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FRANCO, Talita SzlapalBactérias laticas no biocontrole dé-usarium graminearum e na
detoxificagdo de desoxinivalenol.2010. 108f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia de
Alimentos) — Universidade Estadual de Londrina, drama. 2010.

RESUMO

Os prejuizos causados pela contaminacao de alimpot&usarium graminearune o perigo
que micotoxinas como desoxinivalenol apresentamerasshumanos e animais, tornam
constante a procura por métodos que visam o cerdebkcontaminacédo fungica, bem como a
detoxificacdo de micotoxinas. Por sua habilidadgmelucdo de compostos com atividade
antifungica aliada a capacidade de detoxificac®,bactérias laticas constituem uma
alternativa promissora para a descontaminacao ideergbs por métodos biolégicos. O
objetivo principal deste trabalho foi 0 de avakaatividade antifingica e a capacidade de
descontaminacdo da micotoxina desoxinivalenol eno riquido por cepas de bactérias
laticas comerciais e isoladas. As bactérias lagrasentes em amostras de gréos de trigo,
germem de trigo, farelo de trigo, farinha de tqigwa quibe, farinha de trigo branca e integral,
graos de kefir e sourdough foram avaliadas atrdaéontagem em placas por semeadura em
profundidade. Kefir seguido de sourdough apresamtamaiores contagens (8,89 = 0,02 e
6,77 + 0,02 log UFC.§ que os produtos derivados do trigo (entre 3,0604 e 3,78 + 0,02
log UFC. ¢) e os grdos de trigo, a menor contagem (2,05 3 B UFC. §). Cepas
isoladas destes produtos foram identificadas araleé kit AP 50 CH e juntamente as
culturas de bactérias laticas comerciais, tiverama atividade antifungica frente R
graminearumlAPAR2218 avaliada pelo método de difusdo em Adadas apresentaram
inibicdo ao crescimento fungico com diametros deshque variaram entre 13+2 a 47+2 mm,
sendo a cultura Lyofast LPRA, Sacdo plantarume L. rhamnosuf a responsavel pela
maior atividade e a Yo flex YC-180, Chr. Hans8tréptococcus thermophilus, Lactobacillus
delbrueckiisubsp.bulgaricuse Lactobacillus delbrueckisubsp.lactis) pela menor inibicéo.

A variagdo de pH, a concentracdo do meio de cuétlaacao dos acidos latico e acético ndo
exerceram qualquer inibicdo sobre o fungo testadticando que a atividade antifungica
ocorreu por acdo de outros agentes. Todas as tepaslas na presenca da micotoxina
demonstraram potencial para a diminuicdo de des@émol em meio liquido, apresentando
taxas de reducédo que variaram de 16,41% para séhdseis del. plantarumFB VIl a
71,19% para a cultura Lyofast BG 112 plantarun), inviabilizadas por esterilizacdo. De
uma maneira geral, as células inviabilizadas paderiégacdo apresentaram maiores
percentuais de descontaminacdo que as inviabibzpda pasteurizacdo, sendo as células
viaveis as que apresentaram as menores taxasanddicque o mecanismo de detoxificagdo
seja melhor explicado pela captura da micotoxida parede celular das bactérias, do que
pela degradacédo pelo metabolismo microbiano. Takasepas estudadas apresentaram
atividade antifingica e capacidade de descontadinde DON em meio liquido, podendo
ser utilizadas em futuras pesquisas para suaggfés a nivel comercial.

Palavras-chave:Lactobacillus. Atividade antifingica. Descontaméx@¢Micotoxina. DON.



FRANCO, Talita SzlapaKk.actic acid bacteria in Fusarium graminearum biocontrol and
in the detoxification of deoxynivalenol 2010. 108f. Dissertation (Master’s Degree in Food

Science) — Universidade Estadual de Londrina, Lioad2010.
ABSTRACT

The damage caused by food contaminatiorFbgarium graminearunand the danger that
mycotoxins such as deoxynivalenol present to hubengs and animals become a constant
concern of methods aimed at controlling fungal gloand detoxification of mycotoxins. For
its ability to produce compounds with antifungaltiety combined with detoxification
capacity, lactic acid bacteria are a promisingraétive for the decontamination of foods by
biological methods. The main objective of this studas to evaluate the antifungal activity
and the ability to decontaminate deoxynivalendlqonid medium by isolated and commercial
strains of lactic acid bacteria. Lactic acid baetg@resent in samples of wheat, wheat germ,
wheat bran, wheat flour for kibbeh, white and wheleeat flour, sourdough and kefir grains
were evaluated by double layer plate Agar assayir k@lowed by sourdough had higher
scores (8,89 + 0,02 and 6,77 + 0,02 log CFU) tpat the wheat products (between 3,06 +
0,04 and 3,78 + 0,02 log CFU gand wheat grains, the lowest count (2,05 + O¢@RCFU.
g!). Isolated strains by these products were idextifiy API 50 CH kit and along with the
commercial lactic acid bacteria cultures, had thetifungal activity againgt. graminearum
IAPAR2218 evaluated with diffusion plate Agar assayl of them inhibited the fungal
growth with diameter halos ranging from 13£2 to 27&m, where the Lyofast LPRA, Sacco
(L. plantarumandL. rhamnosul was the culture responsible for increased agtiand Yo
flex YC-180, Chr.HansenStreptococcus thermophilus, Lactobacillus delbriieskbsp.
bulgaricus and Lactobacillus delbrueckii subsp. tig¢ by smaller inhibition. The pH
variation, the concentration of culture medium #émelaction of lactic acid and acetic acid did
not exert any inhibition on the tested fungus, ¢ating that the antifungal activity occurred
by action of other agents. All strains tested ie firesence of mycotoxin demonstrated
potential for reduction of deoxynivalenol in liquedium, with reduction rates ranging from
16,41% for viable cells of. plantarumFB VII to 71,19% for Lyofast BG 112 culturé.(
plantarun), heat inactivated by sterilization. In generatlls inactivated by sterilization
showed higher percentages of decontamination thateprized cells, where the viable cells
had the lowest rates, indicating that the mechamisdetoxification is best explained by the
capture of mycotoxin by the bacterial cell wall,stead of degradation by microbial
metabolism. All the strains showed antifungal attiand decontamination capacity of DON
in liquid medium and might be used for future reskdo its commercial applications.

Keywords: Lactobacillus. Antifungal activity. Decontaminatiaviycotoxin. DON.
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1. INTRODUCAO

A deterioracéo fungica é um problema que acomparifamem durante séculos, além
de provocar alteracdes fisicas, quimicas e seisaris alimentos tornando-os improprios
para o consumo, também expde o0 consumidor ao paeigatoxicacdo por micotoxinas, sem
contar os prejuizos financeiros em consequéncigpela®as na lavoura, no armazenamento, a
nivel tecnoldgico e comercial

Fusarium graminearuné mundialmente reconhecido como o mais importamgd
patogénico de graos e cereais por causar grandésspea agricultura e por ser o principal
agente causador de uma doenca de campo extremadesitativa e capaz de devastar
colheitas inteiras, conhecida como giberela ourfosa. A fusariose interfere na qualidade do
grdo destruindo suas reservas de celulose, amdogeoteina, alterando o rendimento
industrial do grdo e diminuindo a produtividadenseglientemente causando grandes
prejuizos aos produtores agricolas e industriais.

Além do impacto negativo na economia a depreciagd@ogrdaos porFusarium
graminearum é agravada pelo fato destes grdos geralmente reontaltas doses de
micotoxinas, principalmente o tricoteceno desoxdl@mol, uma constante preocupagéo para a
seguranca alimentar e uma grave ameaca para a datdemanos e animais por causar
recusa de alimento, disfungcdes gastrointestinaisjte e depressao da funcao imune.

Apesar do fato de que varias praticas agricolasaplicacdo de compostos quimicos
possam prevenir e tratar a contaminacdo fangicacddaras, nem mesmo as melhores
estratégias podem erradicar totalmente a contanagr micotoxinas e com a sua presenca
na matéria-prima tornam-se necessarias medidagegqiram um foco de acdo especifico
contra certos grupos de toxinas. A abordagem midigada nas industrias de alimentos
consiste na insercéo de materiais adsorventesmeargdcao, para uma remocao parcialmente
seletiva de toxinas por meio de adsorcado na rot&rato gastrointestinal ou a adicdo de
enzimas ou bactérias capazes da desintoxicacéerts grupos de micotoxinas.

Nos ultimos anos pelo aumento da preocupacao euozired utilizacdo de aditivos
qguimicos e fungicidas em alimentos ampliou-se ocat para métodos biolégicos que
visam o controle de fungos e consequientemente datorinas e inlmeras sao as pesquisas
realizadas para a procura de agentes biologicos pmatencial antifiungico, sendo que as
bactérias laticas apresentam grande potencial {zari® a inibicdo do crescimento fangico

bem como para a detoxificacdo de micotoxinas.
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A atividade antimicrobiana das bactérias laticagepestar relacionada a competicao
por nutrientes no meio, a producdo de &cidos atgdncomo &cido latico e acético e a
producdo de compostos antagbnicos como peroxidiaddegénio, acido fenilatico, reuterina,
dipeptideos ciclicos, acidos graxos e outros cotopasetabolizados.

Sua capacidade de detoxificagdo pode estar rektdon captura das micotoxinas pela
estrutura celular bacteriana ou degradacao atcvésetabolismo das bactérias laticas.

Pela capacidade de inibicdo do desenvolvimento idong da detoxificacdo de
variadas micotoxinas, aliada ao status GRAS (géyerecognized as safee ao potencial
probidtico, as bactérias laticas sdo promissoram a controle biolégico de fungos
micotoxigénicos comdé-usarium graminearuntanto na lavoura ou mesmo depois durante o
processo tecnologico de producéo de alimentos.

Considerando o potencial antifingico e de detox@@® apresentado pelas bactérias
laticas, bem como a crescente exigéncia dos codsuesi por alimentos com teores
reduzidos de aditivos quimicos e livres de qualquertaminacédo, justifica-se a proposta
deste trabalho de isolar bactérias laticas, avaliatividade antifangica de diferentes cepas
frente ao Fusarium graminearume a capacidade destas de remocdo da micotoxina

desoxinivalenol em meio liquido.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1DETERIORACAOFUNGICADE ALIMENTOS

Desde o tempo em que o homem primitivo comecouwl@var e a armazenar 0s
alimentos, a deterioracdo por fungos causava estm@xigia uma solucéo. Filamentosos ou
limosos, brancos ou pretos, verdes, alaranjadoseleos e marrons, esses microrganismos
invadiam silenciosamente acidificando, fermentandiescolorindo e deteriorando,
transformando saborosos e nutritivos alimentos eatemal improprio para 0 consumo
(BARKAI-GOLAN & PASTER, 2008).

Dentre os microrganismos deterioradores de aliosems fungos geram maiores
preocupacdes por sua capacidade de producdo déeorimas toxicas e carcinogénicas que
constituem um grande perigo para a saude publaraispo a grande atencdo que a industria
de alimentos direciona para a prevencdo da entdasées microrganismos na cadeia
alimenticia (KABAK et al., 2006; JOUANY, 2007). A contaminacao fangica domafitos
causa perdas econbmicas significativas, principalenana armazenagem de graos, que
chegam a atingir de 5-10% da producdo mundialmbéan é responsavel pela perda de 20-
25% das frutas e vegetais no periodo de pos-calffiT T & HOCKING, 1999; PAOLESSE
et al.,2006).

Os fungos séo capazes de se desenvolver nos m@dogalimentos como cereais,
produtos de panificacdo, carne, leite, frutas, tage oleaginosas, 6leos e gorduras . O
crescimento destes microrganismos pode resultarfonmacdo de sabores e odores
indesejaveis, toxinas e alergénicos, descoloragimdrecimento e a constituicdo de
propagulos patogénicos ou alergénicos (FILTENBGR@I.,1996; GIBSON & HOCKING,
1997; TUCKER, 2008).

Bolores e leveduras podem ser encontrados nosvaia@gslos ambientes devido a sua
capacidade de poder utilizar os mais diferentestsatbs para o seu crescimento e pela sua
relativa tolerancia a condi¢cdes desfavoraveis cbaiwo pH, baixa Aw (atividade da agua), e
a baixas temperaturas (HUIS IN'T VELD, 1996).

A degradacao das propriedades sensoriais dos atiméncausada geralmente pela
producdo de enzimas durante o crescimento do rgem@mo, sendo lipases, proteases e

carbohidrases as mais comumente produzidas paresoldma vez produzidas essas enzimas
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continuam com suas atividades, mesmo apos a renoocéestruicdo do micélio (CARLILE
et al.,2001).

Os alimentos sao geralmente substratos perfeitas ganultiplicacdo de diversos
microrganismos devido a variacdo de fatores irgdos como o pH, nutrientes e a atividade
da 4gua (aw) e de fatores extrinsecos como asg@msdde estocagem e presenca de outros
microrganismos (STRANKS, 2007). Em consequénciatadesondicdes, a deterioracao
fungica é dependente da natureza do alimento aelesestd em seu estado natural ou ja
processado (ONAYE, 2004).

E importante destacar que diferentes espéciesungo$ possuem caracteristicas
especiais que as tornam mais ou menos adaptadas geterminado sistema alimenticio
(GADD et al.,2007).

Muitas espécies de bolores sdo habeis na utilizdedwariadas fontes de carbono
derivadas de alimentos e outras podem utilizaatoiframonia, e nitrogénio organico, o que as
habilita a se desenvolverem em uma grande gamaralfutps alimenticios (PITT &
HOCKING, 1999). Espécies d@enicillium, como Penicilium commune, Penicillium
nalgiovensee Penicillium roquefortiusualmente séo deterioradoras de variados alimento
como queijo, pdes e produtos carneos (LUalDal., 1995; FILTENBORGet al., 1996).
Aspergillussp. ePenicilliumsp. sdo usuais deterioradores de gréos estocaupsrdo que
Fusariumsp. sdo deterioradores comuns de planta¢fes, nammtnéhecidos como fungos de
campo (FILTENBORGet al.,1996; PITT & HOCKING, 2009).

A deterioracdo de alimentos causada por boloreveduras pode muitas vezes ser
reduzida pelo processamento do alimento ou pelaagfb de métodos de conservacdo. A
conservacdo é adquirida pela adicdo de presergagjuomicos ou pela biopreservacéo, que
consiste na utilizacdo de outros microrganismosl@geus metabdlitos. Nos ultimos anos o
interesse pela biopreservacdo aumentou devido ademenda por alimentos com teores
reduzidos de conservantes quimicos (RG$Xl., 2002; DEVLIEGHEREet al., 2004
HOCKING et al.,2006).
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2.2Fusarium graminearurk FUSARIOSE

O génerd-usariumfoi introduzido por Link em 1809, e depois de n@es200 anos é
considerado um dos géneros que engloba o maior rolche espécies patogénicas e
devastadoras de plantas. Os membros deste gérdampambém afetar diretamente a saude
de vegetais, animais e seres humanos, além dezmemumetabdlitos secundarios que sao
associados a doencas em plantas, cancer e ma &wreat humanos e animais domeésticos
(PARRY et al.,1995; GLENN, 2007).

Dentro do génerd-usarium Fusarium graminearung® uma espécie monofilética
composta de pelo menos 9 linhagens filogenétidgamas das quais estao distribuidas em
determinadas regides geogréficas, sendo geralmaengeie apresentam um clima temperado
ou semi-tropical (O'DONNELL, 2004; TOTH, 2008).

Fusarium graminearunScwabe [teleomorfdGiberella zeae(SCW.) Petch] é um
ascomiceto haploide, mundialmente reconhecido commis importante fungo patogénico
de gréos e cereais por causar grandes perdasioaltaga (TANAKA et al., 1988; PARRY
et al.,1995; MIEDANERet al.,2010). Este microrganismo € o principal agente admusde
uma séria doencga conhecida como fusariose ou tabeyee é de dificil controle quimico,
agrondmico ou mesmo genético (SUTTON, 1982; HG#REI.,2005).

A fusariose é uma doenca de infeccédo floral, exdraente destrutiva, que tem a
capacidade de devastar totalmente um ambientengtnente produtivo a poucas semanas da
colheita. Nao apresenta especificidade em seu Hespe podendo infectar cereais como
trigo, centeio, triticale, cevada, milho e outresjpenos graos em regides de clima temperado
e semi-arido pelo mundo inteiro, sendo que a idfe@pde se tornar mais grave e constante
em regibes que combinem uma temperatura maior Q€2 € umidade excessiva, relacionada
a periodos prolongados de chuva (mais que 72 hgA&3 YRIS et al.,2003; CAST, 2003;
DEL PONTEet al.,2007; ISEBAERTet al.2009).

A giberela interfere na qualidade do grdo por déessuas reservas de celulose,
amilose e proteina e diminui significativamenteradptividade por reduzir o tamanho e a
guantidade dos graos, causando extensos prejubsogradutores agricolas, dentre esses, 0
aumento de despesas e a reducéo da renda devetdas ma plantacdo e ao baixo preco de
mercado dos produtos contaminados. Além das pe@micas geradas aos agricultores,
existem também as perdas tecnoldgicas na indsralimentos, pois grdos contaminados,

que tiveram seus granulos de amido, reservas gastéfgluteninas) e parede celular
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destruidas pelo fungo, tém um baixo rendimento pagam, panificagcdo e fabricacdo de
massas alimenticias (DEXTERt al.,, 1996, 1997; MC MULLEN et al.,, 1997,
NIGHTINGALE et al.,1999; PLACINTAet al.,1999).

Apesar da fusariose ser uma doenca de campo, opgd® sofrer alteracdes pos-
colheita peld=.graminearumse a sua umidade néo for retirada de maneiraeficie rapida,
tornando-se assim necessarios métodos eficientesgagem e armazenamento adequado,
com condi¢cbes controladas de umidade, ventilacé@mperatura (MAGANet al., 2003;
BAPTISTA et al.,2004; SCUDAMOREet al.,2008).

F. graminearum é considerado um fungo competidor e um dos prgip
fitopatdgenos de plantas cultivadas, pois ele pagsinde variacdo na sua viruléncia por
apresentar durante seu ciclo de vida a fase stpao$i a fase parasitaria (SNIDJERS, 1990;
YUN et al., 2000; CARTERet al, 2002). Durante a fase saprofitica sobrevive mendo
teleomorfica, também chamada de sexual, e recaebene de Giberella zeae] caracterizada
pela formacgéo de peritécios (corpos de frutificacBla presenca do hospedeiro, a partir do
espigamento (estadio inicial de susceptibilidadeple condicbes climaticas favoraveis, 0s
peritécios liberam os ascésporos que, ao atingaemspigas, germinam, dando inicio a fase
parasitaria, que se transforma na fase anamoérficassexual, denominada graminearum
(BOWDEN & LESLIE, 1999). Tanto os macronidios (fes&sexual) quanto 0os ascOsporos
(sexual) infectam os tecidos vegetais. Na antesafeacdo por-. graminearumtem inicio
nas anteras, propagando-se sistematicamente ragé &tida a espiga, porém o fungo também
pode infectar por penetracao direta na gluma, nmgeu no mesocarpo (SUTTON, 1982).

