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RESUMO

NICOLAU, Mariana Carla. Biocontrole de Fusarium verticillioides em milho e
trigo. 2014. 41 f. Trabalho de Concluséo de Curso (Tecnologia em Alimentos) -
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Londrina, 2014.

O Brasil desempenha fortes caracteristicas no setor agricola, com acentuada
producdo de graos. A regido sul se destaca pela producdo de milho e trigo, devido
ao clima favoravel. Essas producdes sao de grande importancia econémica e
nutricional, entretanto essas culturas sdo frequentemente atacadas por fungos na
pré-colheita ou no armazenamento, que além da deterioracdo ocasionar perda
nutricional, pode provocar a contaminacéo por micotoxinas produzidas pelos fungos.
O controle deste fungo é de extrema importancia, uma vez que os métodos quimicos
ou fisicos geram custos elevados podendo afetar o ambiente e os alimentos devido
a contaminacdo por residuos. Desta forma, sugere-se o biocontrole como uma
alternativa economicamente viavel e menos agressiva ao meio ambiente e ao
consumidor. O presente trabalho teve como objetivo a selecdo de leveduras com
potencial de inibicdo do fungo Fusarium verticillioides em milho e trigo. Foram
realizadas as analises de contagem e isolamento de bolores e leveduras e do teste
de biocontrole. A contagem das amostras de milho e de trigo em sua maioria ficou
acima do que é permitido pela legislagdo e dentre as leveduras testadas no
biocontrole a levedura da amostra AM 24 C apresentou um halo de inibicao,
concluindo assim que as leveduras possuem um potencial de inibicdo ao fungo
Fusarium verticillioides.

Palavras-chave: Graos. Leveduras. Micotoxinas. Antagonismo.



ABSTRACT

NICOLAU, Mariana Carla. Biocontrol of Fusarium verticillioides in maize and
wheat. 2014. 41 f. Trabalho de Concluséo de Curso (Tecnologia em Alimentos) -
Federal Technology University - Parana. Londrina, 2014.

Brazil plays strong features in the agricultural sector with agricultural grain
production. The southern region is distinguished by production of corn and wheat,
due to favorable weather. These productions are of great economic and nutritional
importance, however these cultures are often attacked by fungi in the pre -harvest or
storage, in addition to causing deterioration of nutritional loss, can cause
contamination by mycotoxins produced by fungi. The control of this fungus is of
utmost importance, since the chemical or physical methods generate high costs
which may affect the environment and food due to contamination by waste. Thus, it is
suggested biocontrol as an economically viable and less aggressive to the
environment and consumer choice. The present study aimed selection of yeasts with
potential for inhibition of Fusarium verticillioides in maize and wheat. Analyzes of
counts and isolation of yeasts and molds and biocontrol test was performed.
Counting of samples of maize and wheat mostly remained above what is allowed by
law and among the yeasts tested in biocontrol AM 24 C showed a considerable
inhibition halo, thus concluding that yeasts have a potential to inhibit the fungus
Fusarium verticillioides.

Keywords: Grains. Yeast. Mycotoxins. Antagonism.
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1 INTRODUCAO

A seguranca alimentar € uma corrente essencial na industria de alimentos e
a busca de formas para alcanca-la de modo eficiente, natural e ambientalmente
correto € uma das vertentes de muitas pesquisas da atualidade.

O setor agricola brasileiro contribui para o crescimento econémico e a ele
sdo confiadas importantes tarefas, como, por meio do aumento da producgéao e da
produtividade, oferecer alimentos e matérias primas para o mercado interno, gerar
excedentes para a exportacdo, ampliando a disponibilidade de divisas; transferir
mao de obra para outros setores da economia; fornecendo recursos para esses
setores; além de consumir bens produzidos no setor industrial. Por isso priorizar a
seguranca desses alimentos é o objetivo de muitas pesquisas na area e tendo o
Brasil como um dos maiores produtores do mundo € dele a maior parte da
responsabilidade e iniciativa na busca dessa seguranca.

Dentre o setor agricola os gréos de milho e trigo sdo bastante produzidos no
pais, entretanto é alvo de contamina¢des por fungos. Devido a fatores tais como,
teor de umidade dos graos, condicao fisica e sanitaria dos gréos, nivel de inoculacéo
do fungo, contetdo de oxigénio e condicBes de armazenamento anterior, insetos e
acaros. Tornando se um lugar propicio para o desenvolvimento de fungos e, assim,
podendo afetar a seguranca alimentar do produto e consequentemente, a satude do
consumidor.

