSP3-25 (10 esporos/mL); Spot 13- cocultivo da.
carbonarius 8CSP3-25 (10 esporos/mL) ePichia sydowiorumUFLA CF759
(10’ células/mL); os demais spots n&o houve a produgamicbtoxina.

A producdo de OTA era claramente dependente doofeng estudo e
influenciada pelas diferentes leveduras utilizagtascocultivos com os fungos,
dependendo assim da concentracdo de células dritaganoculadas. Todos os
dois fungos controled\. carbonarius(2 e 8CSP3-25) produziram OTA, apesar
de ter apresentado uma intensidade menor se cotapampadrdo da OTA,
guando cultivados no meio YES (Figura 6), geralmerttse meio de cultivo é
considerado como um meio muito favoravel para adbimese da OTA (PITT,
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1997), devido a grande quantidade de sacarosenpeesdém do meio YES faz-
se também o uso do meio CYA (PITT, 1997).

Ha divergéncia em alguns casos em relacdo a prodiedDTA pelo
géneroAspergillus,0 quesugere que a sintese desta micotoxina é depertkente
interacdo de varios fatores ambientais e ndo apmasescimento, ou seja, a
incapacidade de produzir OTA em algumas determgadadicdes ndo justifica
assim qualquer conclusdo sobre a habilidade geash @ producdo da
micotoxina (MUHLENCOERT et al., 2004).

A producdo de micotoxinas, muitas vezes, pode rdkrenciada por
fatores ambientais que irdo regular ndo s6 os gem@® também as enzimas
envolvidas na producéo de ocratoxina A (MUHLENCORRTEI., 2004).

A presenca de microbiota competitiva e a composilghsubstrato sdo
fatores que interferem na contaminagdo por espétdesspergilluse na
producdo de OTA, além dos fatores ambientais, (KH3IA; KHATIB, 2011;
RAMOS et al., 1998).

De acordo com dados da Tabela 17, o isolRdtia guilliermondii
UFLA CF493 (106 células/mL) foi capaz de inibir a producdo da OTaando
cocultivado com o fungo no meio CYA com @ 0,984 e 0,939, porém ndo na
a, de 0,96. O isolad®ichia sydowiorumUFLA CF759 (10 células/mL) foi
capaz de inibir a producédo da OTA, quando cocutveom o fungo no meio
CYA com g, de 0,939, porém ndo nos meios cqnil@ 0,984 e 0,96

As demais leveduraRichia anomalaUFLA CF507, Pichia burtonii
UFLA CF553, Pichia anomalaUFLA CF702, Saccharomyces kluyvedFLA
CF768,Saccharomyces cerevisibf-LA CF856,ambas na concentracdo dé 10
células/mL, Debaryomyces hansenilFLA CF693, Saccharomyces kluyveri
UFLA CF768,Pichia kluyveriUFLA YCH2.2, ambas na concentracdo dé 10
células/mL,foram eficientes na inibicdo da producdo de OTA, tedps 0s
meios com ade 0,984, 0,96 e 0,939.
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Tabela 17 Avaliacdo da producéo de OTA pelo isokadcarbonarius8CSP 3-
25 em cocultivocom diferentes isolados de leveduras” (2010
células /mL) cultivados em meio CYA com diferentesres de
atividade de agua (@

Aspergillus carbonarius 8 CSP 3-25

Meio CYA
Levedura Células /mL 0,984 0,9604 0,939 3,
Pichia anomala 10° - - -
UFLA CF 507
Pichia burtonii 10* - - -
UFLA CF 553
Pichia anomala 10* - - -
UFLA CF 702
Saccharomyces kluyveri 10* - - -
UFLA CF 768
Saccharomyces cerevisiae 10* - - -
UFLA CF 856
Pichia guillermondii 10 - + -
UFLA CF 493
Debaryomyces hansenii 10’ - - +
UFLA CF 640
Debaryomyces hansenii 10 - - -
UFLA CF 693
Pichia sydowirum 10 ++ + -
UFLA CF 759
Saccharomyces kluyveri 10 - - -
UFLA CF 768
Aspergillus carbonarius 10° ++ - -

8 CSP 3-25 (Controle)

Sinal - auséncia de producdo de OTA,; sinal + e ++: pradwa OTA em diferentes
intensidades, quando comparado ao padréo OTA
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Em relacdo ao controle despergillus carbonariu8CSP3-25, o fator,a
do meio interferiu na producao da OTA estando sssatoxina presente apenas
no meio com 0,984, Tabela 17).