Pelo fato do fungo sobreviver em sua forma sajcafitos restos de culturas,
particularmente palhas de milho e residuos de pegueereais, dao origem ao inoculo na
forma de ascoésporos e conidios quando colonizaoloSiperella zeagpodendo permanecer
no solo por aproximadamente 104 semanas (WINDELRGMMEDAHL, 1984; DILL-
MACKY & JONES, 2000; SROBAROV/ et al., 2008). O predominio de ascésporos no ar
tem sido associado a fatores como elevada pregdpitpluviométrica, umidade excessiva e
principalmente devido a manutencdo dos restosreistaobre a superficie do solo no sistema
plantio direto. Para um surto ter a capacidadeizimdr uma cultura é necessario apenas um
ambiente com condi¢fes climaticas adequadas pdispersdo do indculo e desenvolvimento
da doenca, aliado a uma plantacdo em estagioocdidienaturacdo (da antese para a formacao
inicial do grao) (KHONGA & SUTTON, 1988; CLEAR & PERICK, 2000; MARKELL &
FRANCL, 2003).
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Além do impacto negativo na economia, a deprecidgagrdos contaminados per
graminearum é agravada pelo fato destes grdos geralmente reontaltas doses de
micotoxinas, principalmente o tricoteceno desoxit@mol (DON), que constitui uma
constante preocupacdo para a seguranca alimeniaraegrave ameaca para a saude de
humanos e animais por causar recusa de alimenppessfio da funcdo imune e vomito
(MILLER, 1995; WINDELS, 2000; FUNG & CLARK, 2004).

Embora a presenca de tricotecenos esteja princgodém associada com a
contaminacdo de campo, frequentes chuvas e altdadmidurante o periodo de floracéo
provocam um aumento na contaminacdo pelo fungo esidtese de DON e um
armazenamento inadequado acompanhado de altas&tunas e elevado teor de umidade do
grao infectado favorecem a continuacao da sinteseicbtoxinas levando a uma reducao da
qualidade destes graos durante a estocagem (S@O@I, 1984; BIRZELEet al., 2000;
HOMDORK et al.,2000).

Além da toxicidade animal (PESTKA, 2007), os trem@nos também séo fitotéxicos
para uma grande variedade de plantas, sendo gqumdacgo de DON poF. graminearum
mostrou ser um fator de viruléncia por aumentaresedvolvimento da doenca em varias
espécies de hospedeiros, incluindo a ferrugem eyo & a podriddo de espigas de milho
(SCHOLBROCK et al., 1992; PROCTORet al., 1995; DESJARDINS & HOHN, 1997;
HARRIS et al.,1999; BAlet al,2001).

O mecanismo de toxicidade baseia-se na inibicAcerdama peptidiltransferase,
inibindo entdo a sintese protéica do hospedeirdenqado suprimir ou retardar a resposta de
defesa da planta contra o fungo (SNIDJERS & PERK®\WH90; GLENN, 2007).

Apesar de ainda nao ter sido encontrada uma fofioeerde para o controle da
fusariose, algumas praticas tém sido adotadastodoirde no minimo amenizar o impacto
dessa enfermidade, sendo que as mais comuns eéagaor de culturas e o controle quimico
(NOUROZIAN et al., 2006; MAIORANO et al., 2008; XUEet al., 2008). O controle por
meio de rotagdo de culturas, embora recomendadoefigiente uma vez que o fungo
sobrevive nas sementes e nos restos das cultunas) dgande niumero de hospedeiros e a
aplicacao de fungicidas, por sua vez, resulta aonato de residuos quimicos nos graos apos
a colheita e também pode promover um aumento daup&® das micotoxinas
desoxinivalenol e nivalenol pela baixa eficiénc@aontrole do desenvolvimento do fungo
(D'MELLO et al.,1999; MAGAN et al.,2002; RAMIREZet al.,2004). O uso de gendtipos
resistentes a doenca é a forma mais correta doot®mta doenca, porém existem poucas

fontes de resisténcia genética conhecidas e apo@gdo de genes de resisténcia € uma
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tarefa muito dificil pelo fato de haver uma variagduito alta de viruléncia de isolados dentro
e entre espécies (MIEDANER & SCHILING, 1996; CARTERal.,2002; WALTERet al.,
2010).

O controle biologico pode ser uma abordagem prarasgara a gestdo da fusariose,
especialmente nos casos em que o fungo é resistestdungicidas (HEet al., 2009).
Bactérias e leveduras demonstraram efeitos anteg®rirenteGiberella zeage com um
corpo consideravel de estudos envolvendo essetasautilizacdo de microrganismos para o
controle biologico d&. graminearunoferece a promessa de ser uma ferramenta eficaapa
reducdo da severidade da giberela e da contamindgdON em grdos na agricultura
comercial (SCHISLERt al.,2002, GILBERT & FERNANDO, 2004).

2.3DESOXINIVALENOL (DON)

Desoxinivalenol € uma micotoxina pertencente ap@rdos tricotecenos, produzida
na maioria das vezes pdfusarium graminearume excepcionalmente poFusarium
culmorum,dependendo da area geografica, ¢argraminearunprevalecendo em regides de
clima morno e umido. Essa micotoxina € normalmeetectada em cereais e graos, sendo o
contaminante que mais afeta as producdes na Eerépaérica do Norte (BIRZELEEt al.,
2000; RICHARD, 2000; PESTKA & SMOLINSKI, 2005; PINDN et al.,2009).

Tricotecenos sao as principais micotoxinas prathspor fungos do génefFoisarium
e constituem um grupo de mais de 80 analogos dpiisapenos, derivados de um sistema
ciclico chamado tricotecano. Todos os tricotecaaoygém um esqueleto principal formado
por 12,13-epoxitricotecano que € o responsavetspartoxicidade e uma ligacao olefinica no
Carbono 9-10 com variadas cadeias laterais (BIRZELEI., 2000; BENNETT & KLICH,
2003; OMAYE, 2004). De acordo com a presenca oud&grupos funcionais ligados ao
anel aromatico os tricotecenos podem ser clasddecaomo A. B, C ou D (WHO, 2002;
OMURTAG & BEYOGLU, 2007).

Desoxinivalenol (DON, vomitoxina, 3a, 7a, 15-trifogi-12,13-epoxi-tricotec-9-en-8
eno) um dos tricotecenos mais conhecido, tem masskcular de 296,3 g. mibl
correspondente a uma férmula moleculagHz,0s representada estruturalmente na Figura 1.
O DON cristaliza na forma de agulhas sob um poetfuddo de 151-153 °C e a sua rotacao

especifica é dlphg*,=+6,35. As suas funcdes insaturadas alfa e betaidepédo as
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responsaveis pela absorcdo da radiacédo ultravielat@omprimentos de onda curtos. Pelo
fato do DON ser um tricoteceno do tipo B, ele @igell tanto em agua e solventes polares
guanto em solugbes aquosas de metanol e aceteorieim solugdo de acetato de etila. Ele é
estavel em solventes organicos, porém os solvemés indicados sdo o acetato de etila e a
acetonitrila, principalmente para longos periodos a@amazenamento. Apresenta alta
estabilidade a 128C, estabilidade moderada a 180 °C e se decompdelqexposto por 30-
40 minutos a uma temperatura de 210 °C. Sob cosslighcamente &cidas continua estavel,
porém nao resiste a condi¢cdes extremamente alsalBldEPHERD & GILBERT, 1988;
JECFA, 2001; WIDESTRAND & PETTERSON, 2001; KRSK& al., 2007, RICHARD,
2007).

Apesar de ser menos toxico do que outros impodaniEtecenos, DON se destaca
por ser encontrado em grandes quantidades em £ergméios como aveia, cevada, centeio,
milho, trigo e cartamo, que sao utilizados diretat@aa alimentacdo de animais como gado,
suinos e equinos (BIRZELEt al., 2002; TOMCZAK et al., 2002; EDWARDS, 2004;
TUTELYAN, 2004).

N
OH ! CH3
CH>OH

Figura 1- Férmula estrutural do desoxinivalenol. Fonte: EF3204.

Por ser estavel sob as condicfes normais de pemsesto de alimentos, bem como a
temperaturas de esterilizacdo (120°C), durante ccepso de moagem do trigo para a
manufatura da farinha, fabricacdo de cerveja, sattuibem como durante o processo de
panificacdo, DON esta constantemente presenteimardacdo de animais de pequeno porte
como cédes e gatos e também na alimentacdo humaa nsatéria-prima utilizada no

processamento dos alimentos for contaminada p@ m@ssotoxina (NEIRAet al., 1997,
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HUGHES et al., 1999; MOLTOet al., 2000; HAZEL & PATEL, 2004; VISCONTEt al.,
2004; SAMAREet al.,2007; PACINet al.,2010).

DON exibe efeitos toxicos em humanos bem como amaas. Dentre as espécies de
animais investigadas os suinos sédo os que demwnstagor similaridade ao sistema imune e
ao trato gastrointestinal dos seres humanos, spodésso muito utilizados em analogia a
seres humanos nas pesquisas da toxicocinética dé (ROTHKOTTER et al., 2002;
ERIKSENet al.,2003; PINTON et al.,2008).

Apenas alguns casos de ingestdo de alimentos cowi@ms por DON por seres
humanos foram relatados, dentre eles dois ocorreransia, um correlacionado com o
consumo de gréos contaminados porgraminearume outro pela utilizacdo de gréos que
continham DON nas concentracées de 3 000-93u@0&g’, existindo também um surto de
desordem gastrointestinal que ocorreu no Vale dshiér, india, pelo consumo de p&o
embolorado. Os sintomas relatados mais comunsfafia: de apetite, dores abdominais,
flatuléncia, ndusea, vertigens, vomito, diarrégangsie nas fezes; dor de cabeca e irritacado da
garganta, sendo todos eles rapidamente reversigis a eliminacdo do alimento
contaminado da dieta, pois DON é rapida e eficrantde absorvido por por¢cdes superiores
do intestino delgado e excretado principalmentavas da urina, sem ocorréncia de acumulo
em tecidos (BHATet al.,1989; CREPPY, 2002; Ldt al.,2002; SUDAKIN, 2003; PESTKA
& SMOLINSKI, 2005).

O primeiro efeito adverso observado na maioria alosnais e também em seres
humanos € a reducdo do consumo de alimentos, spredmuitas vezes a intoxicacdo por
DON é confundida por uma gastrenterite devido ausraas comuns como nausea, vémito,
diarréia, anorexia e hemorragia gastrointestinavilo ao fato de vomito ser um dos
sintomas mais acentuados, DON é comumente conheomo vomitoxina (D’MELLO &
MACDONALD, 1997; GAECKI et al.,2007; WU, 2007; PINTONt al.,2009).

Dentre os animais de granja, 0s suinos sao ossusieptiveis aos efeitos do DON
pelo fato de que mesmo quando ingerem baixas di@sescotoxina, os sintomas de reducao
de apetite e perda de peso sdo acentuados (OSWEDBER, WU, 2004; RICHARD, 2007).
Estudos com suinos indicaram que DON é um potaitiglor de apetite e consequientemente
do crescimento, sendo que os niveis de reducdonpodaiar entre 20% e 13%
respectivamente, para uma concentracdo de 4 m@de kg’ na dieta diaria (GOYARTSt
al., 2006).

Em cées e gatos alimentados com racdes produzidagiade graos contaminados

por DON houve uma reducéo na ingestédo de alimesrtosoncentracdes de DON acima de
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4,5+1,7 mg. kif para cées e superior a 7,7+1,1 mg* kgra gatos. Vomitos para cdes e gatos
foram observados em niveis de DON entre 8-10 mg3dHBSet al., 1999).

Deve-se ressaltar o fato que a exposicdo ao DOM pammais sensiveis a esta
micotoxina ndo resulta apenas em perdas econdneeado a reducédo do ganho de peso, mas
também em alteragBes nas funcdes do sistema imwomseqlientemente diminuicdo da
resisténcia a patégenos (ATKINS & NORMAN, 1998).

Estudos realizados com equinos constataram qupasiedo a concentracfes naturais
de DON (gréos de cevada contaminados naturalmemte 36-44 ppm) néo constituiram
perigo a saude destes, pois ndo foram evidenciafltitos negativos no consumo de
alimentos nem no desempenho dos animais ndo semdmteada nenhuma anomalia nos
exames clinicos e hematolégicos (JOHNS&MI., 1997).

Os ruminantes sdo considerados mais resistented3Cad por ele ndo afetar no
consumo de alimentos e ndo haver reducédo da prodigdeite por vacas leiteiras que
consumiram graos contaminados, isso ocorre pongueuminantes DON é convertido pelos
microrganismos presentes no rumen por uma formaiva@inente menos toxica por nao
conter grupamento epoéxi, conhecida como DOM-d, AB15-trihidroxitricotec-9,12-dien-8-
one) (KINGet al.,1984; SWANSONet al.,1987; CHARMLEYet al.,1993).

A toxicidade dos tricotecenos deve-se principalmenéxisténcia do grupo epoxi que
confere a habilidade em inibir a sintese protéicaotecenos como o DON tém a capacidade
de capturar a subunidade ribossémica 60S de céulzmioticas juntamente com a enzima
peptidiltransferase, interferindo no inicio do @emento e na elongacdo das cadeias
peptidicas (RIZZCet al.,1992; PESTKA & SMOLINSKI, 2005; DOLIet al.2009).

Altas doses de tricotecenos como DON podem compesraeatividade reconstrutora
dos tecidos, incluindo medula 0ssea, gangliostlods, baco, timo e a mucosa do intestino
resultando em imunossupressédo expressa com a aondos linfocitos e da resisténcia a
patdgenos e também supressao ou atraso da redpestaticorpos aos antigenos (BONDY
& PESTKA, 2000; SCHLATTER, 2004).

Por DON ter sido firmemente apontado como uma migoa extremamente
clastogénica e potencialmente promotora de tumioresvo, por sua atividade altamente
citotdxica associada a recusa de alimentos, entisigrbios no sistema nervoso, depreciagédo
do glicogénio hepatico, irritacdo do trato gastestinal e da epiderme, diarréia, redugcédo do
ganho de peso, vomito, refluxo, inibicdo da sintdse proteinas e de DNA, efeitos

imunotéxicos e hemorragia, é cada vez mais cresa@emreocupacdo em evitar a presenca
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desta micotoxina na alimentagdo humana e animalO(ldy al., 1990; STEYN, 1995;
BONDY & PESTKA, 2000; PINTONet al.,2009).

Dentre as abordagens para a prevencao da presengpiatoxinas na alimentacao
humana e animal s&o incluidas estratégias de pmsecolheita, sendo as ultimas
frequentemente classificadas em fisicas, quimitaslégicas (JOUANY, 2007).

As etapas de prevencao que sdo as mais eficazesgeétas realizadas ainda no
campo, antes da infestacdo do fungo e da produgfianicotoxinas, como as praticas de
aplicacdo de fungicidas citadas para a prevengdionénacao ddé-. graminearum(ALDRED
& MAGAN, 2004).

Apesar do fato de que varias praticas agricolasgmogrevenir a contaminacao das
culturas, nem mesmo as melhores estratégias decggreento da producéo agricola podem
erradicar totalmente a contaminacao por micotoxénhavendo continuidade da presenca das
micotoxinas na matéria-prima, sdo necessdrias @ediie tenham um foco de acédo
especifico contra certos grupos de toxinas. A ammoh mais utilizada nas industrias de
alimentos consiste na insercdo de materiais adst@yveaia alimentacdo, para uma remocao
parcialmente seletiva de toxinas por meio de adson@a rota do trato gastrointestinal ou a
adicdo de enzimas ou bactérias capazes da desitéri de certos grupos de micotoxinas
(BATA & LASZTITY, 1999; HUWIG et al, 2001; HAZEL & PATEL, 2004; BINDER al.,
2007).

Nos ultimos anos, pelo aumento da preocupacao duozirea utilizacdo de aditivos
quimicos e fungicidas em alimentos, ampliou-se ocat® para métodos bioldgicos que
visam o controle de fungos e consequientemente datorinas e inlmeras sao as pesquisas
realizadas para a procura de agentes bioldgicos pmtencial antifingico, sendo que as
bactérias laticas, apresentam grande potenciad f@ara a inibicdo do crescimento fungico
bem como para a detoxificacdo de micotoxinas (GOMRA& BULLERMAN, 1995a;
HOCKING et al.,2006).

Pela capacidade de inibicdo do desenvolvimentoidong de detoxificacdo de
variadas micotoxinas, aliado ao status GRAS (gégemecognized as safee ao potencial
probiotico, as bactérias laticas sdo potencialmpriienissoras para o controle biolégico de
fungos micotoxigénicos come. graminearumtanto na lavoura ou mesmo depois durante o
processo tecnoldgico de producdo de alimentos (DERCDE VUYST, 2004; YANG &
CLAUSEN, 2004).

A utilizacdo de bactérias laticas pode ocorrer aind campo, como na aplicacao de

culturas iniciadoras de bactérias laticas em pi@em de cevada durante o estagio de
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floragc&o, que resulta em inimeros beneficios nidaaee por diminuir a quantidade de gréos
danificados pofF. graminearume contaminados por micotoxinas, aumentando a qlzaldi
de proteinas e carboidratos dos graos, bem comdworedo varias caracteristicas
tecnoldgicas (LOWE & ARENDT, 2004).

A nivel tecnoldgico e industrial constatou-se queadte véarias etapas de producgéo de
cerveja a aplicacdo de culturas iniciadoras deébast laticas resultou na inibicdo da
contaminagcdo por fungos do géndrasarium e também na prevencdo da producédo de
micotoxinas como zearalenona e desoxinivalenolhanehdo caracteristicas sensoriais e
qualidade do produto final (NUMMER, 1996). A comégdo de bactérias laticas homo e
heterofermentativas na fabricacdo de silagens etoarruma reducdo dos niveis de DON
(ZHANG et al.2009). A utilizacdo de cepas deactobacillus plantarumFST 1.7 na
fermentacdo de pdes aumentou a vida util do profildb pela habilidade da bactéria em
inibir o crescimento de cepas #e culmorume F. graminearum diminuindo também o
perigo de contaminacao por DON (DAL BELl#Dal.,2007).

2.4BACTERIASLATICAS

Inicialmente as bactérias laticas (BAL) eram defasi e associadas apenas como
microrganismos acidificantes do leite, devido aiteléermentado produzido pela acédo do
acido latico que produziam como metabdlito princidas constituem um grupo de bactérias
diversificado, mas estritamente relacionado por @wé@e de caracteristicas morfolégicas,
fisioldgicas e metabolicas (MARTH & STEELE, 2001).

Taxonomicamente, o termo bactérias laticas re@ouan diverso grupo de bactérias
gue partilham as seguintes caracteristicas: caedmoilos Gram positivos, ndo esporuladas,
catalase negativas, desprovidas de citocromos, nporgerotolerantes, exigentes
nutricionalmente, acido-tolerantes e fermentadot@sgdo o acido latico como o principal
produto final da fermentacdo dos acucares (STILEB@LZAPFEL, 1997; AXELSSON,
2004).

Entretanto podem ocorrer excecbes para essa desageral do género, porque
algumas espécies podem formar catalase ou citosr@momeios que contenham hematina

ou compostos relacionados. A producédo de catalaseheme, chamada de pseudocatalase
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por algumas espécies de lactobacilos também podearcaonfusdo na identificagdo de
bactérias acido laticas (WHITTENBURY, 1964; WOe&Fal.,1991).

Baseando-se na ampla definicdo fisiologica, asebastlaticas estdo compreendidas
em um grupo com aproximadamente 20 géneros, natente for levado em conta apenas o
ponto de vista tecnolégico os géneros mais imptasasdo:Lactococcus, Lactobacillus,
Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Aerococ@asnobacterium, Enterococcus,
Oenococcus, Tetragenococcus, Vagococcus e Weis¢pa/IDSON et al, 1995;
AXELSSON, 2004). Destes, dsactobacillus, Pediococcus Streptococcusistoricamente
representam os principais géneros, reconhecidoded®840 e od.actobacillusos mais
encontrados, compreendendo cerca de 80 espéahesidas (AXELSSON, 2004).