Os fungos sdo organismos eucariotos, que apresentam parede celular rigida
e podem ser uni ou multicelulares. Entre os fungos classificados como micro-
organismos estdo aqueles que s&o multicelulares, na qual produzem estruturas
filamentosas microscoépicas e sédo frequentemente chamados de bolores, enquanto
as leveduras séo fungos unicelulares. Os fungos filamentosos sdo decompositores
que representam muitas vezes perdas na producdo dos cereais e graos. Além disso,
sdo produtores de substancias toxicas, chamadas de micotoxinas, que sao
prejudiciais a saude dos animais e dos seres humanos. Mesmo com o0
processamento dos alimentos sabe-se que nem todas estas toxinas sdo eliminadas.

Dentro da microbiologia, a utilizacdo do antagonismo, onde um micro-
organismo inibe o crescimento de outro através de competicdo ou pela producédo de

alguma substancia, € o0 mecanismo que possui maior expectativa quanto ao
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descobrimento de novas técnicas, novas substancias ou até mesmo micro-
organismos novos que possam ser aliados da segurancga nos alimentos.

Identificar, desenvolver e criar meios que inibem a producédo dessas toxinas
ou até iniba o crescimento destes fungos é de grande importancia para varias areas
e pesquisas. Este trabalho teve como proposito de analisar leveduras com potencial

de inibicao de bolores toxigénicos em graos de milho e trigo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar leveduras naturais com potencial de inibicdo contra Fusarium
verticillioides em grédos de milho e trigo coletados em empresas do segmento

agricola da regido de Londrina.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Isolar bolores e leveduras de amostras de milho e trigo;

e Avaliar o poder de inibicdo das leveduras isoladas contra Fusarium
verticillioides;

e Eleger leveduras que possuam potencial de inibicdo de Fusarium

verticillioides.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 SEGURANCA ALIMENTAR

O termo "Seguranca Alimentar" comecou a ser empregado apos o fim da
Primeira Guerra Mundial. Com a experiéncia ruim vivenciada pela Europa durante a
guerra, tornou-se claro que um pais poderia dominar o outro através do controle de
seu fornecimento de alimentos. A alimentacdo seria, assim, uma arma poderosa,
principalmente se aplicada por uma poténcia em um pais que nao possuisse a
capacidade de produzir por conta propria e suficientemente seus alimentos. Deste
modo, esta questdo adquiria um significado de seguranca nacional para cada pais,
apontando para a necessidade de formacao de estoques estratégicos de alimentos e
fortalecendo a ideia de que a soberania de um pais dependia de sua capacidade de
auto suprimento de alimentos (MALUF; MENEZES, 2013).

Logo apds o termo ser utilizado ele foi definido como seguranca alimentar e
nutricional sendo a garantia do direito de todos ao acesso a alimentos de qualidade,
que ndo causem problemas a saude do consumidor, em quantidade suficiente e de
modo permanente, com base em praticas alimentares saudaveis e respeitando as
caracteristicas culturais de cada povo, manifestadas no ato de se alimentar. Esta
condicdo ndo pode comprometer 0 acesso a outras necessidades essenciais, nem
sequer o sistema alimentar futuro, devendo se realizar em bases sustentaveis. E
responsabilidade dos estados nacionais assegurarem este direito e devem fazé-lo
em obrigatéria articulagdo com a sociedade civil, dentro das formas possiveis para
exercé-lo (MALUF; MENEZES, 2013).

A saude humana pode ser gravemente afetada pela ingestdo de perigos
fisicos, quimicos e biologicos veiculados pelos alimentos, e devido a isso, ha uma
conscientizacdo em nivel nacional e internacional, que tem gerado grandes avancos
na area da segurancga alimentar. Em muitos paises, um avancgo consideravel tem
sido alcancado, demonstrando que € possivel diminuir e prevenir muitas Doencgas
Transmitidas por Alimentos (DTA). Entretanto, um nimero inaceitavel de DTA ocorre

todos os anos, demonstrando que os controles na producdo de alimentos ainda
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precisam apresentar melhorias. A area de alimentos € enorme, e esta envolve
fatores culturais, politicos, econdémicos, tecnoldgicos, entre muitos outros, 0os quais
desafiam os profissionais que nela trabalham. Um numero incontavel de tecnologias
€ aplicado na producdo dos mais variados produtos, para garantir melhorias aos
seus consumidores (TONDO; BARTZ, 2001).

