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RESUMO

Asaflatoxinas constituem o grupo de metabdlitos secundarios produzidos princi pal mente pel os Asper gillus
flavus, A. parasiticus e A. nomius. Foi investigado o efeito isolado das leveduras Saccharomycopsis
schoenii e S crataegensis na producéo de aflatoxinas B, e G, em amendoim, cultivar IAC Caiapo. As
amostras de amendoim in natura e previamente autoclavadas foram inoculadas com A. parasiticus (1,6 x
10°esporos.mL 1) eculturadasleveduras (1,6 x 10 células.mL?), seguido deincubacdo a 25°C durante sete
dias. Foram realizados dois experimentos: no primeiro o fungo filamentoso e aslevedurasforam inoculados
simultaneamente. No segundo, a levedura foi inoculada 3 h antes da adi¢do de fungo filamentoso. A
quantificacdo das aflatoxinasfoi executadapor cromatografiaem camadadel gada. A producdo das aflatoxinas
B, eG, foi reduzida na presencadas |eveduras. A porcentagem de redugéo da concentragéo das aflatoxinas
foi maior quando a suspensdo do fungo foi adicionada 3 h apds ainoculacdo da suspensio de leveduras.
O decrescimo da concentragdo de aflatoxina B, atingiu 89,3% e 82,6%, respectivamente na presenca de
Sschoenii e de S crataegensis. Os niveis de aflatoxina G, foram reduzidos em 91,2% na presenca de S
schoenii e em 93,2% quando S.crataegensis foi inoculada.

Palavras-chave. controle biol 6gico, fungos, aflatoxinas.

ABSTRACT

Aflatoxins are a group of secondary metabolites produced mainly by Aspergillus flavus, A. parasiticus
and A. nomius. The effect of S schoenii and S. crataegensisin the production of aflatoxin B1 and G1 in
peanuts, cultivar IAC Caiapb was investigated. Previously autoclaved and in nature peanuts samples
wereinoculated with A. parasiticus (1.6 x 10° spores.mL*) and yeast cultures (1.6 x 10° cells.mL 1), followed
by incubation at 25°C for seven days. Two experiments were carried out: for thefirst one, the filamentous
fungi and the yeast suspensionswereinocul ated simultaneously. In the second experiment, the filamentous
fungi wereinoculated 3 h after yeastsinoculation. Aflatoxin quantification was performed by thin layer
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chromatography. The production of B, and G, aflatoxin was reduced in the presence of the yeasts. The
percentage of reduction in aflatoxin concentration was higher when the filamentous fungus wasinocul ated
3 h after adding yeast suspension. The reduction of B, aflatoxin concentration came to 89.3% and 82.6%,
in the presence of S. schoenii and S crataegensis, respectively. The G, aflatoxin levels were reduced in
91.2% in the presence of S. schoenii and 93.2% in the presence of S crataegensis.

K ey words. biological control, fungi, aflatoxins.

INTRODUCAO

Aflatoxinas sdo produtos do metabolismo secundario de
Aspergillus flavus, A. parasiticus e A. nomius, ocorrendo, na
grande maioriados casos, apds afase de crescimento exponencia
dos fungos, sendo descritas como tendo atividade
imunossupressora, teratogénica e hepatocarcinogénical? .

A contaminagd@o de alimentos com aflatoxinas é mais
freqliente em regides tropicais e semitropicais, como o Brasil,
sendo as aflatoxinas B, e G, as de maior ocorréncia. A literatura
publicada esta repleta de informacdes sobre a incidéncia de
aflatoxinasem alimentos naturais e processados, principal mente
em gréos, como o amendoim, em niveisquevariamde1a100ng.g?
Ou superiores®,

O controle dasmicotoxinas, e em especia dasaflatoxinas,
ap6s mais de 40 anos de sua descoberta, ainda ndo apresentou
um modelo seguro, eficaz e de solucdo definitiva. Numerosas
estratégias para a prevencdo, detoxificagdo ou inativagdo das
aflatoxinas tém sido utilizadas, como separagdo mecénica de
graos, calor, utilizacdo de adsorventes, microondas e irradiacdo
gama*®.

Com o crescente aumento no consumo de alimentos
isentos de agrotéxicos, devido a uma maior preocupacdo do
consumidor com a qualidade de vida e salde, produtores tém
buscado alternativas de controle de doencas que ndo depreciem
o valor final do produto e que atendam as necessidades do
mercado. Neste contexto, o controle biol6gico de patdgenos se
apresenta como uma alternativa®.

