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RESUMO
As aflatoxinas constituem o grupo de metabólitos secundários produzidos principalmente pelos Aspergillus
flavus, A. parasiticus e A. nomius. Foi investigado o efeito isolado das leveduras Saccharomycopsis
schoenii e S. crataegensis na produção de aflatoxinas B

1 
e G

1 
em amendoim, cultivar IAC Caiapó. As

amostras de amendoim in natura e previamente autoclavadas foram inoculadas com A. parasiticus (1,6 x
106 esporos.mL-1) e cultura das leveduras (1,6 x 108 células.mL-1), seguido de incubação a 25ºC durante sete
dias. Foram realizados dois experimentos: no primeiro o fungo filamentoso e as leveduras foram inoculados
simultaneamente. No segundo, a levedura foi inoculada 3 h antes da adição de fungo filamentoso. A
quantificação das aflatoxinas foi executada por cromatografia em camada delgada. A produção das aflatoxinas
B

1 
e G

1 
foi reduzida na presença das leveduras. A porcentagem de redução da concentração das aflatoxinas

foi maior quando a suspensão do fungo foi adicionada 3 h após a inoculação da suspensão de leveduras.
O decréscimo da concentração de aflatoxina B

1 
atingiu 89,3% e 82,6%, respectivamente na presença de

S.schoenii e de S crataegensis. Os níveis de aflatoxina G
1 
foram reduzidos em 91,2% na presença de S.

schoenii e em 93,2% quando S.crataegensis foi inoculada.
Palavras-chave. controle biológico, 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. crataegensis in the production of aflatoxin B1 and G1 in
peanuts, cultivar IAC Caiapó was investigated. Previously autoclaved and in nature peanuts samples
were inoculated with A. parasiticus (1.6 x 106 spores.mL-1) and yeast cultures (1.6 x 108 cells.mL-1), followed
by incubation at 25oC for seven days. Two experiments were carried out: for the first one, the filamentous
fungi and the yeast suspensions were inoculated simultaneously. In the second experiment, the filamentous
fungi were inoculated 3 h after yeasts inoculation.   Aflatoxin quantification was performed by thin layer
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chromatography. The production of B
1
 and G

1 
aflatoxin was reduced in the presence of the yeasts. The

percentage of reduction in aflatoxin concentration was higher when the filamentous fungus was inoculated
3 h after adding yeast suspension. The reduction of B

1
 aflatoxin concentration came to 89.3% and 82.6%,

in the presence of S. schoenii and S. crataegensis, respectively. The G
1
 aflatoxin levels were reduced in

91.2% in the presence of S. schoenii and 93.2% in the presence of S. crataegensis.
Key words. biological control, fungi, aflatoxins.

Diversas espécies de leveduras vêm sendo utilizadas
com sucesso como agentes de controle biológico. 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 populações de Mucor
em pêras; Candida sake contra B. cinerea e Rhizopus nigrans,
que são os principais causadores de doenças pós-colheita em
maçãs20-22.

O parasistismo e a degradação das hifas do fungo
patogênico pelos antagonistas têm sido vinculados à aderência
das células da levedura às hifas dos fungos e à elevada
produção de glucanase a partir de diferentes fontes de carbono.
A presença natural de várias espécies de leveduras, bem como
a utilização de alimentos preparados com esses organismos pela
população, são fatores que contribuem para a aceitação de
vegetais tratados com estes microrganismos nos diversos
mercados do mundo23.

O primeiro relato descrevendo a penetração de um fungo
filamentoso por uma levedura foi realizado por Kreger-van Rij e
Veenhuis24, mas foi o trabalho de Lachance e Pang25, o primeiro
a descrever a penetração e identificar esse fenômeno como
predação. A capacidade de predar foi observada em espécies do
gênero Saccharomycopsis incluindo Candida amapae, uma
levedura anamórfica (sem fase sexual conhecida), também
pertencente a este gênero, como determinado por
seqüenciamento das regiões D1 e D2 da substância maior do
DNA ribossomal26.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influência das
leveduras Saccharomycopsis schoenii e S.crataegensis na
produção de aflatoxinas B

1 
e G

1, 
por uma cepa toxigênica de

Aspergillus parasiticus, em amendoim in natura e previamente
autoclavado.