3.2 PRODUCAO DE GRAOS NO BRASIL

Segundo Silva, Campos e Silveira (2008), o setor agricola brasileiro vem
contribuindo para o crescimento econdmico e a ele sdo confiadas importantes
tarefas, como, por meio do aumento da producdo e da produtividade, oferecer
alimentos e matérias primas para o mercado interno, gerar excedentes para a
exportacdo, ampliando a disponibilidade de divisas; transferir mado de obra para
outros setores da economia; fornecendo recursos para esses setores; além de

consumir bens produzidos no setor industrial.

Quando comparado com outros paises cuja agricultura possui importancia
econbmica, o Brasil apresenta condi¢cdes privilegiadas para, de forma rapida,
expandir a producdo e modernizar o comercio de produtos agricolas. Alguns fatores
qgue contribuem para viabilizar estas condi¢cfes sao: sistemas de transporte, novas
agroindustrias, educacdo empresarial, educacdo comercial, novo mercado interno,
uso racional da terra, disponibilidade de areas, qualidade total. Os novos modelos
administrativos, com técnicas mais eficientes para gerenciamento e comercializa¢éao
da producao, podem promover grandes mudancgas nesse setor produtivo e colocar o
Brasil entre os paises lideres na producdo de alimentos (SILVA; CAMPOS;
SILVEIRA, 2008).

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), por meio da
Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), realiza metodicamente
levantamentos das safras agricolas para quantificar e acompanhar a producéo
brasileira. Para a realizacdo deste levantamento, foram contactadas, nos principais
municipios produtores do pais, instituicbes direta ou indiretamente ligadas a

producdo agricola, destacando-se os profissionais de Cooperativas, Secretarias de
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Agricultura, 6rgdos de Assisténcia Técnica e Extensdo Rural (oficiais e privados),
agentes financeiros, revendedores de insumos e produtores rurais, durante o
periodo de 24 a 28 de junho de 2013 (CONAB, 2013).

A producdo da safra 2012/13, estimada em 185,05 milhdes de toneladas,
sendo superior a safra 2011/12 com um valor de 11,4%, quando atingiu 166,17
milhdes de toneladas (Tabela 1). Esse resultado representa um incremento de 18,88
milhbes de toneladas devido, sobretudo, a cultura de soja, que apresenta
crescimento na area cultivada de 22,7% (15,07 milhdes de toneladas) e a de milho
segundo safra, com crescimento de 13,1% ou de 5,13 milhdes de toneladas sobre a
producao obtida na safra anterior (CONAB, 2013).
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Tabela 1 — Brasil - Estimativas da producao de gréos safras 2011/2012 e 2012/2013 (em 1000 t).

SAFRA VARIACAO
2011/12 2012/13 Percentual Absoluta

PRODUTOS (@ Jun/2013 (b) Juli2012 (c) (©)/(@) (©)-(a)
ALGODAO- CAROCO ¥ 3.018,6 1.997,0 1999,3 (33,8) (1.019,3)
ALGODAO- PLUMA 1877,3 1260,6 1262,0 (32,8) (615,3)
AMENDOIM TOTAL 294,7 329,9 336,0 14,0 41,3
AMENDOIM 12 SAFRA  274,6 306,1 306,1 11,5 31,5
AMENDOIM 22 SAFRA 20,1 23,8 29,9 48,8 9,8
ARROZ 11.599,5 11.924,2 11.858,3 2,2 258,8
FEIJAO TOTAL 2.918,5 2840,3 2828,4 (3,1) (90,1)
FEIJAO 12 SAFRA 1.235,6 957,1 957,1 (22,5) (278,5)
FEIJAO 22 SAFRA 1063,9 1189,2 1158,5 8,9 94,6
FEIJAO 32 SAFRA 619,0 694,0 712,8 15,2 93,8
GIRASOL 116,4 110,4 110,0 (5,5) (6,4)
MAMONA 24,9 16,7 15,4 (38,2) (9,5)
MILHO TOTAL 72.979,8 78.468,1  79.077,8 8,4 6.098,0
MILHO 12 SAFRA 33.867,1 34.845,6  34.835,0 2,9 967,9
MILHO 22 SAFRA 39.112,7 43.622,5  44.242,8 13,1 5.130,1
SOJA 66.383,0 81.281,4  81.456,7 22,7 15.073,7
SORGO 2.221,9 2.127,6 2.160,0 (2,8) (61,9)
SUBTOTAL 159.557,3 179.095,6 179.841,9 12,7 20.284.,6
AVEIA 353,5 360,7 360,7 2,0 7,2
CANOLA 52,0 60,5 60,5 16,3 8,5
CENTEIO 3,5 3,7 3,7 5,7 0,2
CEVADA 305,1 287,2 287,2 (5,9) (17,9)
TRIGO 5.788,6 4.379,5 4.379,5 (24,3) (1.409,1)
TRITICALE 112,2 116,9 116,9 4,2 4,7
SUBTOTAL 6.614,9 5.208,5 5.208,5 (21,3) (1.406,4)
BRASIL @ 166.172,2 184.304,1 185.050,4 11,4 18.878,2