Algunsmicrorganismos sdo capazes dediminuir ou inibir
aproducdo de aflatoxinas por espécies toxigénicas de A. flavus
e A. parasiticus. As bactérias Lactobacillus casei e
L. rhamnosus, asleveduras Pichia guillermondii, Kluyeromyces
sp, Saccharomyces cerevisae e os fungos, tais como, A. oryzae,
A. niger e Rhizopus oryzae, tém sido descritos como capazes de
inibir o crescimento de cepas toxigénicas de Aspergillus, bem
como a producéo de aflatoxinasts.

Normalmente o controle biolégico utiliza fungos,
bactérias, virus e insetos. Nos Ultimos anos, as leveduras tém
despertado o interesse de estudiosos, pois apresentam diversas
caracteristicas que podem ser exploradas no desenvolvimento
de estratégias de controle'®. Leveduras em geral sdo de facil
cultivo, com grande habilidade de colonizagdo de substratos
vegetais, permanecendo viavels nestes substratos por grandes
periodos de tempo em diferentes condi¢fes ambientais, ndo
formam esporos alergénicos e normalmente ndo produzem
substancias toxicas'’°.
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Diversas espécies de leveduras vém sendo utilizadas
com sucesso como agentes de controle bioldgico. Candida
oleophila e Pichia membranifaciens contra Botrytis cinerea
causador do bolor cinzento em uvas, Debaryomyces hansenii
contra Penicillium digitatum também em uvas; Pichia
guillermondii contra Botrytis, Rhizopus, Penicillium e
Alternaria que degradam o tomate; Cryptococcus laurentii,
Cr. flavus e Cr. albidus que controlam as popul ages de Mucor
em péras,; Candida sake contra B. cinerea e Rhizopus nigrans,
que sdo os principais causadores de doengas pos-colheita em
Magas?2,

O parasistismo e a degradacdo das hifas do fungo
patogénico pelos antagoni stas tém sido vinculados a aderéncia
das células da levedura as hifas dos fungos e a elevada
producdo de glucanase a partir de diferentes fontes de carbono.
A presenca natural de vérias espécies de leveduras, bem como
autilizacéo de alimentos preparados com esses organismos pela
populagdo, sdo fatores que contribuem para a aceitagéo de
vegetais tratados com estes microrganismos nos diversos
mercados do mundo®.

O primeiro relato descrevendo a penetragdo deum fungo
filamentoso por umalevedurafoi realizado por Kreger-van Rij e
Veenhuis®, masfoi o trabalho de Lachance e Pang®, o primeiro
a descrever a penetragé@o e identificar esse fendbmeno como
predacdo. A capacidade de predar foi observadaem espéciesdo
género Saccharomycopsis incluindo Candida amapae, uma
levedura anamorfica (sem fase sexual conhecida), também
pertencente a este género, como determinado por
sequienciamento das regides D1 e D2 da substancia maior do
DNA ribossomal%.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia das
leveduras Saccharomycopsis schoenii e S.crataegensis na
producéo de aflatoxinas B, e G, por uma cepa toxigénica de
Aspergillus parasiticus, em amendoim in natura e previamente
autoclavado.

MATERIAL E METODOS

Espéciesdeleveduras

As leveduras estudadas neste trabalho foram a
Saccharomycopsis schoenii UWO (PS) 80-91 isolada de seiva
deavela(Quercussp) eaS crataegenssUFMG-DC 19-2isolada
de fruto de pameira na Estacdo Ecoldgica da Universidade
Federal de Minas Gerais. Encontram-se depositadas na colecéo
de cultura de leveduras tropicais do Laboratério de Ecologiae
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Biotecnologia de Leveduras (I nstituto de Ciéncias Bioldgicas -
UFMG).

I soladofiingico

O fungo a ser controlado foi a cepa de A. parasiticus
IMI 242695 (International Mycological Institute, Inglaterra)
isolado de produtos alimenticios e produtor de aflatoxinas. Esta
depositado na colecdo de cultura de fungos do Laboratério de
MicologiadaFundacéo Ezequiel Dias.

Amendoim

Utilizaram-se neste trabalho aproximadamente 6 kg de
gréosdeamendoim, cultivar |AC Caiapd, cultivado no Instituto
Agrondmico de Campinas (SP), safra2005/2006.