O géneroBifidobacteriumfoi considerado durante muito tempo como perteiecan
grupo das bactérias laticas por compartilhar alguoia suas caracteristicas tipicas, como
producdo de acido, porém é filogeneticamente intg®e e apresenta apenas um Unico
modo de fermentacado do acucar (WESSELSI.,2004).

A classificacdo das bactérias do acido latico eerelites géneros é em grande parte
baseada na morfologia, modo de fermentacdo da sglicerescimento a diferentes
temperaturas, configuragdo do &cido latico prodyzichpacidade de crescer sob altas
concentracbes de sais, acidos ou bases e por mesaduimiotaxébnomicos como a
composicao de acidos graxos e constituintes dal@a&ular. Além disso, a taxonomia atual
também utiliza relacdes filogenéticas que tém sligalgadas a partir de extensos trabalhos
de revelacdo de sequéncias de RNA ribossémico (Rld&kavés de técnicas como a da
transcriptase reversa ou pela tecnologia de PCRg¢dce em cadeia de polimerase) e
recentemente pelo seqiienciamento genémico dasiesgégéneros catalogados (WOESE,
1987; KLAENHAMMER et al., 2002; ERCOLINI, 2004; TRINGE & HUGENHOLTZ,
2008).

Pelo fato das bactérias laticas serem encontragtasaimente em ambientes ricos em
nutrientes como carboidratos fermentaveis, amido&ciacidos graxos, sais e vitaminas, a
contagem destes microrganismos em alimentos € dmgmé@ncipalmente na selecdo de
condicBes Otimas para 0 seu crescimento (condigbeaerodfilas e meios enriquecidos,
para atender as grandes exigéncias nutricionasjernido pouca énfase na criagdo de
condicbes seletivas, uma vez que nos alimentos @uode enumeragcdo é relevante, a
microbiota competidora restringe-se quase que sixelmente a bolores e leveduras (SILVA
et al.1997; HOLZAPFELet al.,2001).
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Desde h& muito tempo se utiliza a fermentagdo potéhas laticas para melhorar a
conservacgao e qualidade de alimentos, sendo agiodie alimentos fermentados uma das
mais antigas técnicas de processamento de alimeotdsecida. Desde os primordios da
civilizacdo o homem vem aplicando a técnica emgyréereais, leites, carnes e vegetais com
primeiros registros que datam de gravuras em muwgipcios do ano de 6000 a.C.
Certamente os processos de fermentacdo eram totel@gesanais e empiricos, passados de
geracdes em geracdoes sem que houvesse nocéo tléupdpenental dos microrganismos no
resultado final (ALLEN, 1926; ROS®t al., 2002; FARNWORTH, 2008). A devida
importancia dos microrganismos no processo ferrtieat® também o entendimento dos
processos metabdlicos envolvidos, s6 comecarant aosepreendidos e desvendados em
meados do século 19, a partir da ampliacdo do @stliad microbiologia de alimentos
(CAPLICE & FITZGERALD, 1999).

Atualmente a principal finalidade da adicdo de &@dat laticas na producdo de
alimentos ndo é apenas conservagdo, mas tambéracdéormo alimento caracteristicas
desejaveis como aroma, sabor e textura e assimnégamseu valor comercial. A fermentacao
por bactérias laticas age essencialmente na prodig#arios tipos de alimentos consumidos
como leites fermentados, iogurtes, queijos, pepeositros vegetais fermentados, produtos
carneos maturados, além de alimentos destinaddisnantacdo animal como silagens de
variados gréos e cereais (TOB#Aal.,2003; TAMINE, 2006; TOLDRA, 2007). O processo
fermentativo dessas bactérias resulta em um praahirtoipal, o acido latico, que, além de
propriedades conservantes, melhora as caractasistiensoriais dos alimentos (BRUL &
COOTE, 1999). Cepas especificas sdo também aditaena alimentos probidticos com o
intuito de adicionarem efeitos benéficos a saudehdepedeiros sejam eles seres humanos ou
animais (VASILJEVIC & SHAH, 2008).

A partir do fato de que as bactérias do acidodaticorrem naturalmente em varios
alimentos e vém fazendo parte da dieta dos humdnoante séculos elas podem ser
consideradas microrganismos seguros para o consfwmano ou animal, e, além disso,
apresentam um grande potencial para serem usadaspnaservacao de alimentos (WOOD
& HOLZAPFEL, 1995).

A biopreservacgao consiste na utilizacdo de umaaiicta natural ou controlada ou a
adicdo de seus metabdlitos antimicrobianos paem@st a vida Util e aumentar a seguranca
dos alimentos, diminuindo assim a quantidade de postos quimicos utilizados
acompanhando a exigéncia atual dos consumidoreslipoentos mais naturais e livres de
aditivos e conservantes (STILES, 1996; HASSAN & RBRMAN, 2008).
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O primeiro efeito preservativo adquirido pela adici BAL € devido a producgdo de
acido latico que diretamente diminui o pH e poroisaibe diversos microrganismos
patogénicos ou deterioradores (BRUL & COOTE, 1988m da producao de acido latico as
bactérias laticas produzem outras substancias amengal antagonistico como o acido
acético, peréxido de hidrogénio, diacetil, reuterm bacteriocinas que desempenham um
papel fundamental na preservacdo de alimentos (SONGER et al,1996; CAPLICE &
FITZGERALD, 1999; ANANOUet al.,2007).

A fisiologia das bactérias laticas tem sido de deamteresse desde o momento em
que foi reconhecido que estas bactérias estdowdasina acidificacdo de alimentos. Estudos
sobre o metabolismo e a fisiologia destes micrasgams tém sido uma forma de controle
sobre sua utilizacdo (AXELSSON, 2004).

2.4.1 Metabolismo das Bactérias Laticas

As bactérias laticas apresentam propriedades dgids e aplicac6es tecnoldgicas
muito atrativas, como resisténcia a bacteriéfagasjidade proteolitica, fermentacdo da
lactose e do citrato, producdo de polissacaridetis, resisténcia a liofilizacdo e ao
congelamento, capacidade de adesado e colonizacéuwiclasa do trato gastrointestinal e a
producao de substancias antimicrobianas (ANANgD#I.,2007).

A principal fonte de energia das bactérias latégzoveniente do metabolismo de
carboidratos utilizados para manter o potenciatggieo das células e aproximadamente 5%
do acucar fermentado € usado como fonte de sulssirata reacdes de sintese (POOLMAN,
1993; COCAIGN-BOUSQUETet al., 1996). O crescimento exponencial deste grupo de
microrganismos parece ser “programado” para acensmmente em meios complexos, ricos
em carboidratos (NOVAket al, 1998).

A inabilidade de sintetizar grupos porfirina reaudim que as bactérias laticas sejam
desprovidas de catalase e citocromos, consequemiEmedo possuem uma cadeia de
transporte de elétrons e dependem da fermentacd@paoducéo de energia (AXELSSON,
2004). Pelo fato destas bactérias ndo utilizareigéoio para a producdo de energia, elas tém
a capacidade de se multiplicarem sob condi¢cdeg@iae, podendo também se desenvolver
na presenca de oxigénio, classificadas assim comerébias aerotolerantes. Elas apresentam

uma protecdo ao oxigénio e a seus produtos poer@ntperoxidases. Por causa dos baixos
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campos de energia, as bactérias laticas geralnmaseem mais vagarosamente do que
agueles microrganismos capazes de realizar re8piragoduzindo assim, pequenas colénias
que variam de 1 - 3 mm de diametro. As bactériaadildo latico podem se multiplicar em
uma faixa de temperatura entre 5 - 45 °C, sendbédantolerantes a condicfes de elevada
acidez, e muitas cepas sado capazes de cresced g ptbm o crescimento 6timo ocorrendo
em uma faixa de pH entre 5,5 - 6,5 (DAVIDS@Nal, 1995; ERCOLINt al, 2001).

Bioquimicamente, a fermentacdo € um processo meabonde carboidratos séo
parcialmente oxidados para a obtencao de energias@éncia de um aceptor final de elétrons,
ou seja, na auséncia de oxigénio. Como a oxidagdcoénpleta, pouca energia € produzida
quando comparada a respiracdo. Os produtos firaierthentagcdo podem ser compostos
organicos diferentes, dependendo do microrganigmoentador (WOOD & HOLZAPFEL,
1995).

As bactérias laticas podem ser classificadas coomohou heterofermentativas,
dependendo de como fermentam a glicose sob comsdd®e&rescimento néo limitadas. As
homofermentativas utilizam a via glicolitica (Emheldeyerhof-Parnas) que ocorre entre
Lactococcus, Streptococcus, Pediococoas algumas espécies homofermentativas de
Lactobacillus.E caracterizada pela divisdo da frutose 1,6-difogfleaDP) em gliceraldeido-3-
fosfato (GAP) e dihidoxiacetona fosfatada (DHAP)qoela acdo de uma aldolase séao
convertidos a piruvato que posteriormente € reduzidra acido latico como principal
produto da fermentacdo. Por sua vez, bactériam$itieterofermentativas corbeuconostoc
mesenteroideg Lactobacillus fermenturatilizam a via do 6-fosfogliconato/fosfoquetolase
(6-PG/PK) para a descarboxilacdo dos carboidraéssiitando em acido latico, didxido de
carbono e etanol como produtos finais, esse graptbém possui a habilidade de usar
receptores externos de elétrons para regeneraffAD®l , ganhando mais energia; devido a
essa via alternativa, ao invés de etanol sera fiwraaido acético (AXELSSON, 2004).

De acordo com essas duas principais vias de feag@&mt as bactérias laticas sdo
divididas em trés diferentes categorias metabdlidasmofermentativas obrigatérias;
heterofermentativas obrigatorias e heterofermesatstifacultativas. As homofermentativas
obrigatérias podem apenas fermentar acucar por m@go via glicolitica, as
heterofermentativas obrigatérias apenas pela vRRGARK, ja as heterofermentativas
facultativas apresentam capacidade de utilizavas dias (AXELSSON, 2004).
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2.4.2 Metabdlitos com Atividade Antagonistica as&w®/olvimento Flngico

Como previamente citado, as bactérias laticas sfmzes de produzir diversas
substancias com atividade antimicrobiana. Algunmelasdcomo acido latico e reuterina sao
capazes de inibir tanto bactérias como boloresvedlgas enquanto outras, como as
bacteriocinas, apenas afetam bactérias intimamelateionadas (STROM, 2005).

O mecanismo preciso da acdo antimicrobiana dos bdlétzs produzidos pelas
bactérias laticas ndo pode ser totalmente defidelado as complexas interacdes existentes
entre os diferentes compostos produzidos durafeerentacdo do alimento (CORSETAL!
al., 1998; NIKU-PAAVOLA et al.,1999). Muitas pesquisas tém sido dirigidas corbjetivo
de identificar as diferentes substancias respois@eta acdo antagdnica primeiramente em
sistemasn vitro, mas pouco se conhece a respeito dos complexanieems que ocorrem
em sistemas alimentares (BRUL & COOTE, 1999).

Estudos sobre a acao antifungica destas bactéadificultados pelo fato que alguns
fungos apresentam forte sensibilidade a produtasetabolismo das BAL impedindo que se
consiga visualizar a acdo dos outros compostodpsescessarios processos de purificagédo e
caracterizagao das substancias (BONESTRO&.,1993).

O numero de publicagdes existentes sobre a afiwidatifingica de bactérias laticas
ainda € pequeno. Pesquisando sobre o assunto gepacmn o fato de que a maioria das
publicacbes descreve a atividade antifungica déébas laticas, porém em poucas ha a

caracterizagdo dos compostos e mecanismos resgipay essa atividade.

2.4.2.1 Produtos da fermentacéo

A fermentacdo reduz a quantidade de carboidraigigoiveis no meio e como
resultado de sua atividade ocorre a producdo detamials organicas que apresentam
atividade antimicrobiana (FARNWORTH, 2008).

Além da producdo dos metabdlitos principais (acitfbEo, acético e propidnico)
muitos outros compostos podem ser formados poredifes bactérias laticas. Deve-se ter em
mente que essas substancias antimicrobianas ngwafizidas para a conveniéncia humana

e sim para desempenhar um papel biolégico no aitmmsa como ferramenta para as
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bactérias laticas ganharem vantagens sobre outinsorentes, produzindo compostos
antagonicos aos demais microrganismos e acidifcanieio (SOOMR@t al.,2002).

2.4.2.1.1 Acidos organicos

O &cido latico é o principal metabdlito de baetgiaticas por acarretar reducéo de pH
no meio podendo assim causar a inibicdo de variosorganismos (De MUYNCKet al,
2004). A forma néo dissociada, que € mais hidreBatravessa a membrana dissociando-se
no interior da célula e liberando ions" Hjue acidificam o citoplasma (PIARD &
DESMAZEAUD, 1991). Adicionalmente ao efeito do pdissociacdo dos acidos causa um
colapso eletroquimico no gradiente de prétons,ataie bacteriostase e finalmente a morte
das bactérias susceptiveis (EKLUND, 1989). O adat@o pode apresentar um efeito
antifingico sinergistico com o acetato de sédiooettado no substrato MRS (de MAN,
ROGOSA & SHARPE, 1960), um meio padrdo para o degeimento de bactérias laticas
(CABO et al, 2002; STILES:t al.,2002).

As bactérias laticas heterofermentativas produzeandgs quantidades de acido
acético na presenca de aceptores de elétrons extenquanto que o acido propidnico é
apenas produzido em pequenas quantidades. Ambasidss possuem maiores valores de
constante de dissociacdo (pKa) do que o &cidoola@presentando assim uma maior
proporcao ions hidrogénio liberados a um mesmaoSadilarmente ao acido latico, os acidos
acético e propidnico interagem com a membrana areklfim de neutralizar o gradiente
eletroquimico de protons, porém o efeito destedodcié algumas vezes dependente da
diminuicdo do pH causada pelo acido latico (EKLUNDBg9).

O acido propibnico, e alguns de seus sais comm@pig@rato de sddio e o propionato
de amoénia, reduzem o crescimento de fungos filamsest e leveduras por afetarem a
membrana celular, especialmente a um baixo pH (p@xde 4,5), sendo que o &cido
propidnico assim como o0 acido acético, também aptasa capacidade de inibir o
crescimento de certos microrganismos por impedie @stes utilizem os aminoacidos
presentes no meio (WOOLFORD, 1984; EKLUND, 1989).

Pelo fato desses acidos apresentarem uma intengade inibidora, eles acabam
dificultando as pesquisas de outras substanciaggpesentem atividade semelhante, fazendo

com que seja necessaria a realizacdo de proceggm®sos de purificacdo para a
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caracterizacdo destas substancias (MAGNUSSON & SIRER, 2001; MAGNUSSONet
al., 2003; SJOGRENt al.,2003).

2.4.2.1.2 Outros produtos finais da fermentacao

Muitas bactérias laticas apresentam oxidoredutaBes)H peroxidase, NADH
oxidase an-glicerofosfato oxidase, que as tornam capaeegroduzir peréxido de hidrogénio
(H2.0,) na presenca de oxigénio. Pela falta de um gruptreeme, as bactérias laticas ndo
produzem catalase para a remocdo do peroxido degliwio, e pelo fato de que outras
enzimas como as peroxidases, flavoproteinas oudpsatalases ndo sao tao eficientes nessa
func&o ocorre um acumulo de perédxido de hidrogénioneio (CONDON, 1987). Os efeitos
antimicrobianos do peréxido de hidrogénio ja sam becumentados e sdo atribuidos ao forte
efeito oxidante sobre a membrana lipidica, peléruiedo de estruturas basicas das proteinas
celulares e também por neutralizar o oxigénio siogtriando um ambiente anaerébio nao
favoravel ao desenvolvimento de muitos microrgansgDAVIDSONet al.,1995).

O efeito antimicrobiano do peroxido de hidrogéniesmo em concentragfes nao
inibitérias é potencializado pela lactoperoxidaseeto tiocianato presentes no leite e na
saliva, como exemplo, quando ocorre fermentacadeit®, onde a reacdo do peroxido de
hidrogénio produzido pelas bactérias laticas colactoperoxidase e o tiocianato forma o
complexo peroxido-tiocianatolactoperoxidase, que/oke a reacdo do peroxido de
hidrogénio com o tiocianato por catalise da laatoxidase, sendo que o hipotiocianato
formado juntamente com os outros produtos interémedi, causam a inibicdo microbiana
potencializada (BJORCEt al, 1975; BJORCK, 1978; CONDON, 1987).

Rodriguezet al (1997) sugeriram que o meio MRS poderia ser atlliz como
substrato na selecdo de substancias antimicrobgureasao sejam peroxido de hidrogénio,
pois descobriram que o peréxido de hidrogénio édampente degradado no MRS,
provavelmente devido a atividade da catalase datextle levedura presente neste meio.

Por sua vez, o diacetil (2-3 butanodiona), sub&amesponsavel pelo aroma
caracteristico da manteiga, exibe atividade antohiana em baixo pH e é produzido por
linhagens de alguns géneros de bactérias laticastéua fermentacao do citrato (JAY, 1982).
Muitas espécies de bactérias laticas incluindo seda Leuconostoc, Lactococcus,

Pediococcu® Lactobacillussdo capazes de produzir diacetil embora esta eygjgnida pela
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fermentacdo das hexoses. Bactérias Gram negdtimases e leveduras sdo mais sensiveis ao
diacetil do que bactérias Gram positivas. Acres@dagque omodo de acdo seja pela
interferéncia na utilizacdo de arginina pelos mgaoismos (OUWEHAND &
VESTERLUND, 2004). Diacetil € raramente encontraga alimentos fermentados em
concentracdes suficientes para exercer algumalatigiinibidora, sendo que a quantidade de
diacetil necessaria para que a atividade inibitéeja exercida (aproximadamente 200 mM)
alteraria dramaticamente o aroma e o sabor do fwdthal (PIARD & DESMAZEAUD,
1991).

O diéxido de carbono geralmente formado durantermdntacdo das hexoses por
bactérias heterofermentativas apresenta um efeibddor duplo, primeiramente por sua
propria atividade antagbnica e também por criarambiente anaerébio (OUWEHAND &
VESTERLUND, 2004). O mecanismo por tras da sudadatde é ainda desconhecido, porém
sugere-se que seja pela inibicdo da descarboxiEt@imatica e também porque seu acumulo
na bicamada lipidica pode causar disfuncdes naqadifidade da membrana celular. Por
causa da sua atividade antimicrobiana o dioxidecadbono é comumente utilizado como o
principal componente na preservacdo de alimentog ptmosfera modificada
(DEVLIEGHERE & DEBEVRE, 2000).

2.4.2.2 Compostos antimicrobianos de baixa massecoiar

Existem varios artigos que reportam que bactéatisas produzem compostos de
baixa massa molecular que apresentam atividadeniardbiana (SILVA et al., 1987).
Adicionalmente a sua baixa massa molecular esseparentes também dividem outras
caracteristicas em comum como a capacidade de satigados em baixo pH, serem
termoestaveis, apresentarem uma atividade de aspéxtro e sollveis em acetona (R@ES
al., 2002). Ainda existem muitas ddvidas em relacdo igidatle antagonica dessas
substancias, se elas apresentam mesmo essa aiwdagbbre seu modo de acéo, gerando
uma certa incerteza sobre essa classe de compastiosicrobianos (OUWEHAND &
VESTERLUND, 2004).
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2.4.2.2.1 Reuterina

Reuterina € uma substancia antimicrobiana soluvelgua, efetiva em uma ampla
faixa de pH, resistente a enzimas proteoliticagaditicas, de amplo espectro de acdo que foi
originalmente descrita como advinda dactobacillus reuterie atualmente € um dos mais
estudados compostos inibidores de baixa massa umhlegoroduzido por bactérias laticas
(TALARICO et al.,1988; AXELSSONEet al.,1989; OLIVEIRA-SEQUEIRAet al.,2008).