Os controles déspergillus carbonariug8CSP 3-25 e 2) (Tabela 17 e
18) apresentaram a mesma resposta em relacdo ac@oode OTA nos trés
meios com diferentes,aou seja, produziram a micotoxina quando cultigado

em meios com 0,984, & auséncia da OTA em meios com 0,960 e 0,939 a

Tabela 18 Avaliagdo da producdo de OTA pelo isolad@arbonarius2 em
cocultivocom diferentes isolados de leveduras' @a0d células/mL)
cultivados em meio CYA com diferentes teores daditde de agua

(a)
Aspergillus carbonarius 2
Meio CYA
Levedura Células/mL 0,9847 0,960 g, 0,939 g
Pichia guillermondii 10° - - R
UFLA CF 493
Debaryomyces hansenii 10* ++ - -
UFLA CF 693
Pichia anomala 10° - - .
UFLA CF 702
Saccharomyces cerevisiae 10* - - -
UFLA CF 856
Pichia holstii 10° - - .
UFLA CF 975b
Pichia kluyveri 10* - - .
UFLA YCH 2.2
Pichia fermentans 10° - - .

UFLA YCH 16.2
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“Tabela 18, conclusao”

Aspergillus carbonarius 2

Meio CYA
Levedura Células/mL 0,9843 0,960 g 0,939 g
Debaryomyces polymorphus 107 - ++ -
UFLA CF 385
Debaryomyces hansenii 10’ - ++ +
UFLA CF 640
Pichia anomala 10’ ++ - -
UFLA CF 702
Saccharomyces cerevisiae 10’ - - -
UFLA CF 856
Pichia jardinii 10’ - - -
UFLA CF 933
Aspergillus carbonarius 10° +++ - -
Controle 2

Sinal —: auséncia de produgdo de OTA,; sinal ++ & producdo da OTA em diferentes
intensidades, quando comparado ao padréo OTA

Em relacdo ao controle despergillus carbonariug, o fator g do meio
interferiu na produgéo da OTA estando essa micatogiesente apenas no meio
com 0,984 @ (Tabela 18).

As cepasDebaryomyces hansenilFLA CF693 (10 células/mL) e
Pichia anomalaUFLA CF702 (10 células/mL), de acordo com os dados da
Tabela 18, foram capazes de inibir a producdo dA,Q@jliando cocultivadas
com o fungo no meio CYA com,ale 0,96 e 0,939, porém néo nade 0,98.
Coincidindo assim com o resultado encontrado parantrole, apesar do fator
de retencdo do controle ter sido mais evidenteosgparado com o fungo em

cocultivo com as leveduras.



96

As leveduraDebaryomyces polymorphlis=LA CF385 eD. hansenii
UFLA CF640 ambas na concentracédo décBlulas/mL, ndo foram capazes de
inibir a producéo da OTA, quando cocultivadas cofungio ho meio CYA com
a, de 0,96, sendo que a segunda nao foi eficientbéarmo meio com,ade
0,939, apesar do fator de retencéo da OTA termiglos intenso.

O efeito da atividade de &gua, @ da temperatura no crescimento e
producdo de OTA por espéciesAlgpergillus carbonariussolados de vinhedos
europeus e australianos foi avaliado em diverstsles (BELLI et al., 2007;
CABRERA-PALACIOS et al., 2005; ESTEBAN et al., 2006EONG et al.,
2006; OUESLATI et al.,, 2010; VALERO et al.,, 2007)estes estudos,
observou-se, em geral, que as condi¢cdes favorfegs 0 crescimento desta
espécie ocorrem nas faixas de 25 a 35 °C g,@ntee 0,95 a 0,99, e a condicao
6tima para a producédo da OTA ocorre no intervald%l@ 20 °C e 0,95 a 0,98
ay-

Assim, os resultados deste trabalho condizem cenitaglos ja citados
na literatura, visto que ambos Asarbonarius(isolado 2 e 8CSP 3-25) foram
capazes de crescer no meio com 0,984 produzirem a OTA nessa condicao