Fonte: CONAB, 2013.

@ producio de caroco de algodso.
@ Exclui a producéo de algoddo em pluma.

O Brasil tem na agricultura uma das bases mais potentes de economia,
garantindo fornecimento continuo de insumos baseados em cereais, oleaginosas,
hortalicas, frutas e respectivos produtos derivados oriundos de processamento
(MINISTERIO DA AGRICULTURA, 2013). As culturas de grdos de inverno sdo em
sua maioria de trigo, este é cultivado, principalmente na regido sul, onde apresenta
temperaturas mais baixas durante o trimestre mais frio (junho, julho e agosto) e com

maior indice de chuvas (IAPAR, 2013a). Entretanto as chuvas que decorrem durante
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0 manejo de producao e a alta umidade durante o armazenamento dos gréos podem
causar alguns danos ao produto, como o0 aparecimento de fungos, que tanto
diminuem o valor de agregacao, o valor nutricional, como também representa fontes
de contaminac&o por micotoxinas oriundas dos fungos filamentosos que atacam a
planta (PUZZI, 1997), devido o produto ser colhido com umidade superior a indicada
(IAPAR, 2013c).

3.3 TRIGO

O trigo (Triticum aestivum) € um grdo de ciclo anual, cultivado durante a
primavera e o inverno. Seu consumo é na forma de p&o, massa alimenticia, bolo e
biscoito. Também é usado como racdo animal, quando ndo atinge a qualidade
exigida para consumo humano. O gréao de trigo ocupa o primeiro lugar em volume de
producdo mundial. No Brasil, a producdo anual varia entre 5 e 6 milhdes de
toneladas. E cultivado nas regies Sul (Rio Grande do Sul, Santa Catarina e
Parana), Sudeste (Minas Gerais e Sao Paulo) e Centro-oeste (Mato Grosso do Sul,
Goias e Distrito Federal). Sendo em torno de 10 milh6es de toneladas o consumo
anual no pais. A regido Sul do Brasil apresenta a maior producédo de trigo, cerca de
90% do total. O cereal vem sendo introduzido aos poucos na regidao do cerrado, por
meio de irrigacdo ou sequeiro (EMBRAPA, 2013b).

A palavra trigo vem do vocabulo latino triticum, que significa quebrado,
triturado, numa referéncia a atividade que se deve realizar para separar o gréo de
trigo da camada que o reveste. O termo trigo destina-se tanto a planta como as
sementes comestiveis dela originadas. Ele pertencente a familia Poaceae,
subfamilia Pooideae e ao género Triticum, é classificado em diferentes espécies,
conforme o numero de cromossomos: Triticum monococcum com 14 cromossomos,
Triticum durum com 28 cromossomos e Triticum aestivum com 42 CromosSsomos,
este ultimo, o trigo comum. Basicamente, cinco fases de desenvolvimento podem ser
definidas durante o periodo de crescimento da planta de trigo: fase de plantula, de
perfilhamento, de alongamento, de espigamento e de maturacdo (SCHEUER et al.,
2011).
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Segundo a legislagao brasileira vigente em 2009, as cultivares de trigo estéo
classificadas em cinco classes, de acordo com a forca do glaten e de numero de
queda: Trigo Brando, Trigo Pao, Trigo Melhorador, Trigo para outros usos e Trigo
Durum e em trés tipos: 1, 2 e 3, definidos em funcéo do limite minimo de peso do
hectolitro e dos limites maximos percentuais de umidade, de materiais estranhos e

impurezas e de graos danificados (BRASIL, 2001).