Células injuriadas de bactérias laticas que sensebeem em condi¢cdes anaerobias e
na presenca de glicose com glicerol ou gliceralw&@dh como Unica via para degradacdo do
glicerol, aquela que passa pelo estado intermedikri3-hidroxipropanaldeido (reuterina, 3-
HPA), que pode subseqiientemente ser reduzida grb@anodiol pela NADH + H
desidrogenase (SLININGERt al., 1983; VEIGA DA CUNHA & FOSTER, 1992; EL-
ZINEY et al., 1998). Durante a fase logaritmica do crescimemsse&s microrganismos
nenhuma reuterina é produzida, pois € necessaedagla a glicose seja reduzida pelo seu
metabolismo, e s6 quando inicia a fase estaciogagize a reuterina comeca a ser acumulada
(TALARICO & DOBOGROSZ, 1989; DOLEYRESt al., 2005). Em solugbes aquosas a
reuterina pode estar presente sob trés formas,os@niéicipalmente a monomeérica,
variavelmente a monomeérica hidratada e rarameaoieliea dimérica, ndo sendo conhecida a
forma ou qual combinacéo dessas formas seja baaloginte maiativa (TALARICO et al.,
1988; VOLLENWEIDEREet al.,2003).

A atividade antimicrobiana da reuterina é de anegloectro, atingindo bactérias Gram
positivas e Gram negativas, fungos, virus e pr@as, ndo havendo nenhum registro de
possiveis efeitos negativos em células humanasnmésndo a capacidade de atravessar
tecidos biologicos da mesma forma que glutarald€idlABNG et al., 2003; SUNGet al.,
2003; VOLLENWEIDER & LACROIX, 2004; CLEUSIXet al., 2007). A forte atividade
pode ser explicada pelo mecanismo de acdo, poeyessg que 0s grupamentos hidroxila e
aldeidos possam reagir contra enzimas do grupmslaifalterando a funcionalidade, mas o
principal mecanismo € baseado na hipétese questuduea hemiacetalica possa dar origem
a uma reacdo entre o grupo aldeidico e o grupoidiaxila terminal, produzindo uma
molécula semelhante a uma pentose, como a D-riks®m, a reuterina re-estruturada
funciona como um analogo da D-ribose capaz de ctirmgmm os ribonucleotideos pelos

sitios de reconhecimento da ribonucleotideo redutaterferindo diretamente na sintese de



38

DNA pela inibicho da conversdo dos ribonucleotideas desoxirribonucleotideos
(TALARICO & DOBOGROSZ, 1989; TALARICCet al.,1990).

2.4.2.2.2 Reutericiclina

Outro composto de baixa massa molecular isoladzspécies deactobacillus reuteri
€ a reutericiclina, que apresenta atividade aniatjom a bactérias Gram positivas, mas nao
apresenta atividade frente a bactérias Gram negatibolores e leveduras (OUWEHAND &
VESTERLUND, 2004).

Reutericiclina € um derivado do acido tetramicautstalmente relacionado com o
acido tenuazoénico e destaca-se dos outros composidazidos pelas bactérias laticas pela
sua atividade biologica e sua estrutura quimicaleiada toxicidade do acido tenuazbnico
impede sua aplicacdo clinica, mas como a reutknaiodo se assemelha com este acido em
termos de citotoxicidade seu amplo espectro inibité potencialmente util para utilizacao
como antimicrobiano em tratamentos clinicos e apbes alimentares (GANZLEt al.,
2000).

2.4.2.3 Acido fenilatico

Lavermicoccaet al. (2000) relataram a producdo de acido fenilaticoeeadido 4-
hidroxi-fenilatico porLactobacillus plantarun21B, isolado de massa de pdo com atividade
antifngica frente a varias espécies de fungosélatosos. O acido fenilatico também foi
identificado em sobrenadantes de culturakatobacillus plantarunMiLAB 393 (STROM
et al., 2002), Lactobacillus coryniformisepa Si3 e em cepas Bediococus pentosacees
Lactobacillus sakgfMAGNUSSONet al.,2003).

Além da acéo antifungica constatou-se que o aadidatico também € o metabdlito
envolvido na formacdo do flavor de queijos e é pridb por cepas de bactérias laticas
durante a degradacao da fenilalanina e da tirg3i@®N et al.,1998; KIERONCZYKet al.,
2003). Considerando que as bactérias laticas s#o atilizadas como culturas iniciadoras na

producdo de varios alimentos fermentados, a a@iag@ producdo de acido fenilético por
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linhagens representativas de quase todas as espécwwlvidas na transformacédo de
alimentos € de elevada importancia para a aplicalggses metabdlitos como agentes
antimicrobianos e/ou precursores de compostos fiwmea do aroma (VALERICet al.,
2004).

Similar a atividade de outros acidos fracos utilas como preservativos (acido
propidnico, benzdico e sorbico) e a acidos orgdnammo acido malico, acido latico, acido
citrico e acido acético, a atividade do acido &b (pKa 3,46) é dependente do pH do
meio, indicando que seu modo de acdo apresentanalgelacdo com as propriedades
lipofilicas que capacitam a forma ndo dissociadssele acidos a penetrar as membranas
celulares dos microrganismos (GOULD, 1996, ARMAF@EFT al.,2006).

As concentracbes de acido fenilatico necesséariaa pademonstracdo de uma
atividade antifungica sdo geralmente menores daguekcessarias para a inibicdo do
desenvolvimento de bactérias, sendo que conceesagd mg. mt j4 sdo suficientes para
demonstrar efeitos antagbnicos, podendo haver tandigergia entre outros compostos
produzidos pelo metabolismo das BAL para ampliarefcacia da sua atividade
antimicrobiana (LAVERMICOCC/et al, 2000; LAVERMICOCCAet al.,2003).

2.4.2.4 Acidos graxos

Bactérias laticas lipoliticas apresentam a capdeidie produzir grandes quantidades
de acidos graxos de acdo antimicrobiana e que tarobétribuem com a qualidade sensorial
dos alimentos fermentados (BERGSSE&NI.,2001).

Através de ensaios de purificacdo por cromatoghfiada de alta eficiéncia (CLAE)
de compostos advindos da fermentacaolamtobacillus plantarunMiLAB 14 foi possivel
encontrar 3 A&cidos graxos hidroxilados que apraesant forte atividade antifungica
(SJOGRENEet al.,2003).

Enquanto cadeias longas de acidos graxos eramtigaeas, Woolford (1975)
observou que a atividade antimicrobiana era diretdenproporcional ao comprimento da
cadeia, sendo que o acido caprilico (C8) e acidasog de cadeia longa sdo geralmente os
mais eficientes, exceto o acido undecandico (Calb fato de que acidos graxos com cadeias

com mais de 10 carbonos apresentam baixa solutlidan agua (BERGSSQé al., 1998).
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Acidos graxos hidroxilados tém uma grande atividadgfingica contra um amplo
espectro de bolores e leveduras, exercendo suaaagégonica em concentragdes entre 10-
100 pg. mL?, sendo necessarias menores concentracdes padgareveue sdo geralmente
mais sensiveis a estes acidos do que os boloredosA utilizada desses acidos graxos
hidroxilados pode ser comparada com a de drogdéragitas padrbes como a anfotericina B
que também apresenta atividade em concentracdgg.dal’t (MCGINNIS & RINALDI,
1991; SJOGREN al, 2003).

A producdo de acidos graxos hidroxilados € linean @ crescimento bacteriano,
indicando que ela ndo resulta da lise celular. Pepanetabdlico desses acidos graxos
hidroxilados ndo foi totalmente elucidado e suasidades antifUngicas no ecossistema
natural ainda ndo sdo conhecidas. Apesar do mevarde acao desses lipideos ainda ser
desconhecido estudos por microscopia eletrénicarsogque sua acdo antagbnica seja pela
ruptura das membranas celulares dos microrganisfetados (BRUL & COOTE, 1999;
SJOGRENEet al.,2003).

2.4.2.5 Dipeptideos ciclicos

Dipeptideos ciclicos sdo compostos que apresegi@ridades biolégicas muito
conhecidas como inibicdo de PAI-1 (inibidor do atigr de plasminogénio), deglucosidase
e de glicogénio fosforilase; atividade antibacteiaantifingica e antitumoral (MARTIN&
al., 2006.)

Niku-Paavoleet al.(1999) descobriram novos tipos de compostos armiimi@nos em
um filtrado de uma cultura deactobacillus plantarunVTT E-78076. A fracdo ativa incluia
acido benzoico, 5-metil-2,4-imidazolidinediona (itétlantoina), tetrahidro-4-hidroxi-4-
metil-2H-pirano-2-ona (mevalonolactona) e ciclaqiglL-leucil).

Stromet al. (2002) encontraram dois peptideos ciclicos, o dPlee-Pro) e o ciclo
(Phe-OH-Pro) no sobrenadante de culturalsadobacillus plantarunMiLAB 393.

O efeito antimicrobiano de diversos tipos de cidileeptideos ja foi investigado por
Graz et al, 1999; Ganzleet al.,, 2000 e Grazet al., 2001. Magnussoret al. (2003)
encontraram que ciclo (Phe-Pro) and ciclo (Phe-@bJ-mbém foram produzidos por cepas
de Lactobacillus sakee Lactobacillus coryniformisOs dipeptideos ciclicos tém atividade

antifingica a concentracdes de mg. heendo esta menos efetiva do que a dos acidossgraxo
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hidroxilados. Foram encontradas baixas concentsagde alguns dipeptideos ciclicos
presentes no MRS (meio de enriqguecimento e Agantes meios para 0 crescimento de
bactérias laticas, porém as concentracdes detsctaaaeram suficientes para exercer acao
inibitéria nos bioensaios utilizados durante a fizatdo (SCHNURER & MAGNUSSON,
2005).

Yang & Chang (2010) ao purificarem compostos angféos produzidos por cepas de
Lactobacillus plantarumAF1 isoladas de kimchi, identificaram que a atividace @gevida a
um dipeptideo ciclico caracterizado como 2,5-pgesdiona ou ciclo (Leu-Leu), sendo o
primeiro relato da producdo por bactérias laticasuch composto que apresenta alguma
atividade antifungica pertencente ao grupo dasi@jgetopiperazinas. Para a visualizacao de
um potencial na utilizacdo deste composto na pras@&o de alimentos, graos de soja tratados
com sobrenadantes de culturasLaetobacillus plantarumAF1 apresentaram resisténcia ao
desenvolvimento deAspergillus flavusATCC 2254 e demonstraram grande potencial

biopreservativo para utilizagdo em alimentos eeaco

2.4.2.6 Compostos protéicos

A producédo de peptideos antimicrobianos € a prankémha de defesa de muitas
espécies para manter a sua existéncia ou seu eccih@gico, fazendo parte da imunidade de
mamiferos, aves, anfibios, insetos, plantas e nganismos (RILEY & GORDON, 1999).
Embora o grupo de peptideos antimicrobianos sggxddficado, seus integrantes geralmente
apresentam caracteristicas em comum como um tdrimarafébico e hidrofilico, tamanho
que varia de 20 a 50 aminoéacidos e propriedadeénizts (DYKES, 1995; DAW &
FALKINER, 1996).

Bacteriocinas sdo compostos sintetizados ribogsongnte por bactérias laticas como
ferramenta para inibir o crescimento de outros onganismos competitivos e garantir a sua
permanéncia no meio, esses compostos sdo encatraduaioria das espécies pesquisadas
até hoje, porém so6 algumas sdo extensivamenteadstsi{YANG & RAY, 1994; NESt
al.,1996). Apesar das bacteriocinas serem considesmmaslhantes aos antibiéticos, diferem
de tais compostos em varios aspectos criticos, confi@o de serem ribossomicamente
sintetizadas; pelas células hospedeiras apresentameinidade; seu modo de acédo ser

diferente dos antibioticos e terem um restrito espede acdo geralmente destruindo apenas
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bactérias estritamente relacionadas com a linhageodutora (ABEE et al., 1995;
CLEVELAND et al.,2001).

As bacteriocinas produzidas por bactérias late@s geralmente divididas em 3
grupos: classe | — lantibidticos; classe Il — pemsepeptideos termoestaveis; Il — grandes
proteinas termolabeis (NASCIMENT& al.,2008). Esses compostos tém acao apenas contra
estritos géneros de bactérias ndo havendo evidésoiae seu efeito no desenvolvimento de
bolores e leveduras (PIARD & DESMAZEAUD, 1991; OUWAND & VESTERLUND,
2004). Em contrataste com a vasta literatura sbamteriocinas, sdo encontrados poucos
artigos sobre a existéncia de peptideos antifusgipmduzidos por bactérias laticas
(SCHNURER & MAGNUSSON, 2005).

Vérios autores reportam casos onde a atividadilagica de certas espécies de BAL
foi anulada apés o tratamento do meio por enzimeaiegiticas, indicando que o composto
com atividade inibitéria era de natureza protgicagm séo escassos 0s relatos de purificacdo
de compostos protéicos antifUngicos derivados detéhas laticas (MAGNUSSON &
SCHNURER, 2001).

Roy et al. (1996) isolaram uma linhagem dectococcus lactisubsp.lactis com
atividade antagbnica a varios fungos filamentosaapés tratamento com quimotripsina,
tripsina e pronase a atividade desapareceu indicandhatureza protéica do composto
inibidor. Gourama (1997) constatou que o efeitbitario de uma linhagem deactobacillus
casei contra duas espécies €enicillium foi levemente reduzido com o tratamento com
tripsina e pepsina. Gourama & Bullerman (1995b,7)3#monstraram a capacidade de um
inoculante comercial de silagem que continha espédombinadas déactobacillus
(Lactobacillus plantarum, Lactobacillus delbruecksubsp. bulgaricus e Lactobacillus
acidophilu3 em exercer atividade antifangica e antiaflatoxawatra Aspergillus flavuse
constataram que a atividade inibitoria era nuldfecajuando submetida a tratamentos com
tripsina ea-quimotripsina chegando a concluséo que ela engaevdois pequenos peptideos
(1 kDa).

Okkers et al. (1999) caracterizaram um peptideo de cadeia méisyado do
Lactobacillus pentosugue induziu a formacédo de pseudohifas e teve ag#arayica sobre
Candida albicanstal peptideo nédo teve a atividade testada contlardso Um composto
protéico derivado déactobacillus coryniformesubsp.coryniformescepa Si3 demonstrou
uma acdo antifungica frente a alguns bolores edleas, sendo esse peptideo pequeno
(aproximadamente 3 kDa), estavel ao calor, ativauem faixa de pH de 3 a 6 e totalmente
inativado pela proteinase K (MAGNUSSON & SCHNURER(QO1). A producdo de
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peptideos antifingicos seguiu a mesma cinéticaat#upao da bacteriocina amilovorin L471
derivada dolLactobacillus amylovoruCALLEWAERT et al, 1999), da lactocin S do
Lactobacilus saket do peptideo fungistatico TV35b tactobacillus pentosu®OKKERS et
al., 1999; MAGNUSSON & SCHNURER, 2001).

Quando uma cultura liquida de uma linhagenidetobacillus coryniformesi3 foi
suplementada com etanol, acido férmico ou acétimovén um aumento no conteudo total de
peptideos antifingicos (MAGNUSSON & SCHNURER, 200@3% dados obtidos sugeriram
que os peptideos antifungicos sédo hidrofébicos pdamente adsorvidos pelas células
produtoras ou alternativamente formam agregadosonég@peos (SCHNURER &
MAGNUSSON, 2005). Atanossova&t al. (2003) caracterizaram compostos protéicos
antimicrobianos delactobacillus paracasesubsp. paracaseiM3, com ampla atividade
antibacteriana e fungistatica contra 4 das 26 éspéte leveduras testadas. Apesar de
descreverem dificuldades na purificacdo, eles laplae sequenciaram uma proteina
hidrofobica de aproximadamente 43 kDa que apresamta@xima atividade em pH 6.

Levando-se em conta as pesquisas existentes eg@ ¢aminho a ser percorrido
acredita-se que cada vez mais serdo isolados fcados novos compostos protéicos com
atividade antagonica a bolores e leveduras, porsdg&s mais eficientes e equipamentos mais
modernos sédo as principais ferramentas para assm@scobertas da microbiologia das
bactérias laticas e sua aplicacdo na inibicdo derdmlvimento fungico.

2.4.3 Potencial Aplicacdo de Bactérias Léticas amkificacdo de Micotoxinas

Durante décadas de pesquisas uma série de estsatégin sendo desenvolvida
visando a remocdo de micotoxinas em alimentos @sagA descontaminacdo através de
métodos fisicos e quimicos vem sendo estudada eegaga extensivamente, porém poucos
desses métodos apresentam uma aplicacdo pratiea (VA et al.1995; HUWIGet al.,
2001; DIAZ et al.,2004).

Apesar de existirem varios métodos que podem sS@adps para a remogado de
micotoxinas, muitos deles ndo podem ser largamgiiizados devido ao alto custo ou por
dificuldades na aplicacdo pratica do processo. ogaradsorventes fisicos tém sido
exaustivamente estudados e ja estdo disponiveiserc@imente para aplicacdo na

alimentacdo animal, entretanto, muitos apresentin especificidade a um determinado



44

grupo de micotoxinas, mostrando pouca ou nenhunagab frente a outros grupos (HUWIG
et al.,2001).

Especialistas dividem a opinido de que a melhordagem para a descontaminacéo
venha a ser a utilizacdo de microrganismos espauifnte selecionados para essa funcéo,
gerando a possibilidade de remocao de micotoxinhscendicbes menos agressivas, néo
necessitando a utilizacdo de agentes quimicos dicggis a saude e sem gerar perdas
significativas no valor nutricional e na palatatalde dos alimentos descontaminados (BATA
& LASZTITY, 1999).

Estudos sobre a descontaminacado biologica de mioa® por microrganismos vém
sendo realizados e varios resultados foram puldgaBATA & LASZTITY, 1999;
STIRYAK & KONKOVA, 2002), muitos comprovando a caj@ade de descontaminacgéo
que as bactérias laticas apresentam (SHETTY & JRSER, 2006) e varios confirmando a
eficiéncia e capacidade de diferentes linhagendaizérias laticas na detoxificacdo de
diferentes micotoxinas, entre elas o desoxinivdle(®L-NEZAMI et al., 2002b;
NIDERKORN et al.,2006; BIANCHINI & BULLERMAN, 2010).

Ainda ndo se conhece ao certo o mecanismo utilipedims bactérias laticas para a
remocdo de micotoxinas dos meios aonde s&o apdicadas na maioria dos estudos
publicados, a atividade de remocdo se da pela glisatestas pela parede celular das
bactérias laticas (SHETTY & JESPERSEN, 2006). Aaliitlade das interacbes que
envolvem a atividade detoxificante é dependentecdpas utilizadas, do tratamento aplicado
(acido, basico, térmico) e das condi¢cdes ambiensaisdo muito importante a avaliacédo e
compreensao de como diferentes espécies e linhagarsmportam sob diferentes condi¢cdes
ambientais para que assim seja avaliado o potetagbactérias laticas na aplicagdo como
agentes descontaminantes no processamento de t@lin@ncomo agentes sequestrantes no
trato gastrointestinal de seres humanos e anifaBaiNEZAMI et al.,2002a).