Preparacdo dosinéculos

Asleveduras preservadas em meio GY MP (glicose 1%,
extrato de levedura 0,5%, extrato de malte 0,3% e fosfato
monobasico de potassio 0,2%) foram repicadas para agar
Sabouraud (glicose 2%, peptona 1%, extrato de levedura 0,5%
agar 1,5%) suplementado com cloranfenicol (100 mg.L?) e
mantidas a 25°C por 4 dias. Em seguida foram novamente
repicadas no mesmo meio para obtencao de biomassa e
incubadas por 48 h a 25°C. Apds este procedimento as células
foram retiradas com o auxilio de uma al¢a bacteriolégica e
transferidas para tubos de ensaio contendo caldo GY (extrato
de levedura 0,01%, glicose 1%)%. A concentracdo celular foi
estimadacom umaCéamarade Neubauer e gjustadaparal,6 x 108
céulasmL™,

A. parasiticus foi crescido em placa com meio Czapek
(nitrato de sbdio 4%, cloreto de potéssio 1%, sulfato demagnésio
1%, sulfato ferroso 0,02%, fosfato de potéssio dibasico 2%,
sacarose 3%, sulfato de zinco 1%, sulfato de cobre 0,5%, agar
2%) a25°C por 7 dias. Seguiu-seinoculacdo parao meio GY EP
(glicose 2%, extrato delevedura0,3% e peptona1%) eincubacdo
a 25°C por 7 dias’. A suspensdo de esporos foi preparada
adicionando-se Tween 80 0,1% e aconcentracdo foi determinada
em Camarade Neubauer e gjustadapara 1,6 x 10° esporos.mL*

Inoculagdo
Gréos de amendoim (15g) in natura ou autoclavados a

120°C por 15 min foram inoculados com 2,5 mL da suspenséo
de S. schoenii e 2,5 mL da suspensédo de esporos de A.
parasiticus. A adicdo da suspensdo de A. parasiticus foi
realizada imediatamente apds a inoculacdo da cultura de
levedura (experimento 1) e apds 3h da inoculacdo da mesma
(experimento 2). Estas etapasforam realizadas com 5 repeticdes
cada. O mesmo procedimento foi adotado comalinhagemde S.
crataegensis.

Também foi incluido nas avaliagdes um grupo controle
constituido somente da inoculagcéo de suspensdo de esporos
de A. parasiticus, em graos de amendoim in natura e
autoclavados.

Extracdo equantificacdo dasaflatoxinas

A extragdo das aflatoxinas B, e G, e a purificagdo dos
extratos foram feitas segundo o método descrito por Vaente
Soares e Rodriguez-Amaya®®. Posteriormente, as aflatoxinas
foram separadas, i dentificadas e quantificadas por cromatografia
em camadadelgada (CCD), em placasdesilicagel 60G, 20x 20cm
(Merck), sem indicador fluorescente, espessura de 0,25 mm,
utilizando-se como fase movel tolueno:acetato de
etila:cloroformio:acido formico (70:50:50:20, v/viviv),
recomendado por Gimeno?®. Os extratos das amostras foram
ressuspendidos em benzeno:acetonitrila(98:2), em volumes que
variavam de 100 a 1000uL. Para aplicacéo na placa de CCD
foram utilizados volumes que variaram de 2 a 10uL. Para
elaboracéo da curva de calibracdo das aflatoxinas foram
utilizados volumes das solucdes padrdo de concentragéo
conhecida (Sigma Chemicals Co, St. Loius, MO), sempre com
um minimo de 4 pontos. A quantificacdo das aflatoxinas foi
feitapor medidas dasintensidades das fluorescéncias dos spots
dasamostras e de padrdes, em Densitdmetro Shimadzu, modelo
CS9301PC, Japao, com |lampada de xenbnio, em leituralinear,
comfeixe 0,4 x 5,0 mm ealtasensibilidade de fluorescéncia. Os
niveis de aflatoxinas nas amostras foram calculados a partir do
calculo das éreas dos picos das aflatoxinas referentes aos
extratos das amostras e das solucfes padréo de aflatoxinas.

Nestas condicdes de andlise, Prado® verificou que os
limites de deteccdo e quantificacdo paraa aflatoxina B, foram
0,90ug.kg*el,1ug kg eparaaflaoxinaG, 1,0ugkg*el,2ugkg?,
respectivamente. Val ores médios de recuperacado e coeficientes
de variaggo para aflatoxina B, foram 97,2% e 11,7% e para
aflatoxinaG, 99,8% e 15,0%, respectivamente.