MATERIAL E MÉTODOS

Espécies de leveduras
As leveduras estudadas neste trabalho foram a

Saccharomycopsis schoenii UWO (PS) 80-91 isolada de seiva
de avelã (Quercus sp) e a S. crataegensis UFMG-DC 19-2 isolada
de fruto de palmeira na Estação Ecológica da Universidade
Federal de Minas Gerais. Encontram-se depositadas na coleção
de cultura de leveduras tropicais do Laboratório de Ecologia e

INTRODUÇÃO

Aflatoxinas são produtos do metabolismo secundário de
Aspergillus flavus, A. parasiticus e A. nomius, ocorrendo, na
grande maioria dos casos, após a fase de crescimento exponencial
dos fungos, sendo descritas como tendo atividade
imunossupressora, teratogênica e hepatocarcinogênica1,2 .

A contaminação de alimentos com aflatoxinas é mais
freqüente em regiões tropicais e semitropicais, como o Brasil,
sendo as aflatoxinas B

1 
e G

1 
as de maior ocorrência. A literatura

publicada está repleta de informações sobre a incidência de
aflatoxinas em alimentos naturais e processados, principalmente
em grãos, como o amendoim, em níveis que variam de 1 a 100 ng.g-1

ou superiores3.
O controle das micotoxinas, e em especial das aflatoxinas,

após mais de 40 anos de sua descoberta, ainda não apresentou
um modelo seguro, eficaz e de solução definitiva. Numerosas
estratégias para a prevenção, detoxificação ou inativação das
aflatoxinas têm sido utilizadas, como separação mecânica de
grãos, calor, utilização de adsorventes, microondas e irradiação
gama4-9.

Com o crescente aumento no consumo de alimentos
isentos de agrotóxicos, devido a uma maior preocupação do
consumidor com a qualidade de vida e saúde, produtores têm
buscado alternativas de controle de doenças que não depreciem
o valor final do produto e que atendam as necessidades do
mercado. Neste contexto, o controle biológico de patógenos se
apresenta como uma alternativa10.

Alguns microrganismos são capazes de diminuir ou inibir
a produção de aflatoxinas por espécies toxigênicas de A. flavus
e A. parasiticus. As bactérias Lactobacillus casei e
L. rhamnosus, as leveduras Pichia guillermondii, Kluyeromyces
sp, Saccharomyces cerevisae e os fungos, tais como, A. oryzae,
A. niger e Rhizopus oryzae, têm sido descritos como capazes de
inibir o crescimento de cepas toxigênicas de Aspergillus, bem
como a produção de aflatoxinas11-15.

Normalmente o controle biológico utiliza fungos,
bactérias, vírus e insetos. Nos últimos anos, as leveduras têm
despertado o interesse de estudiosos, pois apresentam diversas
características que podem ser exploradas no desenvolvimento
de estratégias de controle16. Leveduras em geral são de fácil
cultivo, com grande habilidade de colonização de substratos
vegetais, permanecendo viáveis nestes substratos por grandes
períodos de tempo em diferentes condições ambientais, não
formam  esporos alergênicos e normalmente não produzem
substâncias tóxicas17-19.
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Biotecnologia de Leveduras (Instituto de Ciências Biológicas -
UFMG).

Isolado fúngico
O fungo a ser controlado foi a cepa de A. parasiticus

IMI 242695 (International Mycological Institute, Inglaterra)
isolado de produtos alimentícios e produtor de aflatoxinas. Está
depositado na coleção de cultura de fungos do Laboratório de
Micologia da Fundação Ezequiel Dias.

Amendoim
Utilizaram-se neste trabalho aproximadamente 6 kg de

grãos de amendoim, cultivar IAC Caiapó, cultivado no Instituto
Agronômico de Campinas (SP), safra 2005/2006.

Preparação dos inóculos
As leveduras preservadas em meio GYMP (glicose 1%,

extrato de levedura 0,5%, extrato de malte 0,3% e fosfato
monobásico de potássio 0,2%) foram repicadas para ágar
Sabouraud (glicose 2%, peptona 1%, extrato de levedura 0,5%
agar 1,5%) suplementado com cloranfenicol (100 mg.L-1 ) e
mantidas a 25°C por 4 dias. Em seguida foram novamente
repicadas no mesmo meio para obtenção de biomassa e
incubadas por 48 h a 25°C. Após este procedimento as células
foram retiradas com o auxílio de uma alça bacteriológica e
transferidas para tubos de ensaio contendo caldo GY (extrato
de levedura 0,01%, glicose 1%)27. A concentração celular foi
estimada com uma Cãmara de Neubauer e ajustada para 1,6 x 108