Como toda bactéria Gram positiva, as bactériasaatiém a parede celular composta
em sua maior parte por uma camada de peptideogle@m menor parte por acidos teicéico
e lipoteicdico, camada protéica S e polissacarideestros. Tais componentes Ssao
responsaveis por varias fungdes incluindo a ades@i@aptura de macromoléculas. Estudos
sugerem que peptideoglicano e os polissacarideasnatia mesma maneira e propor¢ao na
captura de micotoxinas, porém recentes pesquisaslvendo degradacdo enzimética
demonstraram que o0s polissacarideos apresentaramor ntapacidade frente ao
peptideoglicano e também mostraram a participagamachada protéica (ZHANG & OHTA,
1991; HAZKARDet al.,2001).
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O potencial para as futuras aplicacbes de bact&iasms visando a reducdo de
micotoxinas € dependente da estabilidade das ¢dtesaformadas entre micotoxina e
bactéria. No caso de fracas interacbes, micotoxpwdem ser liberadas pela continua
lavagem da superficie da bactéria durante passagemato gastrointestinal, por isso, varios
estudos vem tentando monitorar a estabilidade slessaplexos formados e concluiram que
a forca das interacOes depende basicamente dgdmhdo microrganismo e das condi¢oes
ambientais (FAZELIlet al., 2009). A forca da interacdo entre micotoxina -téaa latica é
influenciada pela estrutura de peptideoglicano & ipeecisamente, pela sua composicédo de
aminoacidos (NIDERKORNet al., 2009). O fato das bactérias laticas ndo viaveis
conservarem uma alta capacidade de interagdo éntn pssencial que deve ser levado em
conta; observou-se que a conservacao da viabilidadebactérias é visivelmente reduzida
pelas condicbes de baixo pH apresentadas no estdmagesmo bactérias laticas que
apresentavam adesdo as paredes do trato gastinaltggerderam essa capacidade apés
interagirem com micotoxinas como a aflatoxina BI1RAZ et al.,, 2001). No trato
gastrointestinal o complexo bactéria-micotoxinag@damente excretado, demonstrando que
a utilizacdo de bactérias laticas com essa capirigade ser benéfica a seres humanos e
animais constantemente expostos a micotoxinag,gpozir a absorcdo destas micotoxinas e
aumentar a excrecdo das toxinas ligadas as céhaleterianas. Todas essas discussoes
claramente ilustram o fato de que qualquer reswliadvitro deve ser acompanhado de
experimentosn vivo envolvendo as espécies em questdo como forma déonmaoro real
efeito das bactérias laticas da biodisponibilidadexicidade das micotoxinas envolvidas no
processo (DALIEet al,.2010).

De acordo com os resultados das pesquisas exsteygemicrorganismos Sdo 0S
principais organismos vivos que apresentam potergibcabilidade na detoxificacdo de
micotoxinas em alimentos. A criteriosa selecédo @@organismos pode levar a deteccéo de
bactérias mais eficientes e de melhor aplicacdmeiamente devem ser estudados aqueles
microrganismos que apresentam resisténcia as minag) pois vém sendo encontradas
diferencas na sensibilidade e na seletividade slesierorganismos frente a elas, bem como
se deve conhecer o mecanismo de descontaminadidadatipor tais microrganismos, para
que 0s possiveis produtos da degradacdo ndo sejaamente toxicos ou alterem as
caracteristicas sensoriais nos alimentos aondeagbicados e para que sejam utilizados
agueles microrganismos que apresentem uma altaidaga de absorcdo, sendo todos esses
fatores importantes para que tecnologias viavaficeentes venham a ser desenvolvidas na
area da descontaminagdo (BATA & LASZTITY, 1999).
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Muitas duvidas devem ser resolvidas antes queieagfb das bactérias laticas seja
levada a nivel industrial. Dentre estas, a libevagdds a ingestdo das micotoxinas aderidas
necessita de estudos adicionais bem como a todieida micotoxina aderida comparada com
a da micotoxina livre. Mesmo assim, a utilizacée dactérias laticas e dos seus metabalitos
no controle do crescimento fungico e acumulo deotniinas constitui numa ferramenta
promissora como estratégia de biopreservacao fiarardos pereciveis ou freqientemente
contaminados por cepas de fungos micotoxigénico®Eo graminearumncluindo vegetais,
frutas e cereais. A aplicacdo de bactérias latteas sido muito limitada a alimentos
fermentados, mas pesquisas vém sendo conduzidasgparlinhagens de bactérias laticas
reconhecidas como seguras ao consumo e que naantemhpacto algum no sabor e
aparéncia do alimento suplementado, possam vir apieadas com o intuito da prevencéao

do crescimento fungico e descontaminacgéo de micawseXDALIE et al.,2010).
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3. OBJETIVOS

3.10BJETIVOGERAL

Tendo em vista o potencial que diferentes espégdsactérias laticas apresentam na
inibicdo do crescimento fungico e na detoxificagh® algumas micotoxinas, o objetivo
principal deste trabalho foi avaliar a atividadéitdria de diferentes cepas de bactérias
laticas frente aF. graminearume a capacidade de descontaminacdo da micotoxina

desoxinivalenol em meio liquido.

3.20BJETIVOSESPECIFICOS

« Enumerar, isolar e identificar bactérias laticaslifierentes fontes;

« Avaliar a atividade inibitéria de bactérias latidgsladas e de culturas comerciais

frente ao fungd-. graminearunpor ensaiof Vvitro;

* Avaliar a atividade inibidora do pH do meio, da centracdo de caldo MRS e dos

acidos latico e acético sobre o fungo estudado;

* Avaliar a capacidade de detoxificagdo da micotoxdaaoxinivalenol das diferentes

cepas de bactérias laticas.

« Avaliar a interferéncia de diferentes tratamentésnicos aplicados as células de

bactérias laticas na sua capacidade de detoxificaca
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4. MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram realizados no laboratéridldzobiologia do Departamento
de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos do Centro @&nd&as Agrarias da Universidade
Estadual de Londrina — UEL, Londrina - PR.

4.1CONTAGEM,ISOLAMENTO E ARMAZENAMENTO DAS BACTERIASLATICAS

As bactérias laticas foram isoladas de amostrasigie em gréos; farelo de trigo;
germem de trigo; farinha de trigo para quibe, faaide trigo branca; farinha de trigo integral
e de sourdough (mistura estavel de bactérias eueas obtidas através de uma mistura de
agua, farinha e uma massa previamente levedurada).

As amostras de trigo em graos, farinha brancaiehi@integral foram doadas por um
moinho da cidade de Cafelandia-PR; a amostra dedsogh foi obtida por doagdo no
municipio de Medianeira-PR e as demais amostrasnfadquiridas em supermercados da
cidade de Londrina-PR.

Além dos produtos derivados do trigo, também foisstadas bactérias laticas de uma
cultura de kefir composta por bactérias laticastéyams acéticas e leveduras, proveniente da
cidade de Adelaide, Austrélia.

Para garantir o correto preparo das amostras,aws gr a farinha de trigo para quibe
gue consistiam em particulas maiores e que dificaih a homogeneizacéo foram trituradas
em moinho analitico antes da etapa de homogeneizaddiluicdo e as demais amostras
seguiram sem nenhum tratamento.

Foram transferidas 25 g de cada amostra para uondgastomacher, adicionados 225
mL de 4gua destilada peptonada tamponada 0,1% ¢a®PT, Himedia, Mumbai, india) e
homogeneizadas por 2 minutos. Apds a homogeneizes;amostras ficaram em repouso por
10 minutos antes da diluicdo seriada em ADPT 0,4 aécima diluicéo (16).

De cada diluicdo foram retiradas aliquotas de lensemeadas pelo sistema de dupla
camada no meio de cultura Agar Lactobacillus MR8&MBN, Rogosa e Sharpe; Himedia,
Mumbai, india) dispensados em placas de Petrigsték50 x 15 mm) e ent&o incubadas de

forma invertida em estufa bacteriolégica regula@a#l °C por 48 horas.
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Para a cultura de kefir australiana, foram pesd@log de gréaos ativos e diluidos em
90 mL de ADPT 0,1% para entéo as outras etapasidevadas adiante.

Apo6s o periodo de incubacdo houve a contagem désia® e para o0 isolamento,
foram preferencialmente selecionadas as col6niaeresa lisas, brancas e com bordas
definidas (aproximadamente duas por diluicdo) param repicadas por esgotamento sobre a
superficie de placas de Agar MRS com o auxilio oh& @gulha bacteriol6gica de niquel
cromo (Figura 2). Tais placas foram incubadas emrfadacteriologica regulada a 371 °C
por 48 horas.

O procedimento de repique foi repetido por trésesezpara assim garantir o
isolamento de colbnias puras.

Figura 2 —Isolanmtitu’ae Uoniriay ettty rarcas potasgaituen t Ayd"MRS.

As colbnias do ultimo repique foram repassadas fpdras contendo 10 mL de caldo
MRS (DeMan, Rogosa e Sharpe; Himedia, Mumbai, Jndicubadas por 37+1 °C por 24
horas, repassadas para tubos com Agar MRS de fonot@ada, incubadas a 37+1 °C por 24
horas, para entdo serem confirmadas quanto a ragidolcoloracdo pelo método de Gram e
prova de catalase (Anexo A).
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As colbnias que apresentaram as caracteristicésnpentes ao grupo das bactérias
laticas (cocos ou bacilos Gram positivos e catataggtivos) foram repicadas em tubos com
tampa de rosca que continham Agar MRS sob formaaua, incubadas a 37+1 °C por 24
horas e entdo armazenadas sob refrigeracéio (5¥TCB)A et al, 2003).

Para a manutencdo por um periodo prolongado, ésiaslinoculadas em caldo MRS
e incubadas a 371 °C por 24 horas tiveram a adie&ib% de glicerol como crioprotetor e
foram armazenadas a aproximadamente -20+1 °C (T@BIi&l, 2003; MUYINCK et al,
2004; MOYANOet al,, 2008).

Para a reativacdo das culturas apos a criopreserfaam repassados 1 mL de cada
cultura a 10 mL de caldo MRS e incubadas a 37+8C(BOTELHO, 2005).

Foram identificadas através do sistema de ferm&atde carboidratos APl 50 €H
(Biomérieux S.A, Marcy L’Etoile, Franca) as cultsireorrespondentes a cada produto e que
apresentaram halos de inibicdo mais efetivos frantEé. graminearumconforme ensaios

descritos no item 4.2.

4.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTAGONICA DAS BACTERIAS LATICAS AO
DESENVOLVIMENTODO FUNGOMICOTOXIGENICO Fusarium graminearum

Além das cepas isoladas, também foram utilizadisras comerciais, sendo estas:

* Lyofast LPRA (actobacillus rhamnosuse Lactobacillus plantarum)
Sacco.

* Lyofast BG112 lactobacillus plantarum)Sacco.

» Lyofast LA3 (Lactobacillus acidophilus)acco.

e LC 01 (Lactobacillus casej)Chr. Hansen.

* Yo-flex YC-180 §Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbriieck
subspbulgaricuse Lactobacillus delbruecksubsplactis), Chr. Hansen.

* Florafit LP115 400B 100GM STOL&ctobacillus plantarum)Danisco.

* Choozit Helv A Lactobacillus helveticuspanisco.

e Yo-Mix (Streptococcus thermophilusactobacillus bulgaricus)Danisco.
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A cultura fangica produtora de desoxinivalenoliméiia nos ensaios foi a IAPAR
2218 —F. graminearum(Instituto Agronémico do Parand), isolada na regiérte do Parana
e gentiimente cedida pelo Dr. Carlos KemmelmeierDidpartamento de Bioquimica da
Universidade Estadual de Maringa.

Para a avaliagdo da atividade antifingica dashastlaticas isoladas e das culturas
comerciais, dentre os varios métodos testadosamevite, escolheu-se o método de difuséo
em Agar proposto por Corsettit al., (1998) pois foi 0 que proporcionou uma melhor

visualizacdo do antagonismo. As determinacdes foeatizadas em duplicata.

4.2.1 Método de Difusdo em Agar

Em uma placa de Petri estéril (150 x 15 mm) foraspabtos 10 mL de Agar dextrose
batata (Himedia, Mumbai, india) previamente inodaolaom a suspensio de propaguloB.de
graminearum(item 4.2.1.1) a uma concentracédo dé d®pagulos. mL: corrigida com o
auxilio da Camara de Neubauer (Anexo B).

Posteriormente a inoculacdo e solidificacdo do Agarplacas foram levadas a uma
estufa incubadora BOD regulada a uma temperatu22+e°C por um periodo de 24 horas.

ApoOs o periodo de incubacéo, foram dispostos salseperficie do Agar discos de
papel filtro ndmero 01 (Whatm&n Dassel, Alemanha) estéreis e apresentando 5 mm de
diametro (Figura 3).

Sobre esses discos foram aplicados iD0da suspenséo bacteriana (item 4.2.1.2),
aguardou-se 30 minutos a temperatura ambienteqo&rdouvesse a fixacdo do liquido nos
discos e entédo as placas foram levadas a BOD dagal22+1 °C, permanecendo incubadas
por um periodo de 10 dias.

Houve também a realizacdo da prova em branco, famde incubadas placas com
discos nao inoculados na superficie.

No decorrer do periodo total de incubacédo, os hddomibicdo foram observados e
mensurados com o auxilio de uma régua milimetradat&o os resultados foram expressos

em uma escala de acordo com as medidas dos sewestrdié.
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Figura 3 —Método de difusdo em Agar.

4.2.1.1 Preparo da suspenséo de propagulos

Para que a técnica pudesse ser realizada foi @ecespreparo de uma suspensao de
propagulos do fungo utilizado, para isto, a cepd dgraminearumfoi repicada em tubos
contendo Agar dextrose batata (bisel longo) e eeséies foram incubados a 22+1 °C por 07
dias.

O in6culo de propagulos foi preparado através dpensdo dos conidios em uma
solucdo de cloreto de sodio 0,85% : tween 80 (9\), e agitacdo realizada em agitador de
tubos tipo Vortex (Labdancer, IKA China) por aproximadamente 5 minutos para garanti
um eficiente desprendimento destes conidios dafécipelo meio de cultura.

Apos agitacdo, o conteudo liquido foi transferidoaptubos de vidro esterilizados.

A determinacdo da concentracdo de propagulos falizegla por contagem
microscoépica realizada com o auxilio de Camara eebbuer a um aumento Optico de 400

vezes.

4.2.1.2 Preparo da suspenséo bacteriana
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Os isolados e as culturas de bactérias laticas egtavam armazenadas sob
refrigeracdo (51 °C) foram reativadas em tuboderwo caldo MRS e incubadas a 371
°C/48h.

Apés a incubacao, transferiu-se o volume necessi@iocaldo MRS inoculado a um
tubo contendo caldo MRS estéril até que essa ss@peare ajustasse ao tubo 10 da escala de
Mac Farland (Anexo E), o que corresponde a umaesdracao de aproximadamente 3,0 x
10° UFC. mL?*, com visualizagéo executada a olho nu, tendo cahmdo um cartdo de

coloracéo branca.

4.3 TESTESSOBREINFLUENCIA DE OUTRAS SUBSTANCIASNO ANTAGONISMO
AO DESENVOLVIMENTODO FUNGOFusarium graminearum

Foram realizados testes adicionais de inibicdo paediar a influéncia de algumas

substancias em particular, na atividade antag@poesentada pelas bactérias estudadas.

4.3.1 Influéncia do pH do Meio

Inicialmente avaliou-se a sensibilidade do fungntie a variacdo de pH do meio, para
tal, discos em triplicatboram inoculados com 100 pL de meio de cultura MRterilizado e
com pH corrigido para 1, 2, 3, 4, 5 e 6 com a adid uma solucdo de acido cloridrico 3
Molar dando-se continuidade as demais etapas dodméte difusdo em Agar utilizado (De
MUYNCK et al.,2004).

4.3.2 Influéncia da Concentracdo do Caldo MRS
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O caldo MRS foi preparado de acordo com informadoenecidas pelo fabricante,
porém aumentando as concentracdes em 2, 4, 608/ezés mais meio de cultura do que o
indicado pelo fabricante para a mesma quantidad&gda destilada (De MUYNCIét al.,
2004).

Apds o preparo do caldo, foram aplicados 100 pltedesobre os discos e o

procedimento seguiu em triplicata e como descotdem 4.2.1.

4.3.3 Influéncia do Acido Latico e do Acido Acético

Foram preparadas solu¢cfes de acido latico e acéticconcentracdes de 10, 20, 30,
40 e 50 % (volume/ volume) através da adicdo dedsess em sua forma pura ao caldo
MRS estéril (SCHNURER & MAGNUSSON, 2005).

Foram aplicados 100 pL de cada solucdo sobre sioglie dado sequéncia ao

procedimento descrito em 4.2.1.

4.4 CLASSIFICACAO DAS BACTERIAS LATICAS PELO PADRAO FERMENTATIVO
ATRAVES DOKIT API50CHL

Apos o isolamento, classificacdo inicial das baatee a avaliacdo da atividade
antagonica frente &. graminearumagqueles microrganismos que apresentaram 0S maiores
halos de inibicdo foram identificados através doA®1 50 CH® (Biomérieux S.A, Marcy
L’Etoile, Franca) (Anexo D).

As galerias do kit foram inoculadas com o meio A@ICHL® com uma concentracdo
bacteriana de aproximadamente 6,0 £ WFC. mL* (tubo 2 da escala de Mac Farland),
encobertas por 6leo mineral e incubadas em estgfdada a 37+1 °C por um periodo de 48
horas.

Apos a retirada das galerias da estufa, houve tardeidos resultados, onde a

acidificacdo produzida foi traduzida pela viragemaraarelo do purpura de bromocresol
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contido no meio e pelo teste de esculina (galeslacddde observa-se uma viragem para a
coloracao negra (Figura 4).

O perfil bioquimico assim obtido péde ser identiflo a partir de uma base de dados
acessada pelo software APILABIus vers&o 4.0 (Biomérieux S.A, Marcy L'EtoileaRca).

yopl 00+

-
8 o et ol o o

A

Galerias inoculadas pré-incubagao

Galerias 1noculac

Figura 4 - Visualizacdo da modificacédo da coloracao do indicgdirpura de bromocresol de
azul para amarelo e do teste de esculina na gaeria
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4. 5ENSAIODE DETOXIFICACAO DO TRICOTECENODESOXINIVALENOL

A metodologia aplicada foi baseada na utilizade dolerkorn et al. (2006) e por

Hernandez-Mendozet al. 009) com adaptacdes necessarias.

4.5.1 Preparo dos Padrdes de Desoxinivalenol

O padrao de desoxinivalenol com 98% de pureza (&i@h Louis, Estados Unidos)
foi suspenso em acetato de etila grau HPLC (J. dkeB Xalostoc, México) e sua
absortividade mensurada a 260 nm (UV-VIS Cintra@d@B, Melborne, Australia).

Através do valor da absorvancia, a concentracaodédérminada utilizando-se a
seguinte férmula, conforme preconizado pelo Instifddolfo Lutz (2008):

~ . . Mg AxCFxMMx 1000
Concentrac¢d da micotoxina em 1= 5

Onde:

A = absorbéancia da micotoxina;
CF = fator de correcao do espectrofotdmetro (coméoestimado: 0,95);
MM = Massa molecular da micotoxina desoxinivalef286);

E = absortividade molar da micotoxina desoxinival€th410).