Tassou et al. (2007) avaliaram o efeito da tempexat da atividade de
agua (@) na taxa de crescimento e producdo de @Wtro de dois isolados de
Aspergillus carbonariusna Grécia. Esses autores observaram que os dois
isolados cresceram a 30 — 35 °C,ala 0,96, enquanto que a produ¢cdo maxima
de OTA ocorreu em condi¢cBes subétimas de crescin{ébt— 20 °C) e gentre
0,93 e 0,96. Dessa maneira, condiz com alguns taegesl que foram
encontrados visto que as levedupPashia guilliermondiilUFLA CF493 ePichia
sydowiorumUFLA CF759, crescidas em cocultivo cémpergillus carbonarius
8CSP3-25, produziram OTA nos meios com 0,96 B paraAspergillus
carbonarius2 juntamente com as levedui@asbaryomyces polymorphis=LA
CF385 eD. hanseniiUFLC CF640 também produziram OTA no meio com a
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mesma atividade de agua. Assim, pode-se dizer spas deveduras ndo seriam
boas para inibir a produgdo de OTA em fungos deaéaspAspergillus
carbonarius

Pode-se inferir que os isolad@accharomyces klyvellFLA CF567
(10* células/mL), no meio YES com 0,964, & o isoladoDebaryomyces
hansenilUFLA CF693 (10 células/mL), no meio YES com 0,945 a&o foram
eficientes para inibir a producdo da OTA (Tabelp 19

Os demais isolados de leveduras, nas suas dewidesrdracdes, foram
capazes de inibir a producdo da OTA produzida pOMSL.9 (Aspergillus
ochraceus

Segundo estudos, a espédisspergillus ochraceys produtora de
ocratoxina em café, desenvolve-se em temperatura 8fC e 37 °C , sendo
que a temperatura 6tima esta na faixa de 24 - 3£6@ a atividade de agua
minima de 0,76 a 25 °C, sendo guedéima esta na faixa de 0,95 - 0,99 e pH
entre 3-10 (PALACIOS-CABRERA et al., 2005; PITT; BRING, 1997).

Apesar da espécid. ochraceusdesenvolver-se a partir de 0,76 de
atividade de agua, a OTA é produzida a partir 86,6sendo @a6tima de 0,97.
Com relacéo ao fator temperatura na qual ocornedugao da toxina, essa se
situa entre 12 °C e 37 °C, sendo que a otima é5d&C2e o pH 6timo de

producdo encontra-se entre 5 - 6 (MOSS, 1996).
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Tabela 19 Avaliagdo da produgédo de OTA pelo isoldochraceusSCM 1.9
em cocultivo com diferentes isolados de leveduras (¥ 10
células/mL) cultivados em meio YES com diferentesrés de
atividade de agua (n

Aspergillus ochraceus SCM 1.9

Meio YES
Levedura Células/mL 0,976 @ 0,964 g 0,945 g,
Pichia guilliermondii 10* - - -
UFLA CF381
Pichia burtoni 10* - - .
UFLA CF553
Saccharomyces kluyveri 10* - ++ -
UFLA CF567
Debaryomyces hansenii 104 - - -
UFLA CF693
Pichia kluyveri 104 - - .
UFLA YCH155
Pichia kluyveri 104 - - .
UFLA YCH192
Pichia kluyveri 104 - - .
UFLA YCH1204
Saccharomyces kluyveri 107 - - -
UFLA CF567
Debaryomyces hansenii 107 - - +
UFLA CF693
Aspergillus ochraceus 10° +++ - -

Controle SCM 1.9

Sinal -: auséncia de producdo de OTA,; sinal +, +++&: producdo da OTA em
diferentes intensidades, quando comparado ao p&irao




99

A atividade de agua realmente é um fator que inflizena producéo da
OTA, uma vez que no controle a presenca da toxdnaldtectada somente
quando o fungo foi cultivado em meio de cultura €)Bv6 de g

Diante desses resultados da producdo de OTA, padebservar qué.
ochraceug mais sensivel do gée carbonariusou seja, menos competitivo.

4.4 Afericdo do pH

O crescimento fungico e a producdo de micotoxirgeddem de uma
complexa interac@o entre diversos fatores, taisocatividade de &gua (g
temperatura, fatores nutricionais, pH, tipos dedptas alimentares, tempo de
armazenamento, dentre outros fatores (ANLI; ALK2B10; GARCIA et al.,
2011; LASRAM et al., 2010; PATERSON; LIMA, 2010).

Ao aferir o pH dos meios de cultivo com os isoladdsgicos
cocultivados com as leveduras, pbde-se observarhguee diferenca nos
valores de pH.