células.mL-1.
A. parasiticus foi crescido em placa com meio Czapek

(nitrato de sódio 4%, cloreto de potássio 1%, sulfato de magnésio
1%, sulfato ferroso 0,02%, fosfato de potássio dibásico 2%,
sacarose 3%, sulfato de zinco 1%, sulfato de cobre 0,5%, agar
2%) a 25°C por 7 dias. Seguiu-se inoculação para o meio GYEP
(glicose 2%, extrato de levedura 0,3% e peptona 1%) e incubação
a 25°C por 7 dias9. A suspensão de esporos foi preparada
adicionando-se Tween 80 0,1% e a concentração foi determinada
em Câmara de Neubauer e ajustada para 1,6 x 106 esporos.mL-1

.

Inoculação
Grãos de amendoim (15g) in natura ou autoclavados a

120°C por 15 min foram inoculados com 2,5 mL da suspensão
de S. schoenii e 2,5 mL da suspensão de esporos de A.
parasiticus. A adição da suspensão de A. parasiticus foi
realizada imediatamente após a inoculação da cultura de
levedura (experimento 1) e após 3h da inoculação da mesma
(experimento 2). Estas etapas foram realizadas com 5 repetições
cada. O mesmo procedimento foi adotado com a linhagem de S.
crataegensis.

Também foi incluído nas avaliações um grupo controle
constituído somente da inoculação de suspensão de esporos
de A. parasiticus, em grãos de amendoim in natura e
autoclavados.

Extração e quantificação das aflatoxinas
A extração das aflatoxinas B

1 
e G

1 
e a purificação dos

extratos foram feitas segundo o método descrito por Valente
Soares e Rodriguez-Amaya28. Posteriormente, as aflatoxinas
foram separadas, identificadas e quantificadas por cromatografia
em camada delgada (CCD), em placas de sílica gel 60G, 20 x 20 cm
(Merck), sem indicador fluorescente, espessura de 0,25 mm,
utilizando-se como fase móvel tolueno:acetato de
etila:clorofórmio:ácido fórmico (70:50:50:20, v/v/v/v),
recomendado por Gimeno29. Os extratos das amostras foram
ressuspendidos em benzeno:acetonitrila (98:2), em volumes que
variavam de 100 a 1000μL. Para aplicação na placa de CCD
foram utilizados volumes que variaram de 2 a 10μL. Para
elaboração da curva de calibração das aflatoxinas foram
utilizados volumes das soluções padrão de concentração
conhecida (Sigma Chemicals Co, St. Loius, MO), sempre com
um mínimo de 4 pontos. A quantificação das aflatoxinas foi
feita por medidas das intensidades das fluorescências dos spots
das amostras e de padrões, em Densitômetro Shimadzu, modelo
CS9301PC, Japão, com lâmpada de xenônio, em leitura linear,
com feixe 0,4 x 5,0 mm e alta sensibilidade de fluorescência. Os
níveis de aflatoxinas nas amostras foram calculados a partir do
cálculo das áreas dos picos das aflatoxinas referentes aos
extratos das amostras e das soluções padrão de aflatoxinas.

Nestas condições de análise, Prado30 verificou que os
limites de detecção e quantificação para a aflatoxina B

1  
foram

0,90μg.kg-1 e 1,1μg.kg-1 e para aflatoxina G
1
 1,0μg.kg-1 e 1,2μg.kg-1,

respectivamente. Valores médios de recuperação e coeficientes
de variação para aflatoxina B

1 
foram 97,2% e 11,7% e para

aflatoxina G
1 
99,8% e 15,0%, respectivamente.

Análise Estatística
O delineamento experimental utilizado foi inteiramente

casualizado, com cinco repetições e 10 tratamentos. Os
tratamentos foram instalados em um esquema fatorial constituído
por cinco formas de inoculação (1) Controle: somente o fungo;
(2) Fungo + S. schoeni tempo 0; (3) Fungo + S. schoeni tempo T;
(4) Fungo + S. crataegensis tempo 0; (5) S. crataegensis tempo T
e em dois tipos de amostra: in natura e autoclavada. Os resultados
obtidos de aflatoxina B