ApoOs a determinacao da concentracdo, o padradifi@eado para o preparo da curva
de calibracdo (250, 500, 750, 1000 e 1500 ng)eltambém para os padrées utilizados nos
ensaios de detoxificacao.
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Para o preparo dos padrdes para 0s ensaios, ap@nhseréncia das aliquotas
destinadas a cada concentracéo para frascos dedwitar, o0 acetato de etila foi evaporado a
40£1 °C com fluxo de nitrogénio gasoso e os padnigstidos congelados (-20+1 °C) até o
momento da sua utilizacédo, quando foram ressuspeneém solvente apropriado.

Para o preparo dos padrfes para a curva de cdlihrapds a evaporacdo do acetato
de etila por fluxo de nitrogénio gasoso, o contedé@ada concentracdo foi ressuspenso em
uma solucdo de metanol : agua (30:70, v/ v, grauGJjB. T. Baker, Xalostoc, México) e

armazenados a -20+1 °C.

4.5.2 Preparo das Culturas de Bactérias Laticas

As culturas foram reativadas em tubos de caldo MRBcubadas (37+1 °C/ 24h).
Posteriormente 2 mL de cada cultura foi repassada fsascos de vidro borosilicato com
tampa autoclavavel (Boeco, Hamburg, Alemanha) cmitte200 mL de caldo MRS
esterilizado, que foram levados a estufa (37+x1p€ R4 horas.

Os microrganismos foram enumerados pelo métodeenmadura de dupla camada
em placas com Agar MRS (371 °C/ 48h).

Os frascos correspondentes a cada bactéria uéilipadm divididos em trés diferentes
tratamentos térmicos: grupo sem nenhum tratameémtoido (células viaveis); tratamento
térmico por pasteurizacao (100 °C/ 30 min) e tratamtérmico por esteriliza¢do (121 °C/ 15
min) (SHAHIN, 2007).

Apés a etapa dos tratamentos térmicos, para angi#meda biomassa o caldo
(contagem média de TOUFC. mL* de bactérias laticas) foi transferido para tubes d
centrifuga de polipropileno estéreis com fundo ©dn{CRAL, S&o Paulo, Brasil) e
centrifugado em centrifuga refrigerada reguladdG (Eppendoff) a 3000g/ 10 minutos. A
biomassa obtida foi lavada por 3 vezes com tamgsiatb salino (PBS) pH 7,2 (Anexo E) e
mais 3 vezes com agua ultrapura estéril (Purelgh,Blane End, Inglaterra), ressuspendida

em 20 mL de agua ultrapura estéril e armazenadeefidperacao até sua utilizacao.
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4.5.3. Ensaio de Detoxificacéo

Para dar inicio ao ensaio de detoxificagdo a biemmasmazenada foi centrifugada
(3000g/ 10 minutos/ 5°C), lavada por mais 2 vezss agua ultrapura e ressuspendida em
850 pL de agua ultrapura estéril sendo entdo &eadafpara microtubos de centrifuga (2mL,
Axygen, Califérnia, Estados Unidos).

Os padrdes de DON destinados ao ensaio foramspssns em agua ultrapura estéril
e um volume de 150 pL foi transferido para os tutma a suspensao de microrganismos, de
forma que a concentracdo de DON para cada tubgiwatis00 ng. mL.

Os ensaios foram ent&o incubados a 37+1 °C porash

O teste para cada microrganismo foi realizado eplichta assim como o controle
positivo (solugcdo de micotoxina sem a biomassabdasérias laticas) e controle negativo

(suspensao da biomassa sem a adicdo de micotoxina).

4.5.4 Extragdo de Desoxinivalenol

Houve a necessidade de se utilizar uma metodotigextracdo para a eliminagéao de
qualquer composto que pudesse vir a interferimddise quantitativa por HPLC.

A metodologia aplicada foi adaptada a partir dgopsta por GARDAet al(2004) que
consiste em trés particbes sucessivas com cloeetmatileno (FMaia, S&o Paulo, Brasil),
tendo apresentado uma recuperacado média de 78¢@@diciente de variacdo de 13,33%).

A extracéo foi realizada com o ensaio e com ogral@s (positivo e negativo).

A etapa de extracdo seguiu 0s passos descritqg@xamos paragrafos:

ApoOs o periodo de incubacao as células foram sggaggor centrifugacdo (Chibittan
[I, Millipore) por 10 minutos. O sobrenadante foetirado cuidadosamente, filtrado
(Millipore-Millex, HN nylon 0,45 um) e disposto efrasco ambar.

Para a extracdo foram utilizados 500 pL da amdidtirada com 1000 pL de cloreto
de metileno, sendo realizadas 3 particbes com omdeale contato de 10 minutos para cada

particao.
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Apébs as particdes os extratos foram evaporadostd 40 com fluxo de nitrogénio
gasoso e armazenados (-20+1 °C) até o momentdcatiaean
4.5.5 Quantificacdo da Concentracdo de Desoximealgor Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia

A micotoxina que estava armazenada foi ressuspanskO0 pL de solucdo metanol :
agua (30:70, v/ v, grau HPLC, J. T. Baker, Xalosidéxico) e em seguida a quantificacdo do
desoxinivalenol foi realizada por cromatografiallé@ de alta eficiéncia (CLAE).

O sistema utilizado consistiu em um cromatégraforgitnence LC-20AD, Shimadzu,
Kyoto, Japdo) com detector de arranjo de fotodimaldaixa entre 180 e 400 nm (Prominence
SPD-M20A UV/VIS, Shimadzu, Kyoto, Japao) e contdola (Prominence CBM-20A,
Shimadzu, Kyoto, Japédo), sendo que os dados fovatmdos por computador através do
software LcSolutiofi (Shimadzu, Kyoto, Jap&o).

A coluna analitica de fase reversa utilizada f@h@nomenex LurfaC-18 (5,00 um,
25,0 cm x 21,20 mm), a qual foi protegida com uméqgoluna (Security Guard Holder
Phenomenex).

As condicdes de trabalho utilizadas consistiram fase médvel representada por
metanol : agua (30:70, v/ v, grau HPLC, J. T. Bak&lostoc, México) a uma vazéo de 0,7
mL. min?, em temperatura ambiente, com um volume de injelgi@0 pL e tempo de
retencao de 20 minutos.

Depois dos dados obtidos, o calculo do percenteahitotoxina removida foi feito

através da seguinte formula:

(1 — @rea do ensaio)

Percentual de micotoxina removido = 100 x - —
Area do controle positivo
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4.6 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram submetidos a analises de varia@®NOVA). A diferenca
significativa entre as médias (P<0,05) foi deteadaatraves do teste de Tukey utilizando o
software SAS 6.0 (Statistical Analysis System togti, Cary, NC).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1CONTAGEME ISOLAMENTO DAS BACTERIASLATICAS

Foram isoladas bactérias laticas de ambientesimerstios associados a presenca do
fungo F. graminearume que naturalmente pertencem a esses produtosabitatk.
Paralelamente foram feitas contagens em Agar MR&E) de cultura rico em nutrientes que
permite o crescimento da maioria das bactériaseptes em alimentos (ALMEIDAt al.,

2007; SILVAet al.,2008), para assim obter dados sobre a microbitita ldestes alimentos.

Tabela 1 —Contagem de bactérias laticas presentes em prodetosdos do trigo e em

graos de kefir.

Fonte Contagem (log UFC. @) *
Trigo em gréos 2,05+ 0,038
Farelo de trigo 3,53 +0,03
Germem de trigo 3,78+ 0,62
Farinha de trigo para quibe 3.44 + 0,08
Farinha de trigo branca 3,06 + 0,04
Farinha de trigo integral 3,40 + 0,08
Sourdough 6,77 £ 0,02
Gréaos de kefir 8,89 + 0,02

*Resultados das médias de contagem de triplicata&gar MRS + desvio padrao.
**|_etras diferentes indicam diferenca a nivel de 8étsignificAncia entre as amostras.
***ncubacado a 37+1°C por 48 horas.

Conforme os resultados apresentados na Tabelac@ntagem de bactérias laticas
variou na faixa entre 2,05 a 8,89 log UFC, gom menor contagem atribuida aos grdos de
trigo e a maior aos graos de kefir.

Os graos de trigo sao naturalmente contaminadoggpiados microrganismos, sendo
que tanto a diversidade quanto a quantidade deorgamismos presentes € dependente de

uma série de fatores como chuva, temperatura, disioes aos graos e a aplicagdo de



62

fungicidas ou inseticidas. As bactérias laticas s@contradas em graos de trigo e podem
permanecer durante as diferentes fases de prodigé&@rinha e também em produtos
manufaturados com farinha de trigo, como alimerfeysnentados a base de cereais e
sourdough (CAPLICE & FITZGERALD, 1999).

Ao realizarem um estudo da taxonomia de bacté&iass isoladas de graos e farinha
de trigo, Corsettet al. (2007) divulgaram uma contagem em placas de Ada8 lue variou
em uma faixa de 1 a 2,16 log UFC, guantidade semelhante a encontrada na contagem do
graos utilizados nesse trabalho.

Nos produtos derivados do trigo houve um numermm@d microrganismos que na
amostra em graos, isso pode ser devido ao fatoelewurante o processo de moagem do trigo
ocorre aspersao de agua sobre os graos para auraeet@ de umidade e evitar rupturas
durante a moagem do endosperma e também por oconr@umento de umidade causado
pela condensacédo do calor gerado pelo processcodgem dentro dos equipamentos; essa
umidade elevada adicionada ao acumulo dos restitufasinha nas pecas internas do moinho
tornam esse ambiente extremamente favoravel ao nw#senento de diversos
microrganismos (BERGHOFE& al.,2003).

Dentre os produtos derivados do trigo ndo houveretiica significativa a nivel de 5%
entre farelo de trigo, farinha de trigo para quédarinha de trigo integral, havendo a
possibilidade de que essa semelhanca possa $eriddriao fato de que microrganismos que
contaminam o0s cereais, incluindo as bactériasakitidicam concentrados nas camadas
externas do gréo e tendem a permanecer com aggracas em farelo durante o processo de
moagem (VALERICet al.,2009).

Sourdough constitui-se basicamente de uma mistaréamhha e agua, fermentada
naturalmente pela ocorréncia de bactérias lataajcas e leveduras, microrganismos esses
originarios principalmente da farinha e dos equigatos do processo de producdo da mesma,
sendo as bactérias laticas os microrganismos dotesi@m numeros medios de 8 log UFC.
g* (EHRMANN & VOGEL, 2005; GOBBETTEt al.,2008). A contagem média obtida neste
estudo foi de 6,77 log UFC. ge se encontra préxima da contagem caracteristita @
produto sendo condizente também com os numeroscpdbs por Vogelmanat al. (2009)
na faixa de 6,70 log. UFCg

Os gréaos de kefir sdo estruturas formadas por @teia de polissacarideos chamada
kefiran que recobre a microbiota dos gréos formaaaua maioria por bactérias laticas e
leveduras (LEEet al.,2007). A contagem de bactérias laticas obtida pargréos de kefir

(8,89 + 0,02 logJFC. g") foi semelhante & encontrada em diversas publksaddichelet al.
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(2010) ao avaliarem a diversidade das bactériasngmraclas em gréos de kefir provenientes
dos Estados Unidos e diferentes estados brasileitogntraram nimeros que variaram na
faixa de 4,95 a 10,43 log UFC! gGarroteet al. (1997) encontraram valores na faixa de 9,20
log UFC. g". Deve-se considerar que a quantidade de bacl#ticas bem como os grupos de
microrganismos encontrados é extremamente varigeelendo mudar significativamente a
cada vez que a bebida é produzida e os graosdatifara a proxima batelada (SIMOEA
al., 2002).

ApoOs contagem e isolamento conforme visualizadd@atzela 2, cerca de 20 colonias
por amostra foram submetidas aos testes confiragper morfologia, coloracéo de Gram e
catalase. Como resultado, das 160 col6nias isolatideram confirmadas como bactérias
laticas pelos testes presuntivos, representan@®Pb@os microrganismos isolados.

Como forma de realizar uma triagem para postediemtificacéo pelo kit AP150 CH
a atividade antagbnica das cepas isoladas frentengo F. graminearumfoi avaliada pelo
método por difusdo em Agar, e os resultados esspostos no item 6.4.

Apos o periodo de incubacgéo os diametros dos falasn mensurados e classificados
de acordo com o proposto por Rousk al. (2008) em escala que variou de (-) que
corresponde a auséncia de atividade a (++++) qudiz@ uma inibicdo expressiva com

halos de diametro maior que 15 mm. A escala padeselizada na Figura 5.

Tabela 2 —Percentual de bactérias laticas isoladas dos wedigrivados do trigo e gréos de

kefir.
Fonte Quantidade de cepas Cepas Cepas Percentual de
isoladas Gram (+) catalase (-) BAL (%)
Trigo em graos 20 09 08 40
Farelo de trigo 20 12 12 60
Germem de trigo 20 15 14 70
Farinha dg trigo para 20 11 08 40
quibe
Farinha de trigo 20 14 12 60
branca
Farlpha de trigo 20 13 11 55
integral
Sourdough 20 16 12 60
Graos de kefir 20 15 14 70

Total 160 105 91 56,9
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Figura 5 — Escala de inibicdo onde: (-): nenhuma inibicdo; (mbicdo muito fraca com
halos de 1 a 15 mm; (++): inibicAo moderada corshde 16 a 30 mm; (+++):
inibicdo média com halos de 31 a 45 mm e (++++)i¢gho extensiva com halos

maiores que 45 mm.

A Tabela 3 relaciona a morfologia das cepas issla@acada produto com a atividade
antifingica encontrada, sendo constatado que a@maaioria dos isolados que apresentaram
inibicdo eram bastonetes.

As amostras que demonstraram um maior numero dados relacionados com a
atividade antifangica foram os graos de kefir, séggido sourdough. Estudos realizados por
Hassan & Bullermam (2008) isolaram de 4 massasodedsugh diferentes espécies de

Lactobacilluscom atividade antifangica frenteFagraminearum.
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Tabela 3 —Distribuicdo percentual de microrganismos inibidadeF. graminearunsegundo
a morfologia das bactérias isoladas.

Numero de Percentual de isolados antiflingicos
Fonte Cocos Bastonetes; Total  isolados

antifingicos Cocos Bastonetes
Trigo em 2 6 8 3 0 100
graos
et 6 12 3 33,3 66,6
trigo
Germem de 4 10 14 c 0 100
trigo
Farinha de
trigo 6 2 8 2 0 100
para quibe
Earlnha de 3 9 12 A . 100
trigo branca
Fannha de 4 . 1 A . 100
trigo integral
Sourdough 6 6 12 5 20 80
Grao_s de 5 9 1 6 . 100
kefir

Os melhores resultados de inibicdo foram proveegdas cepas denominadas como
trigo em graos VIl (TG VIII), farelo de trigo VIHT VI), germem de trigo Il (GT ),
farinha de trigo para quibe (FTQ VII), farinha degd branca (FB VII), farinha de trigo
integral IX (FI 1X), sourdough | (S 1) e kefir VK(VI).

5.2IDENTIFICACAO DOSMICRORGANISMOSISOLADOS

Apos os ensaios de inibicdo e determinacdo das @gwa maiores atividades houve a
classificacéo destas pelo padréo fermentativo ésrde kit API 50 CH e a Tabela 4 aponta a
identificacdo de cada linhagem.

A base de dados do software APILAE acessada pelo principio de codificacéo e
condensacdo das informacdes binarias, num perfiléngo que indica o percentual de

semelhanca do microrganismo estudado com os mtisentes. Todas as bactérias laticas
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isoladas foram classificadas com indices acima58é @e probabilidade de semelhanca, ndo
gerando uma grande margem para incertezas sobotgga®@a de classificacao.

A identificacdo € tida como adequada e confidvetlseo sistema considerado uma
importante ferramenta na identificacdo de lactdbadFERREIRA, 2007). Vandamnet al.
(1996) indicaram sua aplicagcdo mais extensa parandmia como um procedimento
fenotipico eficiente capaz de discriminar difereneatre estirpes. Os resultados gerados por
este sistema também tém sido utilizados para saapdados de taxonomia para lactobacilos
em alimentos (NIGAT et al.,2000; MUYANJAEet al.,2003; ADNAN & TAN, 2007).

Todos os isolados antifungicos foram classificadomo pertencentes ao género
LactobacillussendoLactobacillus plantaruma espécie predominante. A predominancia do
géneroLactobacilluspéde ter sido influenciada pelo método de isolamencolhido ou pelo
meio de cultura utilizado, pois 0 meio MRS supodom o crescimento de todos os
Lactobacillussp. incluindo as linhagens de crescimento lentoatwlo-se seletivo a outros
géneros de bactérias laticas pelo ajuste de pHagoeece o crescimento dactobacillussp.
tolerantes a baixo pH e pelo citrato de amoéniaequéaixo pH inibe muitos microrganismos
incluindo algunsStreptococcus bolores (MANUAL AGAR MRS, HIMEDIA).

Dentre as cepas isoladas dos gréaos de trigo ewessibprodutos que apresentaram
atividade antifingica mais expressiva, apenas acespactobacillus plantarumfoi
identificada. De acordo com Valem al. (2009) essa espécie € considerada um contaminante
natural desse grupo de alimentos, podendo este $atoexplicado por se tratar de uma
bactéria extremamente versatil que apresenta genkfscados para absorcéo e utilizacédo de
diferentes substratos bem como habilidade de ad@saadistintas superficies, sendo por isso
encontrada em variados nichos ecoldgicos nao s&tido apenas a produtos fermentados ou
a microbiota gastrointestinal (De VRIESal.,2006).
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Tabela 4 —Classificagdo das bactérias laticas isoladas atrdwéit APl 50 CHL.

Classificacao pelo Probabilidade de
Identificacdo da bactéria isolada . N
API 50 CHL identificacéo (%)
Trigo em graos VIII (TG VIII) Lactobacillus plantarum 99,9
Farelo de trigo VI (FT VI) Lactobacillus plantarum 97,5
Germem de trigo Il (GT I11I) Lactobacillus plantarum 95
Farinha de trigo para quibe VII (FTQ VIlLactobacillus plantarum 99,7
Farinha de trigo branca VII (FB VII) Lactobacillus plantarum 97,7
Farinha de trigo integral IX (FI IX)  Lactobacillus plantarum 96,3
Sourdough I (S 1) Lactobacillus pentosus 99,7
Graos de kefir VI (K VI) Lactobacillus paracasei 97,4

5.3 INFLUENCIA DE OUTRAS SUBSTANCIAS NO ANTAGONISMO AO Fusarium

graminearum

Os resultados expressos na Tabela 5 fazem refaréasiensaios realizados a fim de
identificar e eliminar a possivel atividade antiica do meio de cultura, pH do meio, bem
como concentracao do acido latico e acético fraotiingo micotoxigénicé. graminearum.

Pelo fato de que as células viaveis de bactéri@asaforam adicionadas suspensas no
caldo MRS sobre os discos de inibigéo, houve asset@de de uma avaliagdo da influéncia
deste meio sobre a atividade antifungica destatti@s. Como visualizado na Tabela 5
apesar do acetato de sddio presente no caldo MB& paercer alguma atividade inibidora
sobre determinadas espécies de fungos (STHiES,2002), nenhuma das concentracdes de
caldo MRS utilizado demonstraram acao inibidoralesenvolvimento do fungo em questao.
De Muynck et al. (2004) também ndo encontraram nenhuma atividddeerge ao caldo
MRS sobre diferentes fungos estudados.