As diferentes variedades se distinguem pela altura das plantas,
produtividade, conteddo de endosperma, propor¢cdo de proteinas na farinha,
qualidade da proteina, resisténcia a diversas doencas e adaptabilidade a solos
acidos, requerimentos climatolégicos e pela aparéncia fisica (SCHEUER et al.,
2011).

7

O gréo de trigo é constituido, basicamente, por pericarpo (7,8 a 8,6%),
endosperma (87 a 89%) e gérmen (2,8 a 3,5%) como demostrado na figura 1.

ENDOSPEEMA

GERMEN

Figura 1: Corte longitudinal de um gréo de trigo.

Fonte: SCHEUER et al., 2011.
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O trigo (Triticum spp.) é uma graminea presente em todo o mundo.
Mundialmente é a segunda maior cultura de cereais, primeiramente encontra se o
milho e em terceiro o arroz. O grédo de trigo € um alimento basico usado para
produzir farinha para a alimentacdo humana e também é utilizada na alimentacéo de
animais. Devido ao fato de serem amplamente consumidos, estes graos precisam de
cuidado especial quando se trata da sua qualidade sanitaria. Como a contaminacao
de cereais por micotoxinas representa um risco significativo a saude dos
consumidores, este assunto tem recebido cada vez mais atencdo das autoridades de

seguranca alimentar e dos legisladores em todo o mundo (NIEVINSKI, 2009).

3.4 MILHO

Além do trigo, outro grédo bastante produzido no pais e alvo de
contaminagdes por fungos é o milho (PUZZI, 1997). Devido principalmente, as
condi¢cdes ambientais favoraveis a atividade metabdlica do gréo (alta umidade e alta
temperatura), o fenbmeno da respiracdo € o principal responsavel pela rapida
deterioracdo de grdos armazenados (IAPAR, 2013b). O milho (Zea mays L.) € um
dos principais cereais cultivados no mundo. O Brasil € o terceiro produtor mundial (6
a 7% da produgdo mundial). A produgédo brasileira de milho no ano de 2005 foi de
35,5 milhdes de toneladas em 12 milhdes de gréos colhidos. O Parana é o estado
gue mais produz milho no Brasil em torno de 10 milhdes de toneladas por ano
(EMBRAPA, 2013a).

A cultura de milho apresenta algumas vantagens, que justificam a sua ampla
distribuicdo, tais como: composicdo e valor nutritivo; alta producdo por unidade de
trabalho e unidade de area; pequenas perdas de graos causadas por passaros e
chuvas; fonte de nutricdo de facil transporte; periodo longo de colheita e permite o
armazenamento. Devido a sua grande diversidade de aplicacbes, tanto na
alimentacdo humana quanto na alimentagcdo animal, a cultura de milho apresenta
acentuada importancia social e econdémica. Além de gerar empregos no setor
primario, o grao € matéria prima indispensavel para incentivar diversos complexos

agroindustriais (ROMANO, 2005).
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O milho é uma planta de ciclo vegetativo variado, apresentando um ciclo
variavel entre 110 e 180 dias. Em funcdo da caracterizacdo dos genotipos
(superprecoce, precoce, normal), periodo esse compreendido entre a semeadura e a
colheita (FANCELLI; DOURADO, 2000).