E possivel observar diferenca no crescimento eugémde esporos de
Aspergillus carbonariu2 (1 células/mL) cocultivado conichia burtonii
UFLA CF605 em pH 2 e em pH 4 (Figura 7). Ambos okivos foram feitos
com 0s mesmos isolados, no mesmo meio de cultie om o pH ajustado
para 5,6, porém o isolado de levedura foi cultivdeiodo concentracdo de
células de 1Dcélulas/mL e 10células/mL. A diferenga na concentragdo de
células do antagosnista foi suficiente para altermH do meio de cutlura e
consequentemente interferiu no crescimento e pémde esporos do isolado
fingico. Percebeu-se, portanto, que quamichia burtonii UFLA CF605
apresentava concentracdo dé ddulas/mL, houve um melhor efeito inibitorio

sobre o crescimento e sobre a esporulacéo degfe.fun
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Figura 7 Fotografia a esquerda cocultivo Aspergilus carbonariu® (16
esporos/ mL) @ichia burtoniiUFLA CF605(1d células/ mL) pH 2;
a direita cocultivo despergilus carbonariug (17 esporos/ mL) e
Pichia burtoniiUFLA CF605 (10 células/mL) pH 4

Segundo Abubakar et al. (2013), quando a espéapergilllus
parasiticusfoi cultivada em meios com diferentes valores He gonseguiram
observar que a maior formacao de esporos se dpH Boe 0 menor ndmero de
esporos e formacgao micelial se deram no pH 10¢camdio que o meio alcalino
maior ndo € indicado para o desenvolvimento desséce. Assim, uma analise
semelhante pode ser feita, visto que no maior WEqH o crescimento micelial
foi relativamente menor e a producéo de esporcsusente.

Semelhante adéspergillus niger A. carbonariusnaturalmente produz
acido citrico e acidifica 0 seu meio ambiente (P&PANNI, 2007; WEYDA et
al., 2014). Sendo assim, possivelmente o abaixanwmipH do meio em que
estava no inicio do experimento ajustado para 5p@seriormente, decaiu para
pH 2 e 4, foi devido & produgéo de acido citricto psolado deAspergilus
carbonarius2.
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4.5 Acompanhamento por microscopia éptica da germinacéde esporos de
Aspergillus carbonarius 2 cocultivado comDebaromyces hansenii UFLA
CF693.

O acompanhamento da germinacdo de esporos Asigergillus
carbonarius 2 cocultivado com Debaryomyces hansenilJFLA CF693
utilizando-se um sistema de captura de imagem adogm microscépio 6ptico
foi realizado por 16 h (Figura 8). Sendo possiealizar 0 monitoramento do
local onde se encontrava a amostra, a tempergiteaesntou algumas variagdes
gue se deram no intervalo de 22,9 °C a 27,1 °C eetagdo a umidade essa
variacao foi de 36,7 a 37,1.

Apés 20 minutos de inoculacdo de ambos os isolals®rvou-se que
algumas leveduras ja se encontravam em brotamidetie mesmo tempo, foi
possivel observar que o0s esporos apresentavam-sdifenentes estagios de
maturacdo. Foi possivel acompanhar o crescimentesporo do fungo e
também visualizar um grande aumento na quantidadeétlilas de leveduras
(Figura 8B e 8C). Aproximadamente apos 16 horamdgbacéo (Figura 8D),
foi possivel observar o aumento da extensao dashifdo aparente a formacao
de nucleos. A extensdo das hifas ndo foi homog&®ajo possivel detectar
alguns esporos com menor extensdo da hifa. Sotfiferanca de extensédo das
hifas, pode-se inferir que as células de levedestes/am competindo por espaco
ou até mesmo por nutrientes, que ocasionaria ustiorento lento da hifa, as
fotos estdo num aumento de 40X.



Figura 8 Competicdoin vitro entre Aspergillus carbonarius2 (uva) e
Debaromyces hansenilFLA CF 693(café arabica), aumento de 40x

Nota: A- Células da levedura e esporos do fungo ap0ds aileagho.B- Aumento na
quantidade de células de levedura e comeco da igegao dos esporos de
carbonarius.C-Acompanhamento da germinacao dos espords. @arbonarius.
D- Observagdo do aumento da hifa emitida pelo espe#fo carbonariussendo
possivel observar a formacdo de nucleos, ap6s iapgdamente 16 horas de
incubagéo. Ha também um esporo que ndo apresemstimento muito extenso
da hifa. Imagens obtidas utilizando-se BioStatidrQ (Nikon).