A variacdo de pH do caldo MRS com a adicdo de &cldadrico também néo
exerceu qualquer atividade de inibicdo sdhrgraminearumportanto a possivel variacao de
pH no meio de cultura causada pelo metabolismdadetgrias laticas ndo explica a atividade
antifingica exercida pelas cepas pesquisadas essito.
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As bactérias laticas sdo popularmente conhecidés p®ducdo de metabdlitos
inibidores de crescimento fungico, dentre essadpamrganicos como o latico e o acético
podem exercer essa funcdo. A Tabela 5 indica a agéfiingica nula que diferentes
concentracdes desses acidos exerceram sobre gdimhdeF. graminearumutilizada nos
ensaios. Corsett al. (1998) demonstraram ndo haver atividade inibidbraacido latico,
mesmo em altas concentracdes sébrgraminearum.

Os resultados obtidos também podem ser compaeadogublicados por Laitilet al.
(2002) que estudaram a inibicdo em meio liquidoFdeavenaceum, F. culmorum, F.
graminearume F. oxysporumpor extratos de células viaveis de plantarum e néo
encontraram nenhuma relacdo ou influéncia entrenaemtracdo de &cido latico, do pH do
caldo MRS e acidificacdo do meio por acido clodama inibicdo do desenvolvimento dessas

espécies deusarium.

Tabela 5 —Influéncia da concentracdo de caldo MRS, pH do rdeigultura e concentracao

de acido acético e acido latico sobre a atividadrdora.

Atividade inibidora*

Condica licad N . .
ondicao aplicada Escala de inibicdo Medida do diametro dos halos (mm

N 2 (-) 0
Concentragao 4 B 0
i 6 0 0
caldo
MRS 8 ) 0
10 (-) 0
1,0 ) 0
pH 2,0 ) 0
do 3,0 ) 0
meio
de 4,0 (') 0
cultura 5,0 () 0
6,0 (-) 0
10 ) 0
Concentragao 20 0 0
de &cido latico e 30 0
acido acético )
% (V/V) 40 ) 0
50 (-) 0

*Resultados correspondentes as triplicatas.
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Apesar destes acidos aplicados isoladamente n&wn telemonstrado nenhuma
atividade antagonica sobre a linhagemFdeggraminearumutilizada nesta pesquisa, ndo se
pode excluir a influéncia que eles possam exercbresa atividade antifUngica de cada
microrganismo isoladamente, pois essa atividadgpérttlente de varios fatores que ainda nao
foram totalmente elucidados, como a dependénciee solconstante de dissociacdo de cada
acido bem como a atividade sinergistica deste®a@dtre si e com outros acidos organicos
produzidos pelo metabolismo das bactérias latigdses podem também atuar como
facilitadores da acédo de outros compostos metaug que apresentam atividade antagénica
(CABO et al., 2002, MAGNUSSONet al.,2003).

5.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTAGONICA DAS BACTERIAS LATICAS AO
DESENVOLVIMENTO DO FUNGOMICOTOXIGENICO Fusarium graminearum

Véarios graus de inibicAo foram observados no enspie avaliou a atividade
antagbnica das diferentes bactérias laticas (iaslad comerciais) frente ao fungo
micotoxigénicaF. graminearumAPAR2218.

Conforme exposto na Tabela 6 todas as culturas rcaaree testadas apresentaram
atividade inibidora, variando de 13,0 mm para aucaliniciadora para iogurtes Yo-flex YC-
180 composta pdbtreptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrieskbsp.bulgaricuse
Lactobacillus delbrueckisubsp.lactis a 47,0 mm pela Lyofast LPRA que consiste em uma
mistura delLactobacillus rhamnosue Lactobacillus plantarumDentre as cepas isoladas os
resultados variaram de 15,0 mm phrglantarum(FT VI) e 35,0 mm pard. paracaseiK
VI). Analisando sob um aspecto geral a maior intexte de inibicdo foi verificada para a
cultura comercial Lyofast LPRA e a menor para al¥o YC-180.

A possivel explicacdo para o fato de todas as ragsitaomerciais terem apresentado
alguma atividade pode ser porque diversas espéldefingos do géneréusarium se
mostram mais vulneraveis a acao antagoOnica derlzectaticas do que outras espécies de
fungos comdPenicillium sp. eAspergillussp. que demonstrou ser a espécie mais resistente a
acdo destas bactérias (HASSAN & BULLERMAN, 2008)o Adentificar compostos
responsaveis pela atividade antifangica de bastétdicas isoladas de sourdough
Lavermicoccaet al. (2000) submeteram ao teste linhagensFdeggraminearumiDM623,

Endomyces fibuligetDM3812, Penicillium expansuniDM/FS2, Aspergillus nigeiDM1 e
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Monilia sitophila IDM/FS5 e apenas a cepa de graminearumIDM623 demonstrou
sensibilidade as 25 cepas de bactérias laticasitest

Tabela 6 —Atividade antagdnica de bactérias laticas isolaslddentificadas e de culturas
comerciais frente B. graminearumlAPAR2218.

Atividade antagonica
Microrganismo

Escala de Medida do diametro
inibicdo dos halos (mm)
L. plantarumTG VI (++) 19+0
L. plantarumFT VI (+) 15+2
L. plantarumGT llI (++) 2712
L. plantarumFTQ VII (++) 2512
L. plantarumFB VI (+++) 31+4
L. plantarumFI IX (+++) 334
L. pentosuss | (++) 1944
L. paracasesp.paracaseK VI (++4) 3544
Lyofast LPRA (++++) 47+2
Lyofast BG 112 (+++) 39+4
Lyofast LA3 (++) 1744
LCO1 (++) 272
Yo flex YC-180 (+) 13+2
Florafit LP115 (+++) 41+4
Choozit Helv A (++) 2413
Yo-Mix (++) 19+0

*Resultados correspondentes as duplicatas + demdodo em Agar BDA inoculado com“1propagulos de

Fusarium mL™' e discos de papel filtro com 100 de sobrenadante dos diferentes cultivos de hastéiticas
em caldo MRS, incubacéo a 22+1 °C por 10 dias.

Dentre as bactérias laticas isoladas, mesmo aqigelasficadas comd.. plantarum
apresentaram diferentes atividades antagonicadpsgme as isoladas de trigo em gréos e
farelo de trigo foram as que apresentaram menadatle quando comparada com as cepas
de L. plantarumisoladas de germem de trigo, farinha de trigo panae, farinha de trigo

branca e integral que apresentaram semelhancaanatvdades.
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Existe um grande numero de publicacbes que desurev atividade inibidora ao
crescimento fungico de cepas ldeplantarum Dentre as 25 bactérias laticas estudadas por
Lavermicocceet al. (2000), duas cepas de plantarum(20B e 21B) tiveram sua atividade
atribuida a acédo do acido fenilatico e do &acidoiddeli-fenilatico extraidos dos
sobrenadantes e analisados por cromatografia ectesgEopia. Ensaiosn vitro por
turbidimetria mostraram claramente a eficacid.dplantarumE76 isolado de cerveja contra
F. avenaceum, F. culmorum, F. oxysporei. graminearume a utilizacdo desta linhagem
durante a fabricacdo de cerveja com amostras dadaewontaminadas restringiu o
desenvolvimento de fungos do génErsarium(LAITILA et al.,2002).L. plantarumCUK-
501 isolado de pepinos demonstrou uma ampla atigidatifiingica sobre. graminearum,
Rhizopus stolonifer, Sclerotium oryzae, Rhizoctaotani, Botrytis cinereae Sclerotinia
minor. Yang & Chang (2010) purificaram e identificarawr gspectroscopia de ressonancia
magnética nuclear (NMR) como 3,6-bis(2-metilprogily-piperazinediona um composto
ativo produzido pot. plantarumAF1 capaz de impedir o crescimentoAldlavusem gréos
de soja tratados com o sobrenadante concentradthdgem.

A bactéria isolada de sourdough e identificadaabnpentosu® a isolada de kefir e
identificada comoL. paracaseisp. paracasei também tiveram capacidade de inibir o
crescimento fungicd.. pentosusTV35b isolado da microbiota vaginal de criancagahas
demonstrou atividade antifingica causada por untigep identificado como pentocin
TV35b sobreCandida albicans(OKKERS et al., 1999). Hassan & Bullerman (2008)
detectaram a atividade inibidoraFa proliferatum M 5991, F. proliferatum M 5689 eF.
graminearumR 4053 de duas cepas isoladas de sourdough &imetes pelo AP1 50 CHL
comoL. caseisp.paracasei.

Voulgari et al. (2010) isolaram diferentes cepas ldeplantarum(05), L. pentosus
(04), L. rhamnosug03), L. paracaseisp.paracasei(02), L. brevis(06), L. buchneri(03), L.
fermentum(02), L. paraplantarum(06) de queijos Fetta e iogurtes, tais cepas apresantara
amplo espectro de inibicdo sobre diferentes espédi Penicilium e das leveduras
Debaromyces hansemiSaccharomyces cerevisiae

Magnussoret al. (2003) isolaram cepas de acidophilusdo intestino de frango e
estas apresentaram inibica&.asporotrichioides)304. Yang & Clausen (2004) comprovaram
a atividade antagbnica de. casei e L. acidophilus aos fungosTrichoderma viride,

Penicillium chrysogenum, A. nigefAureobasidium pullulans.
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Existem muitos artigos publicados que indicam iaid#de antifingica de diversas
bactérias laticas frente diferentes espécies derdmle leveduras, porém a atividade
antifingica das bactérias laticas é um fendmenoptado e que ainda nédo foi totalmente
elucidado por estar relacionado a uma série desfato

De acordo com Magnussen al. (2003) trés mecanismos podem explicar a eficiéncia
antifingica das bactérias laticas: a producéo amaorganicos, a competicdo por nutrientes
e a producéo de compostos antagonicos.

Muitos estudos comprovam que a atividade antifngi@s bactérias laticas ndo esta
relacionada apenas a producdo de acidos organiso,( acético, propiénico, férmico,
butirico) e peroxido de hidrogénio, mas sim aotefeombinado de varios fatores inter-
relacionados que atuam em sinergia (MAGNUSSDAI.,2003).

Dentre os compostos inibidores produzidos por bastéaticas temos os de origem
protéica (MAGNUSSON & SCHNURER, 2001); os de baimassa molecular como acido
fenilatico, reuterina, dipeptideos ciclicos, acitbenzéico, acidos graxos hidroxilados,
metilhidantoina e mevalonolactona (NIKU-PAAVOLAt al., 1999; SCHNURER &
MAGNUSSON, 2005) e substancias parecidas com hacies (BLIS — bacteriocin-like
substances) (OKKER& al.,1999).

Embora a natureza e o modo de acdo das substamtiisigicas ndo tenham sido
pesquisados neste trabalho, os resultados indic@na gnibicdo ndo pdde ser explicada pela
variacdo de pH do meio, pela interferéncia do ndeicultura utilizado e nem pela acéo do
acido latico e do acido acético aplicados isoladdee

Os resultados presentes neste estudo indicam aidage dos microrganismos
estudados na inibicdo do desenvolvimento fungionstituindo-se numa potencial alternativa
para aplicacdo como agentes na bioconservacaaondenads. Tal pratica, entretanto, requer
mais estudos sobre as caracteristicas especifecaadh linhagem, sobre as condicbes que
estas apresentam a atividade antifingica, sobmwgostos envolvidos na inibicdo entre
outras especificacdes necessérias para a mellipa¢b destas no gerenciamento e controle
de problemas causados pgargraminearumou outras espécies de fungos em determinados

grupos de alimentos.
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5.5DETOXIFICACAO DO TRICOTECENODESOXINIVALENOL

Vérios estudos confirmam o potencial de diversasdrias laticas na detoxificacédo de
meios liquidos ou até mesmo sistemas alimentane®minados por micotoxinas, por esse
motivo as bactérias utilizadas nos ensaios dedatid antifingica ad-. graminearum
IAPAR2218 tiveram sua capacidade de detoxificagimitotoxina desoxinivalenol avaliada.

Existe a possibilidade que a capacidade de remideanicotoxinas seja influenciada
pela inviabilizagdo das células das bactériasaptitesse fator também foi analisado.

A Figura 6 relaciona os cromatogramas correspdadeaos controles (positivo e
negativo) e ao ensaio (micotoxina + bactéria) zadlbs. No cromatograma correspondente ao
controle negativo (1), ou seja, aquele que ndoicbatDON apenas as células de bactérias
laticas, o pico correspondente a DON nao é visadizobservando-se apenas picos no tempo
inicial de corrida, que sdo notados também no ciognama correspondente ao ensaio da
micotoxina com células viaveis de bactérias lat{tispodendo indicar possiveis substancias
que ficaram remanescentes do meio de cultura saspmndentes as bactérias laticas, pois no
cromatograma (ll) controle positivo (presenca apel&DON) esses picos iniciais ndo foram
observados. De maneira geral todas as bactéribzaddis para este trabalho forneceram

cromatogramas similares ao de nimero lll da Figura
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Figura 6 — Cromatogramas correspondentes ao (I) controle megdtiomassa sem DON),
(1) controle positivo (DON sem biomassa) e (lIhsaio de detoxificagcdo por

células viaveis de. plantarum(FI 1X).
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A contagem média das bactérias laticas empregamasnsaios de detoxificacao foi
de 13° UFC. mL* e pelo fato de ndo haverem diferencas a nivelale® significancia entre
as contagens obtidas para cada linhagem (resultados publicados), a variacdo na
concentracdo bacteriana nao foi considerada unfeéreate nas diferencas de capacidade de
remocdo que cada bactéria utilizada apresentodeEkmi et al. (2002) indicam que a
concentracdo bacteriana necesséria para uma efetivacdo de tricotecenos necessita ser
maior que 1 UFC. mL?, quantidades similares as relatadas para a renusadlatoxinas
por EI-Nezamket al.(1998).

A concentracdo de DON remanescente no sobrenadpdsea incubagédo da solucdo
da micotoxina com as bactérias laticas foi quaraifa por HPLC e os resultados da taxa de
reducado correspondentes a cada bactéria utilizida expostos na Tabela 7, que confronta o
percentual de reducdo das diferentes bactériagodeont mesmo tratamento e para cada
bactéria entre os 3 tratamentos.

Todas as cepas estudadas demonstraram poten@ah ghminuicdo da micotoxina
DON em meio liquido, apresentando taxas de redggaovariaram de 16,41% para células
viaveis deL. plantarumFB VII a 71,19% para a cultura Lyofast BG 112 plantarun)
inviabilizadas por esterilizacao.

O percentual de remocdo correspondente as ceélida®iv de bactérias laticas
apresentou valores que variaram entre 16,419%léntarumFB VII) e 56,12% I.. plantarum
GT IIl), com uma média de 38,13%; as células inlieddlas por pasteurizacdo geraram
valores entre 35,95%_(pentosusK VI) e 67,45% (Lyofast BG112) com uma média de
51,35% e as células de bactérias laticas inviaiiz por esterilizagdo entre 47,48%
(L.pentosuK VI) e 71,19% (Lyofast BG112) com um valor méde 61,08%, representando

também as maiores reducdes obtidas durante o®smEadetoxificacao.
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Tabela 7 - Percentual de reducdo da micotoxina desoxinivalgool células de bactérias
laticas viaveis, inviabilizadas por pasteurizac@meesterilizagéo.

Percentual de reducao (%)*
Células

Microrganismo ) L inviabilizadas ~ Células inviabilizadas
Células viaveis**

por por esterilizacao****

pasteurizagao***

Lyofast LPRA 52,07 + 0% 53,18 + 2,08 70,32 + 1,68
Lyofast BG 112 52,62 + 4,9% 67,45 + 2,98" 71,19 + 2,79
Lyofast LA3 39,23 +2,2% 60,67 + 1,348 66,71 + 1,82"

LC 01 40,61 +1,1% 64,03 + 0,07"" 66,56 + 2,43"

Yo flex YC 180 31,25 + 0,88 57,43 + 0,98 65,64 + 0,77
Florafit LP 115 32,61 + 1,38 40,81 + 0,95*F 58,51 + 1,28
Yo mix 40,67 +0,76° 41,98 + 0,45F 48,75+ 1,8%"
Choozit Helv A 55,30 + 1,35 59,05 + 0,48"° 63,84+0,18""

L. plantarumTG VIII 29,86 + 1,18 50,38 + 0,46 56,05 + 1,88"
L. plantarumFT VI 34,88 + 0,94 38,58 + 1,68 55,74 + 1,28"
L. plantarumGT Il 56,12 + 1,02 62,67 + 1,08 66,79 + 0,43"
L. plantarumFTQ VI 39,70 + 1,9¥ 51,37 + 1,38 65,26 + 1,27
L. plantarumFB VII 16,41 + 5,35¢ 48,34 + 1,48" 59,62 + 1,02
L. plantarumFI 1X 39,71 +0,3¢° 44,73 + 0,28 57,68 + 0,41
L. pentosusS | 19,51 + 4,6% 35,95+ 1,57 47,48 + 1,58

L. paracaseK VI 29,51 + 1,16 44,98 + 1,77 57,19 + 1,04

*Resultados correspondentes as médias das dugligatiesvio padrdo. Médias + desvio padrdo na mesma
coluna acompanhadas de letras minUsculas iguaidifétem a g0,05. Médias + desvio padrdo na mesma linha
acompanhadas de letras mailsculas iguais ndordifee0,05.
**Células viaveis separadas por centrifugagdo (5380D0g/ 10 minutos), lavadas por tampé&o PBS pH Agua
ultrapura, ressuspensas em de solucdo de DON eanldgapura a uma concentracdo de 1500 ng =+ el
incubadas por 37+1 °C por 4 horas.
***Células inviabilizadas por pasteurizacédo (100 30 minutos), separadas por centrifugacéo (5°0008/ 10
minutos), lavadas por tampao PBS pH 7,2 e aguapulia, ressuspensas em solucdo de DON em aguyzutdira
a uma concentracéo de 1500 ng relincubadas por 37+1 °C por 4 horas.
**xCélulas inviabilizadas por esterilizacao (12C/~15 minutos), separadas por centrifuga¢®aC( 3000g/ 10
minutos),lavadas por tampao PBS pH 7,2 e agua ultrapwsiispensas em solucdo de DON em agua ultrapura a
uma concentracdo de 1500 ng . helincubadas por 37+1 °C por 4 horas.
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Como visualizado na Tabela 7, apenas Lyofast BGILC201, Choozit Helv A 4..
plantarum GT Ill ndo apresentaram diferencas significativamieel de 5% entre os
percentuais de reducdo obtidos por células invialoihs por pasteurizacdo e por
esterilizacdo, todas as demais apresentaram peatentle reducdo significativamente
maiores quando a micotoxina permaneceu em contato as células de bactérias laticas
inviabilizadas por esterilizacdo. Quando os valafetsdos para as células inviabilizadas por
pasteurizacdo sdo comparados aos das células syvisagicepas que ndo apresentaram
diferenca significativa a nivel de 5% s&o: Lyofa&tRA, Yo mix, Choozit Helv A,L.
plantarumFT VI, L. plantarumFI IX.

Muitos estudos indicam o potencial de diferentetédreas laticas na descontaminagéo
de micotoxinas entre elas aflatoxinas (HASKARDal., 2001; ZINEDINE et al., 2005),
fumonisinas (NIDERKORNet al., 2007, 2009), patulina , ocratoxina(FUCld8al., 2008),
zearalenona (EL-NEZAMlet al., 2002a) tricotecenos como desoxinivalenol (DON),
nivalenol (NIV) e toxina T-2 (EL-NEZAMlet al., 2002b;STYRIAK et al., 2007, mas o
mecanismo ainda nao é totalmente compreendidongdodser explicado pela interacédo entre
as bactérias promovendo a degradacdo metabdlitsfdrenando as micotoxinas em formas
menos toxicas ou pela captura desses componemdesspeitura celular destas bactérias.