AndliseEdtatistica

O dédlineamento experimental utilizado foi inteiramente
casualizado, com cinco repeticdes e 10 tratamentos. Os
tratamentosforam instalados em um esquemafatorial constituido
por cinco formas de inoculagéo (1) Controle: somente o fungo;
(2) Fungo + S schoeni tempo O; (3) Fungo + S. schoeni tempo T;
(4) Fungo + S crataegensistempo O; (5) S crataegensistempo T
eem doistiposdeamostra: in natura eautoclavada. Osresultados
obtidosdeaflatoxinaB, eG, sofreram transformages|ogaritmicas,
uma vez que foi observada instabilidade da resposta, isto €,
aumento da proporcionalidade entre as médias dos grupos
experimentai's e seus respectivos desvios padrdes, configurando
ando conformidade com os pré-requisitosexigidosparaaandise
de variéncia. Os dados obtidos foram submetidos a andlise de
variancia e comparacdo das médias pelo teste de Tuckey
(P<0,05)*

RESULTADOS E DISCUSSAO

Observa-se que a produgdo das aflatoxinas B, e G, foi
reduzida na presenca das leveduras (Tabela 1).
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Tabela 1. Médias de aflatoxinas B, e G, (ug.kg™) produzidas por Aspergillus parasiticus (Ap) IMI 242695 ap6s inoculagéo de
Saccharomycopsis schoeni (Sc) e S. craetaegensis (Cr), em amendoim | AC Caiapd, in natura e autoclavado, em diferentesformas

de inoculag&o.

AflatoxinaB, (ug.kg’)*

AflatoxinaG, (ug.kg’)*

Formas de inoculagéo In natura Autoclavado In natura Autoclavado
Controle (Ap) 1374Ch 8483Aa 2914Ch 19861Aa
Ap + Sctempo 0 769Bb 6469Aa 1861Ch 18387ABa
(44%) (23.9%) (36,1%) (7,4%)
Ap+Sctempo T 205Ab 5863Aa 256Ab 17442 ABa
(89,3%) (30,9%) (91,2%) (12,2%)
Ap+ Crtempo0 444Bb 6238Aa 697Bb 10617Aa
(67,7%) (26,5%) (76%0) (46,5%)
Ap+CrtempoT 238Ab 4566Aa 199Ab 8358Ba
(82,6%) (46,2%) (93,2%) (57,9%)

Tempo 0O: Inoculagdo simultanea das suspensdes do fungo filamentoso e levedura;
Tempo T: Inoculagdo da suspensdo da levedura 3 h antes da suspensdo do fungo filamentoso;
Nalinha as médias seguidas pela mesmaletra minUscula, e na coluna, pelamesma letramaiUscula, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a

5% de probabilidade.
* Média de 5 repeticOes
(%): Porcentagem de reducéo de afl atoxina

No tratamento que envolveu gréos de amendoim in
naturaaproducéo de aflatoxinaB, e G, foi reduzidanapresenca
deleveduras, independente do tempo de adic&o das suspensdes
do fungo filamentoso e das |eveduras predadoras. Entretanto, a
porcentagem de reducdo da concentracdo das aflatoxinas foi
maior quando se adicionou a suspensdo do fungo apos 3h da
suspensdo das leveduras. A reducéo da concentracéo da
aflatoxina B, atingiu 89,3% e 82,6%, napresencada S schoenii
e S crataegens's, respectivamente. Os niveis da aflatoxina G,
foram reduzidos em 91,2% na presencada S. schoenii e 93,2%
guando da inoculagdo da S. crataegensis. No tratamento em
gue houve a autoclavacdo dos gréos de amendoim, antes do
processo de inoculagéo das cepas dos fungos, observou-se
também umareducgo dos niveis de aflatoxinas. A maior reducdo
ocorreu quando as suspensdes das |eveduras foram adicionadas
apos 3h antes da adicdo do fungo filamentoso. A reducéo da
concentracéo daaflatoxinaB, atingiu 30,9% e46,2%, napresenca
de S schoenii e S crataegensis, respectivamente. Os niveis da
aflatoxinaG, foram reduzidosem 12,2% napresencade Sschoenii
e57,9% quando dainoculacdo da S crataegensis. Deumaforma
gera, a S crataegensis apresentou uma maior eficiéncia na
reducdo dos niveis de aflatoxinas quando comparada a S.
schoenii. Este fato pode ser interpretado como resultado de
uma maior capacidade de permanéncia da S. crataegensis nos
gréos de amendoim, em relagdo a S. schoenii.

A eficiéncia das leveduras predadoras foi maior nas
amostras in natura quanto comparada com amostras
autoclavadas. Estesresultados sugerem que amicrobiotanatural
e/ou algum componente quimico, destruidos ou modificados
no processo de autoclavacdo dos gréos, podem influenciar o
processo de competicdo entre o A. parasiticus e as leveduras
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predadoras. Resultados semelhantes foram observados por
Pimenta® quando foi inoculado em amendoim, cultivar Tatu
Vermelho, aS javanensise o A. flavus IM| 190443 produtor de
aflatoxinaB,. O autor observou redugéo dos niveis detoxinana
faixade 56,7% a 73,5% e ndo foi detectada nenhuma alteracéo
visivel nos gréos de amendoim. Recentemente, Pimenta et a*
avaliaram acapacidade dalevedura S schoenii UWO-PS 80-91,
levedura utilizada neste trabalho, em controlar o crescimento
dos fungos patagénicos Penicillium expansum, P. italicum e P.
digitatumem laranjas. Os autores observaram que a S. schoenii
reduziu a severidade da doenca em laranjas inoculadas com
todos os fitopatégenos testados.