1
 e G

1
 sofreram transformações logarítmicas,

uma vez que foi observada instabilidade da resposta, isto é,
aumento da proporcionalidade entre as médias dos grupos
experimentais e seus respectivos desvios padrões, configurando
a não conformidade com os pré-requisitos exigidos para a análise
de variância. Os dados obtidos foram submetidos à análise de
variância e comparação das médias pelo teste de Tuckey
(p<0,05)31

.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Observa-se que a produção das aflatoxinas B
1 
e G

1 
foi

reduzida na presença das leveduras (Tabela 1).
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No tratamento que envolveu grãos de amendoim in
natura a produção de aflatoxina B

1
 e G

1
 foi reduzida na presença

de leveduras, independente do tempo de adição das suspensões
do fungo filamentoso e das leveduras predadoras. Entretanto, a
porcentagem de redução da concentração das aflatoxinas foi
maior quando se adicionou a suspensão do fungo após 3h da
suspensão das leveduras. A redução da concentração da
aflatoxina B

1
 atingiu 89,3% e 82,6%, na presença da S. schoenii

e S. crataegensis, respectivamente. Os níveis da aflatoxina G
1

foram reduzidos em 91,2% na presença da S. schoenii e 93,2%
quando da inoculação da S. crataegensis. No tratamento em
que houve a autoclavação dos grãos de amendoim, antes do
processo de inoculação das cepas dos fungos, observou-se
também uma redução dos níveis de aflatoxinas. A maior redução
ocorreu quando as suspensões das leveduras foram adicionadas
após 3h antes da adição do fungo filamentoso. A redução da
concentração da aflatoxina B

1
 atingiu 30,9% e 46,2%, na presença

de S. schoenii e S. crataegensis, respectivamente. Os níveis da
aflatoxina G

1
 foram reduzidos em 12,2% na presença de S.schoenii

e 57,9% quando da inoculação da S. crataegensis. De uma forma
geral, a S. crataegensis apresentou uma maior eficiência na
redução dos níveis de aflatoxinas quando comparada à S.
schoenii. Este fato pode ser interpretado como resultado de
uma maior capacidade de permanência da S. crataegensis nos
grãos de amendoim, em relação à S. schoenii.

A eficiência das leveduras predadoras foi maior nas
amostras in natura quanto comparada com amostras
autoclavadas. Estes resultados sugerem que a microbiota natural
e/ou algum componente químico, destruídos ou modificados
no processo de autoclavação dos grãos, podem influenciar o
processo de competição entre o A. parasiticus e as leveduras

Tabela 1. Médias de aflatoxinas B
1 
e G

1
 (μg.kg-1) produzidas por Aspergillus parasiticus (Ap) IMI 242695 após inoculação de

Saccharomycopsis schoeni (Sc) e S. craetaegensis (Cr), em amendoim IAC Caiapó, in natura e autoclavado, em diferentes formas
de inoculação.

Aflatoxina B
1 
(μg.kg-1)* Aflatoxina G

1 
(μg.kg-1)*

Formas de inoculação In natura Autoclavado In natura Autoclavado

Controle (Ap) 1374 Cb 8483 Aa 2914 Cb 19861 Aa
Ap + Sc tempo 0 769 Bb 6469 Aa 1861 Cb 18387 ABa

(44%) (23,9%) (36,1%) (7,4%)
Ap + Sc tempo T 205 Ab 5863 Aa 256 Ab 17442 ABa

(89,3%) (30,9%) (91,2%) (12,2%)
Ap + Cr tempo 0 444 Bb 6238 Aa 697 Bb 10617 Aa

(67,7%) (26,5%) (76%) (46,5%)
Ap + Cr tempo T 238 Ab 4566 Aa 199 Ab 8358 Ba

(82,6%) (46,2%) (93,2%) (57,9%)
Tempo 0: Inoculação simultânea das suspensões do fungo filamentoso e levedura;
Tempo T: Inoculação da suspensão da levedura 3 h antes da suspensão do fungo filamentoso;
Na linha as médias seguidas pela mesma letra minúscula, e na coluna, pela mesma letra maiúscula, não diferem entre si, pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade.
* Média de 5 repetições
(%): Porcentagem de redução de aflatoxina

predadoras. Resultados semelhantes foram observados por
Pimenta32 quando foi inoculado em amendoim, cultivar Tatu
Vermelho, a S. javanensis e o A. flavus IMI 190443 produtor de
aflatoxina B

1
. O autor observou redução dos níveis de toxina na

faixa de 56,7% a 73,5% e não foi detectada nenhuma alteração
visível nos grãos de amendoim. Recentemente, Pimenta et al33

avaliaram a capacidade da levedura S. schoenii UWO-PS  80-91,
levedura utilizada neste trabalho, em controlar o crescimento
dos fungos patagênicos Penicillium expansum, P. italicum e P.
digitatum em laranjas. Os autores observaram que a S. schoenii
reduziu a severidade da doença em laranjas inoculadas com
todos os fitopatógenos testados.