O fato de todos os microrganismos utilizados nestedo terem apresentado valores
de reducdo maiores quando submetidos a um tratartégntico mais drastico (esterilizacao)
e também por ndo serem observados picos proximeosraglativo ao DON (Figura 5 — 1l1)
que pudessem indicar uma possivel degradacdo ddoxiita, excluem a possibilidade de
que a detoxificacdo tenha ocorrido por degradagdBd@N pelo metabolismo das bactérias
estudadas e sugerem que o mecanismo de detoxdicpgél ocorreu nestes ensaios seja
basicamente o de captura da micotoxina pela pacetlidgar das bactérias laticas, como
proposto por muitas publicacbes (HASKAR& al., 2001; LAHTINEN et al., 2004;
NIDERKORN et al.,2006; SHETTY & JESPERSEN, 2006; SHAHIN, 2007).

Ao estudarem a capacidade de detoxificacdo de rizctidticas e bifidobactérias
utilizadas como culturas iniciadoras na industeaatimentos lacteos, Peltonehal. (2001)
observaram que o tratamento das células por calgoreacdo de acidos aumentou
significativamente a habilidade destas bactériasauturar aflatoxina Bem meios liquidos e
0 mecanismo de captura foi confirmado pela receraa micotoxina que estava agregada
apos subsequentes lavagens das células. Vinteeccepas de bactérias laticas, algumas da
mesma espécie que as utilizadas neste ensaio cdomptantarum L. acidophilus, L.
helveticus, L. rhamnosus, S. thermophilus, L. cageicasei, tiveram sua habilidade de
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remocdo de DON e fumonisinas B B, em meio liquido acidificado (pH 4) testada e
indicaram niveis acima de 55% de remocé&o para C82Bg para fumonisinaB100% para
fumonisina B e 88% para zearalenona, aparentemente o mecadesneonocao foi devido a
captura da micotoxina pela estrutura das célulegebanas ndo sendo aplicada a degradacéao
como explicacao para a reducédo dos teores de minato(NIDERKORNet al.,2006).

Os resultados obtidos sdo também condizentes coobta®os por EI-Nezamet al.
(1998) que indicam a captura de aflatoxinas pealedegacelular de bactérias laticas, afirmando
que as células tratadas termicamente apresentae#imnes taxas de detoxificacao.

Embora os membros pertencentes as bactérias latmasistam em um grupo
heterogéneo, apresentam grande semelhanca naiesttatsua parede celular, que consiste
basicamente de uma cadeia de peptideoglicano catnatiga principal acompanhada de
outros componentes como acidos teicoico e lipomc@amada S protéica e polissacarideos
neutros. Esses componentes exercem diversas funp@dsndo a adesao e captura de
macromoléculas, especialmente a cadeia miofibrdamposta por &cidos teicdicos e
polissacarideos neutros (ZHANG & OHTA, 1991).

Peptideoglicano e polissacarideos da parede csltaons principais responsaveis pela
capacidade de adesao e captura de toxinas pelasibmtaticas. Esses dois componentes sédo
expressivamente afetados pelo tratamento térmige, gpde causar a desnaturacdo das
proteinas ou a formacdo de compostos advindosagaaale Maillard entre polissacarideos e
peptideos ou proteinas. A estrutura de peptidengli@ geralmente espessa, porém pode ser
reduzida e/ou o tamanho dos poros pode aumentavéatrdo tratamento térmico. Esta
perturbacdo na parede celular das bactérias |atiods permitir que os tricotecenos se
vinculem aos componentes da parede celular e dabraam plasmatica, que nao estéo
disponiveis quando a célula do microrganismo estacia (HASKARD et al., 2001,
NIDERKORN et al., 2006). Esses fatores ajudam a elucidar os ressltattidos, que
indicam que a maior parte das células das bactétiaas inviabilizadas por pasteurizacédo e
esterilizacdo apresentou maior potencial de redde@dmicotoxina desoxinivalenol em meio
liquido do que aquelas que ndo sofreram nenhuanieatto térmico.

Embora exista grande diferenca entre a esrutraculalede tricotecenos e aflatoxinas,
€ possivel gue 0 mecanismo envolvido na captursademicotoxinas seja similar, tal como
acontece na interacdo entre a AlBas bactérias (EL-NEZAMt al.,2002b). As interacfes
covalentes ndo podem ser responsaveis pela cagscao metabolismo ndo esteja ativo,
portanto, propde-se que interagcdes ndo-covalehiggatorias ocorram com 0S componentes

da superficie bacteriana, e a reversibilidade gigio demonstrada pelos efeitos da lavagem
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bacteriana indica que a ligacdo é um fenémenoofisique DON pode estar vinculado as
bactérias por fracas interacdes ndo-covalentes camsioassociadas com as por¢cdes
hidrofobicas da superficie bacteriana. Estudosaasdd necessarios para investigar a natureza
quimica das porc¢des da superficie bacteriana reapeis pela captura dos tricotecenos por
células viaveis ou ndo, bem como sobre as intesagdignicas envolvidas no mecanismo de
captura (HASKARDet al.,2001).

A maioria das cepas utilizadas neste estudo podeEada na fermentacdo de
alimentos e algumas séo probidticas, suas carstatad aliadas a capacidade de remocéo de
DON em meio liquido e talvez até de outras micatagirevelam potencial para a abordagem
na reducao da biodisponibilidade de DON da dietadna e alimentagéo animal, reduzindo
entdo os riscos e danos causados a saude peldag@gpasesta ou a outras micotoxinas. A
elucidacado dos mecanismos de detoxificacdo, datig@®s ideais para seu acontecimento e a
escolha de cepas mais eficientes auxiliardo nahescm melhor modo de aplicacio destas
para a remocgao de micotoxinas.

Muitas pesquisas ainda devem ser realizadas patihizacdo de bactérias laticas em
meios alimentares, pois como citado anteriormenfiy se conhece profundamente a
estabilidade das interacbes bactéria-micotoxina, registéncia da ligacdo durante
processamento e tratamento térmico ou comportanmrentoato gastrointestinal, bem como
nao se tém nocgado se os produtos da degradacaoic@eximas pelo metabolismo destas
bactérias ndo sejam toxicos e nocivos afetandadesaumana ou animal.

A capacidade dos microrganismos estudados na &aldg crescimento fungico e na
eliminagdo de micotoxina em meio liquido, aliado status destas bactérias em serem
reconhecidas como seguras para a saude humanansteano potencial de sua aplicacdo
como agentes de biocontrole para prevenir o crestmfingico aumentando a vida util dos

alimentos e também reduzindo os danos a sauddads®a ingestdo de micotoxinas.
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6. CONCLUSAO

Este trabalho pdde evidenciar a capacidade daérlzactaticas isoladas e de culturas
laticas comerciais em inibir o desenvolvimento dagb F. graminearumbem como na
detoxificagdo da micotoxina desoxinivalenol em mgjaido.

Durante o isolamento, a maioria dos isolados ifieatios foi representada par.
plantarum.

Dentre os microrganismos estudados todos apreaentdividade antifingica sendo a
cultura iniciadora Lyofast LPRA composta plor rhamnosuse L. plantarumaquela que
apresentou a atividade antagbnica mais expressavauitura Yo flex YC-180 composta por
S. thermophilus, L. delbrueclsubsp.bulgaricuse subsplactis a que apresentou a menos
expressiva ao lado da linhagem isolada de farekwigte identificada comd. plantarumFT
VI.

A variacdo de pH e a concentracdo do meio de reulbem como a presenca de
diferentes quantidades de acido latico e acéticoapéiesentaram atividade inibidora sobre o
fungoFusarium graminearunAPAR2218.

Todas as bactérias laticas testadas apresentapaunidade de remocao da micotoxina
DON em meio liquido, células inviabilizadas poreedivzacdo da cultura Lyofast BG 11P. (
plantarunm) apresentaram o maior percentual de remocéao élassviaveis dé&. plantarum
FB VII o menor percentual.

Células inviabilizadas apresentaram maior capdeidde detoxificacdo quando
comparadas as células viaveis.

Pela auséncia nos cromatogramas de picos que doasmsem degradacdo da
micotoxina, 0 mecanismo de detoxificacdo pode sgliGado pela captura através das células

de bactérias laticas.
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ANEXO A — Consideracdes sobre coloracdo de Gram edte de catalase

Coloracao de Gram

A coloragdo de Gram é um método de coloracdo d&éias desenvolvido pelo
meédico dinamarqués Hans Christian Joachim Grani3(18838), em 1884, e que consiste no
tratamento sucessivo de um esfregaco bacteriatamldipelo calor, com os reagentes cristal
violeta, lugol, etanol-acetona e fucsina basicaaHécnica permite a separacdo de amostras
bacterianas em Gram-positivas e Gram-negativas det@minacdo da morfologia e do
tamanho das amostras analisadas.

O método da coloracdo de Gram € baseado na cagaciths paredes celulares de
bactérias Gram-positivas de reterem o coranteatrisbleta no citoplasma durante um
tratamento com etanol-acetona enquanto que asgsacetlilares de bactérias Gram-negativas
nao o fazem.

A coloracdo de Gram é um dos mais importantes doétde coloracdo utilizados em
laboratérios de microbiologia e de analises clglicGendo quase sempre 0 primeiro passo
para a caracterizacdo de amostras de bactérigsnia tem importancia clinica uma vez que
muitas das bactérias associadas a infeccfes sataqmente observadas e caracterizadas
como Gram-positivas ou Gram-negativas em esfregdeqsis ou de fluidos organicos. Essa
informac&o permite ao clinico monitorar a infeccé@i@ que dados de cultura estejam
disponiveis. E possivel a anélise de varios esfasgpor lamina, o que facilita a comparacgio
de espécimes clinicos. As laminas podem ser mantdeldorma permanente e preservadas

como documentacéo.

Descricao da técnica

O meétodo consiste no tratamento de uma amosttemdecultura bacteriana crescida
em meio solido ou liquido, com um corante primaoi@ristal violeta, seguido de tratamento
com um fixador, o lugol. Tanto bactérias Gram-pea#t quanto Gram-negativas absorvem de
maneira idéntica o corante primario e o fixadoquadndo uma coloracao violeta devido a
formacdo de um complexo cristal violeta-iodo, iGsel, em seus citoplasmas. Segue-se um
tratamento com um solvente organico, o etanol-aee{d:1 v:v). O solvente dissolve a

porcdo lipidica das membranas externas das bact@ram-negativas e o complexo cristal
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violeta-iodo € removido, descorando as células. &dgro lado, o solvente desidrata as
espessas paredes celulares das bactérias Graimmgsositprovoca a contracdo dos poros do
peptidoglicano, tornando-as impermeaveis ao coroplexcorante primario € retido e as

células permanecem coradas. A etapa da descologag@tica, pois a exposi¢cao prolongada
ao solvente ir4 provocar a remocdo do cristal taotbos dois tipos de bactérias, podendo
produzir resultados falsos. A retencdo ou ndo dante primario €, portanto, dependente das
propriedades fisicas e quimicas das paredes @duldacterianas tais como espessura,
densidade, porosidade e integridade.

Em seguida, a amostra € tratada com um coranted#go, a fucsina basica. Ao
microscopio, as células Gram-positivas aparececdiadas em violeta escuro e as Gram-
negativas em vermelho ou rosa escuro. Células ciéris Gram-positivas, células velhas,
mortas ou com envelopes danificados por agente®gi®u quimicos, tendem a perder o
cristal violeta e uma mesma amostra bacteriana prither parte ou todas as células coradas
como Gram-negativas. Portanto, o uso de materédcér € importante. Por outro lado,
resultados do tipo "falso Gram-positivo" sO saaodus se o tratamento com etanol-acetona
for omitido.

O corante cristal violeta pode ser substituidog ©@ mesmos resultados, pelo azul de
metileno e a fucsina basica pode ser substituittaqueante vermelho safranina. A fucsina
cora muitas bactérias Gram-negativas mais intens@ngeie a safranina, que por sua vez nao
cora prontamente algumas espécies de bactériasol@nte etanol-acetona pode ser

substituido por alcool 95%.

Teste de catalase

O teste da catalase é utilizado para detectar seqga da enzima catalase pela
decomposicado de peroxido de hidrogénio em oxigénémgua, que ocorre na maioria das
bactérias aerdbias e anaerdbias facultativas quéroccitocromo.

Uma das formas de sua realizacdo consiste na adedoa 5 gotas de peroxido de
hidrogénio 3% (v/v) sobre uma lamina de microsca@itepois realizar o esfregaco de uma
colonia sobre esta, se houver a formacdo de batatsse de um microrganismo catalase
positivo.
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ANEXO B — Camara de Neubauer

Quando se trabalha com microrganismos, ha malasavezes deseja-se determinar a
concentracdo de células da suspensédo preparadadafarmas mais comuns de se obter
esta estimativa € através da contagem ao micrasc@pilizando-se uma Céamara de
Neubauer, também conhecida como Hemacitbmetro ma@éde Contagem.

A Céamara de Neubauer consiste de uma lamina desuoapia, bem mais alta do que
uma lamina normal, onde existe uma camara gravad&ro (as duas partes mais escuras no
centro—cada lamina contém geralmente duas camakasjado da camara existem dois
suportes (as duas barras cinza-claro ao lado daraigue mantém uma laminula especial de
quartzo exatamente a 1@hm acima do chdo da camara (Figura 1). Assim,dpae coloca
uma solucdo na camara e se cobre a mesma com raulajra profundidade da solucéao é

conhecida.

S pAnnEEw
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Figura 1 — A Camara de Neubauer com laminula.

Nesta camara também sdo gravadas marcacOes qividemdem quadrantes de
dimensdes conhecidas. Cada camara possui 9 quadfedmntagem, cada um com 1hda
area (Figura 2), resultando em uma &rea totalrde®

1(12]! 3 10 11 12
B 4 5 6 13 14 15 <y
(7]8 9 16 17
Jv 1mm (U ]l‘r‘n] 0uadvgd0 de
Tmm - Contagem
0.1cm) 0.1mm
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Figura 2 —Area sob a laminula.
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Observando-se o gabarito de uma Céamara de Neulfaigera 3), percebe-se que
existem trés tipos diferentes de quadrados de gensadenominados A, B e C. Pode-se notar
gue as marcacdes destes quadrantes tém dimendéesntds, permitindo que sejam
realizadas contagens de células de tamanhos ddsrecélulas grandes sdo contadas no
guadrante A, as de tamanho intermediario no queslfdrne as células muito pequenas no

guadrante C.

Figura 3— Gabarito de uma Camara de Neubauer.

Como a érea de cada quadrado de contagem é ctaleeai profundidade da solugéo
também, pode-se determinar o volume de cada céimamada entre as marcagdes, como
mostrado na Tabela 1. A Figura 4 mostra uma imagenmicroscopio da Camara de
Neubauer.

Para se realizar a estimativa da concentracd@ldéas, sdo realizadas contagens da
guantidade de células encontradas em cada quanradaor, o que dividido pelo respectivo
volume resulta na concentracdo de células pot.mara se obter a média da concentracéo de
uma amostra, sdo realizadas diversas contagensuadragos diferentes, calculando-se a
média e o desvio padrdo. A precisdo da contagernuaharilizando este método depende
basicamente:

> da mistura correta da amostra, para que a coagaotesteja homogénea e que nao
se formem bolhas;

> do numero de cadmaras contadas;
> do numero de células contadas, onde a concentvamaa é de 200 a 500 por 0.1

mm-.



Tabela 1 - Area e volume de cada quadrado de contagem.

Quadrante Area (mm?) Volume (mm?)
A (quadrados maiores) 0,0625 0,00625
B (retangulos) 0,0125 0,00125
C (quadrados menores) 0,0025 0,00025

Figura 4 —Vista da area de contagem da Camara de Neubauer.
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ANEXO C — Composicao de carboidratos das galeriado teste bioquimico API 50 CH
(Biomérieux SA, Marcy L’Etoile, Franca)

COMPOSITION OF THE STRIP
STRIP 0-9 STRIP 10-19 STRIP 20-29 STRIP 30-39 STRIP 40-49
tube / substrate tube / substrate tube / substrate tube / substrate tube / substrate
0 CONTROL 10 GALactose 20 o-Methyl-D-Mannoside |30 MELibiose 40 D TURanose
1 GLYcerol 11 GLUcose 21 o-Methyl-D-Glucoside |31 Sucrose 41D LYXose
2 ERYthritol 12 FRUctose 22 N-Acetyl-Glucosamine |32 TREhalose 42 D TAGatose
3 D ARAbinose 13 MaNnosE 23 AMYgdalin 33 INUlin 43 D FUCose
4 L ARAbinose 14 SorBosE 24 ARBuUtin 34 MelLeZitose 44 | FUCose
5 RIBose 15 RHAmnose 25 ESCulin 35 RAFfinose 45 D ARabitoL
6 D XYLose 16 DULcitol 26 SALicin 36 Starch 46 L ARabitoL
7 L XYLose 17 INOsitol 27 CELlobiose 37 GLYcoGen 47 GlucoNaTe
8 ADOnitol 18 MANNitol 28 MALtose 38 XyLiTol 48 2-Keto-Gluconate
9 B Methyl-D-Xyloside |19 SORbitol 29 LACtose 39 GENtiobiose 49 5-Keto-Gluconate
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ANEXO D — Composicdo do meio APl 50 CHL (Biomériew SA, Marcy L’Etoile,

Franca)
API| 50 CHL Polypeptone 109
Medium Yeast extract 5¢g
10 mi Tween 80 1 ml
Dipotassium phosphate 249
Sodium acetate 3H20 5¢g
Diammonium citrate 249
Magnesium sulphate7H20 0.204¢g
Manganese sulphate 4H20 0.05¢
Bromocresol Purple 0.17 ¢

Demineralized water to make 1000 ml
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ANEXO E — Escala de Mac Farland

A escala de Mac Farland consiste numa série deuld@s de didmetro uniforme
contendo os produtos da reacdo de diferentes velade®aCla 1% misturados a diferentes
volumes de K5Oy a 1%. Dessa forma, obtém-se uma série de tubosrmmizolumes iguais
de uma suspensao de turbidez crescente, em cardEsmoa com a quantidade de BagQe
se forma. O grau de turbidez em cada tubo correpan determinada concentragao

bacteriana, conforme demonstrado na tabela abaixo:

Tabela —Valores da escala de Mac Farland, em relacdo aenoiena composicao do tubo e
sua correspondéncia em numero de Unidades Fornsader@olénias por mililitro

(UFC. mL™). .
S Composigao (em mL) Concentragdo bacteriana
BaCl: a 1% ] H:S04 a 1% em milhGes/mL

0 0 10 0

1 0.1 2,0 3,0 x 10°
2 0.2 9.8 8.0 x 10°
3 0.3 2.7 0.0 X 10
4 0.4 0.8 1.2X10°
5 05 2.5 1.5 x10°
6 0.6 0.4 1.8x10°
7 0.7 2.3 2.1 X 10°
8 0.2 9.2 24X 10°
9 0.9 2.1 27 X 10°
10 1.0 8.0 30x10°

Fonte: BIER, 1990.
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ANEXO F — Composicao tampéo fosfato salino pH 7,2

A formulac&o da solucdo tampéo foi produzida conéitens prescritos abaixo:

Tabela 1 —Composig¢édo PBS Doubecco’s 0,dXp pH 7,2

Composto Quantidade
Cloreto de sodio (NacCl) 8,09
Cloreto de potassio (KCI) 0,29
Fosfato de sédio dibasico (MEPO,) 1,15¢
Hidrogenofosfato de potassio (KIPOy) 0,29
Agua destilada Suficiente para completar 1 L

Ajustar o pH da solucéo final para 7,2 com solsgde acido cloridrico (HCI 0,1 N)
ou NaOH 0,1 N.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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