O mecanismo de a¢do da levedura néo foi esclarecido
neste trabalho. Entretanto, sugere-se que a reducdo dos niveis
de aflatoxinas pode ser devida a um desses mecanismos: (1) a
levedurainibe aproducdo de aflatoxinapor A. parasiticus; (2) a
levedura degrada atoxing; (3) aleveduracompete com o fungo
filamentoso por espacgo e nutrientes; (4) ocorre a penetragdo da
levedura predadora no hospedeiro, através de estruturas
denominadas “peg” de infeccdo e consequiente diminuicdo da
viabilidade do fungo filamentoso; (5) ocorreaadsorcéo datoxina
pelaparede celular dalevedura

Estudos prévios tém revelado a eficiéncia de alguns
microrganismos em agirem como agentes de controle do
crescimento e producdo de aflatoxina por cepas toxigénicas.

Kusumaningtyas et al* observaram que S. cerevisae
inoculada em ragdo para frango e em presenca de uma cepa
toxigénicade Aspergillusflavus, foi capaz dereduzir aproducéo
deaflatoxinaB, (60,7%).

Diferentes isolados de leveduras do género
Kluyveromycesrevelaram atividade antagonistacontraA. flavus
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e A. parasiticus em meios de cultura, em diferentes atividades
de &gua, apds incubacédo durante sete dias a 25°C. As
porcentagens de inibicdo do crescimento fungico e producéo
deaflatoxinaB, variaram de 75 a 100%™

Tréslinhagrnsde S. cerevisae foram capazes de degradar
parcialmente, durante processo de fermentacdo alcodlica de
mosto, ocratoxina A, toxina do Aspergillus alutaceus e
PenicilliumexpansumefumonisinaB, eB,, toxinasdo Fusarium
verticillioides, resultando em cervejacom menoresniveis destas
toxinas®. Bejaouli et a.*® observaram reducdo (45%) dos nivels
de ocratoxina A em meios sintéticos e suco de uva na presenca
de diferentes linhagens de S. cerevisae. A auséncia de produtos
de degradacdo sugere que adsorcdo e ndo um processo de
metabolismo possa estar envolvido neste processo. A levedura
Pichia anomala foi capaz de reduzir a deterioracéo por
Penicillium roquerforti (fungo filamentoso produtor de
diferentes toxinas) em cereais Umidos contidos em sistema de
armazenamento hermeticamente fechado. A linhagem de P.
anomala Jl 121 ndo cresce acimade 37°C efoi capaz deimpedir o
crescimento de fungos durante 14 meses de armazenamento de
trigo, por meio de sua habilidade de consumir rapidamente o
oxigénio e desintetizar 0 acetato de etila, agente antifingico®-%,
A utilizacdo de Pichia ohmeri e S. cerevisae como possivels
agentes de controle biolégico foi observado por Coelho et al®
em meio de cultura e suco de maca. Os autores detectaram uma
eliminacdo de 90% na concentracdo de patulina, toxina
normal mente encontradaem maca e produzidapor P. expansum.

Apesar de se mostrar promissor, o controle biolégico
do acumulo de aflatoxinas e outras toxinas em alimentos
necessita de trabalhos suplementares para sua implantacao.
Além do efeito inibitério, alguns aspectos devem ser avaliados,
como: (1) habilidade do organismo ser adequadamente
formulado, ou sgja, se 0 microrganismo permanece viavel apos
formulacéo; (2) realizacéo de testes de toxicidade; (3)
identificacdo dos mecanismos de acdo; (4) impacto ao meio
ambiente. O fato de asleveduras predadoras serem encontradas
em ambientes naturais aonde se deseja realizar o controle
bi ol 6gi co fazem destes microrganismos um agente em potencial.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos revelaram que as duas espécies
de leveduras estudadas, a Saccharomycopsis schoenii e a S.
crataegensis foram capazes de controlar a producdo de
aflatoxinas pelo Aspergillus parasiticus. A reducéo daformacdo
de aflatoxinasfoi mais significativaquando aslevedurasforam
inoculadas nos graos de amendoim antes do fungo filamentoso.
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