Souza (2010), utilizando extratos ddadosporium cladosporioides
(Fresen) de Vries, observou que ocorreu reduc¢do tengerminacao quanto na
esporulacéo dos fungédspergillus ochraceygs\spergillus nigerFusarium spe
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Penicillium sp. Observou inicio da germinacdo de conidios Adgergillus
ochraceusG. Wilh, apds 12 horas de incubag&o, em meio dereubA (Agar
Agua), e deAspergillus nigerTiegh apdés 18 horas de incubagdo. Um tempo
intermediario (16 horas) foi observado pélocarbonarius2 nas condi¢des de
ensaio realizadas aqui.

A presenca de leveduras no café tem sido atribafiddéores benéficos,
pois estudos apontam para o potencialPiehia spe Debaryomyces sma
inibicdo do desenvolvimento de fungos filamento®®AMOS et al., 2010).
Assim como no trabalho feito por Ramos et al. (20d6ncluimos que a
leveduraDebaryomyces hanserilFLA CF693, isolada de café arabica, pode
ser uma estirpe potencial para ser utilizada narglenbioldgico de fungos do
géneroAspergillus visto que, quando cocultivada cofn carbonarius2, A.
carbonarius 8 CSP3-25 eA. ochraceusSCM1.9, foi eficaz na inibicdo da

producao de OTA.
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5 CONCLUSOES

A partir das metodologias empregadas neste estade-ge concluir

que:

a)

b)

d)

e)

O isoladoAspergillus ochraceuSCM 1.9 apresentou o menor valor
médio do diametro de colbnia, representando assaiornefeito
inibitério dos isolados de leveduras sobre seuctresmto. Em
média houve inibicdo de 53% em relagéo ao conpasitivo;

A porcentagem de inibicdo do crescimento miceliad média,
utilizando a concentracéo de’Ilulas/mL foi, respectivamente, de
29, 26 e 13%, quando em cocultivo com os isolagesduriformes-
Pichia guilliermondii UFLA CF493, Pichia sydowiorumUFLA
CF732 eSaccharomyces kluyvedFLA CF567. Assim, em futuros
testesn vivo, o0 idealsera utilizar essa concentracdo de células para
maior eficiéncia da inibicdo;

O isoldado Aspergillus carbonarius2 apresentou, producédo de
esporos 38% superior, quando comparado com o olad
A.carbonariusS8CSP 3-25;

Pichia kluyveriUFLA YCH2.2 foi eficiente na inibicdo da producao
de esporos, independente da concentracao celidial.in

Leveduras do génei®ichia foram as que apresentaram maior efeito
inibitério na producéo de esporos;

Em relacdo a inibicdo da producado da OTA, a lexadue coincidiu
entre os trés isolados despergillusfoi: Debaryomyces hansenii
UFLA CF693. E a maior inibicdo da produgcdo de OTeAreeu nos

meios com 0,94,a
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g) No cocultivo deAspergillus cabonariug (17 esporos/mL) @ichia
burtonii UFLA CF605 (18 células/mL) em pH-2, o fungo
apresentou um crescimento de 86% menor em relacéordrole e
sem inibicdo da producéo de esporos, 0 que podefagbrecendo a
contaminacdo de algum alimento que estivesse na. gPltando o
mesmo isolado de levedura foi cocultivado com déulas/mL e
pH-4, observou-se um melhor efeito inibitério sobrerescimento e

a esporulagdo deste fungo.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A levedura Debaryomyces hansenWWFLA CF693, isolada de café
arabica, e a leveduRichia kluyveriUFLA YCH2.2, isolada do cacau, ambas
podem ser estirpes potencias para serem utilizadasontrole biolégico de
fungos do génerdspergillus Em relacdo a primeira, pode-se observar que,
quando cocultivada com. carbonarius2, A. carbonarius8 CSP3-25 eA.
ochraceusSCM 1.9, apoés a realizagdo da Cromatografia dea@arbelgada,
pode-se constatar que foi eficaz na inibicdo dayg#@o de OTA. Em relacdo a
segunda, essa foi eficiente na inibicdo da proddedesporos independente da
concentragéo celular inicial.

Seréo feitas futuramente analises, utilizando Ctogmnafia Gasosa, para
poder avaliar 0os possiveis compostos organicosteisl& &cidos organicos
produzidos por essas cepas e que podem ser osnsaspis pelo efeito

inibitério na producéo do crescimento micelial,argdo de esporos e OTA.
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