O mecanismo de ação da levedura não foi esclarecido
neste trabalho. Entretanto, sugere-se que a redução dos níveis
de aflatoxinas pode ser devida a um desses mecanismos: (1) a
levedura inibe a produção de aflatoxina por A. parasiticus; (2) a
levedura degrada a toxina; (3) a levedura compete com o fungo
filamentoso por espaço e nutrientes; (4) ocorre a penetração da
levedura predadora no hospedeiro, através de estruturas
denominadas “peg” de infecção e conseqüente diminuição da
viabilidade do fungo filamentoso; (5) ocorre a adsorção da toxina
pela parede celular da levedura.

Estudos prévios têm revelado a eficiência de alguns
microrganismos em agirem como agentes de controle do
crescimento e produção de aflatoxina por cepas toxigênicas.

Kusumaningtyas et al34 observaram que S. cerevisae
inoculada em ração para frango e em presença de uma cepa
toxigênica de Aspergillus flavus, foi capaz de reduzir a produção
de aflatoxina B

1
 (60,7%).

Diferentes isolados de leveduras do gênero
Kluyveromyces revelaram atividade antagonista contra A. flavus
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e A. parasiticus em meios de cultura, em diferentes atividades
de água, após incubação durante sete dias a 25ºC. As
porcentagens de inibição do crescimento fúngico e produção
de aflatoxina B

1 
variaram de 75 a 100%14.

Três linhagrns de S. cerevisae foram capazes de degradar
parcialmente, durante processo de fermentação alcoólica de
mosto, ocratoxina A, toxina do Aspergillus alutaceus e
Penicillium expansum e fumonisina B

1 
e B

2
, toxinas do Fusarium

verticillioides, resultando em cerveja com menores níveis destas
toxinas35. Bejaouli et al.36  observaram redução (45%) dos níveis
de ocratoxina A em meios sintéticos e suco de uva na presença
de diferentes linhagens de S. cerevisae. A ausência de produtos
de degradação sugere que adsorção e não um processo de
metabolismo possa estar envolvido neste processo. A levedura
Pichia anomala foi capaz de reduzir a deterioração por
Penicillium roquerforti (fungo filamentoso produtor de
diferentes toxinas) em cereais úmidos contidos em sistema de
armazenamento hermeticamente fechado. A linhagem de P.
anomala JI 121 não cresce acima de 37ºC e foi capaz de impedir o
crescimento de fungos durante 14 meses de armazenamento de
trigo, por meio de sua habilidade de consumir rapidamente o
oxigênio e de sintetizar o acetato de etila, agente antifúngico37-38.
A utilização de Pichia ohmeri e S. cerevisae como possíveis
agentes de controle biológico foi observado por Coelho et al39

em meio de cultura e suco de maçã. Os autores detectaram uma
eliminação de 90% na concentração de patulina, toxina
normalmente encontrada em maçã e produzida por P. expansum.

Apesar de se mostrar promissor, o controle biológico
do acúmulo de aflatoxinas e outras toxinas em alimentos
necessita de trabalhos suplementares para sua implantação.
Além do efeito inibitório, alguns aspectos devem ser avaliados,
como: (1) habilidade do organismo ser adequadamente
formulado, ou seja, se o microrganismo permanece viável após
formulação; (2) realização de testes de toxicidade; (3)
identificação dos mecanismos de ação; (4) impacto ao meio
ambiente. O fato de as leveduras predadoras serem encontradas
em ambientes naturais aonde se deseja realizar o controle
biológico fazem destes microrganismos um agente em potencial.

CONCLUSÃO

Os resultados obtidos revelaram que as duas espécies
de leveduras estudadas, a Saccharomycopsis schoenii e a S.
crataegensis foram capazes de controlar a produção de
aflatoxinas pelo Aspergillus parasiticus. A redução da formação
de aflatoxinas foi mais significativa quando as leveduras foram
inoculadas nos grãos de amendoim antes do fungo filamentoso.
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