O ciclo da cultura compreende cinco etapas de desenvolvimento: (i)
germinacao e emergéncia: ocorre entre a semeadura e 0 aparecimento da plantula,
cujo periodo varia entre 4 e 12 dias, em funcdo da temperatura e umidade do solo,
(i) crescimento vegetativo: iniciado a partir da emissao da segunda folha até o inicio
do florescimento, cuja extensado varia em funcédo do gendtipo e de fatores climaticos,
caracterizando e classificando diferentes gendétipos quanto a duracdo do ciclo; (iii)
florescimento: estabelecido entre o inicio da polinizacéo e o inicio da frutificagéo; (iv)
frutificacdo: periodo compreendido entre a fecundacao e o enchimento completo dos
graos, cuja duracao varia entre 40 e 60 dias; (v) maturidade: periodo compreendido
entre o final da frutificacdo e o aparecimento da camada preta no ponto de insercao
dos graos com o sabugo. A formacao da camada preta representa 0 rompimento do
elo entre a planta mée e fruto, caracterizando o momento ideal para a colheita, em
funcdo da méaxima producdo concentrada. Entretanto, a alta umidade dos graos
nesse momento (30% a 38%), constitui-se num impedimento natural as operacdes
mecanicas inerentes a um processo de colheita eficiente, 0 que se torna possivel
quando a umidade dos graos encontra-se entre 18% e 25%, procedendo-se a
secagem artificial até 13% de umidade, permitindo seu armazenamento seguro
(FANCELLI; DOURADO, 2000).

Os graos do milho sdo, na maioria das vezes, amarelos ou brancos,
podendo apresentar coloragfes variando desde o preto até o vermelho. Seu peso
individual varia, em média, de 250 a 300mg e sua composi¢cdo média em base seca
€ 72% de amido, 9,5% proteinas, 9% fibra (a maioria residuo detergente neutro) e
4% de Oleo. Conhecido botanicamente como uma cariopse, o grdo de milho é
formado por quatro principais estruturas fisicas: endosperma, gérmen, pericarpo
(casca) e ponta (Figura 2), as quais diferem em composi¢cdo quimica e também na

organizacao dentro do grao (PAES, 2006).



21

Endosperma / : Z (05 - \
Farinaceo

Vitreo

Testa

Células do endosperma Células tubulares
Células cruzadas pericarpo

Camada de

Mesocarmpo
aleurona

Epideme

Gérmen
Plimula
Escutelo

— Ve Radicula

Figura 2: Composicéo do gréo de milho.
Fonte: PAES, 2006.

3.5 FUNGOS

Segundo Pelczar, Chan e Krieg (1997) os fungos s&do organismos
eucariotos, que apresentam parede celular rigida e podem ser uni ou multicelulares.
Alguns podem ser microscopicos em tamanho, mas também existem outros muito
maiores, como 0s cogumelos e fungos que crescem em madeira Umida ou solo.
Entre os fungos classificados como micro-organismos estdo aqueles que séo
multicelulares, os quais produzem estruturas filamentosas microscépicas e sao
frequentemente chamados de bolores, enquanto as leveduras s&o fungos

unicelulares.

S&o varios os fatores que afetam o crescimento de fungos em graos, tais
como, teor de umidade dos gréaos, condicdo fisica e sanitaria dos graos, nivel de
inoculacdo do fungo, conteddo de oxigénio e armazenamento anterior, insetos e
acaros. A contaminagdo dos grados por fungos pode ocorrer ainda no campo ou
durante o armazenamento do produto. Quando ocorre a disseminacédo de fungos

filamentosos nesses gréos, ainda no campo ou no armazenamento, 0S Seus
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derivados, carregardo os esporos e/ou os metabdlitos fungicos, como as micotoxinas
(GELLI; JAKABI; PORTO, 1990).

Os bolores possuem células cilindricas que estao ligadas nas extremidades
para formar um filamento denominado hifa, na qual pode apresentar esporos.
Individualmente, as hifas sdo microscoépicas, todavia quando grandes quantidades
de hifas acumulam-se em um pedaco de pdo, por exemplo, a massa fungica
denominada micélio € visivel a olho nu. Os bolores podem ser usados para produzir
o antibidtico penicilina, molho de soja, queijos Roquefort e Camembert e muitos
outros produtos (PELCZAR; CHAN; KRIEG, 1997). Entretanto, algumas espécies
podem causar transformacfes indesejaveis nos alimentos, produzindo sabores e
odores desagradaveis, além de poder ocasionar manifestacdes clinicas no homem e
nos animais como infec¢des ou doencas decorrentes da invasao de tecidos, alergias
ou reacdes de hipersensibilidade, além de micotoxicoses, intoxicacdes resultantes

da ingestdo de alimentos ou rac8es contendo micotoxinas (BORGES et al., 2002)

As leveduras unicelulares apresentam forma variada, de esférica a ovoide,
de elipsoide a filamentosa. Como os bolores, as leveduras sdo tanto benéficas
quanto prejudiciais Elas sdo amplamente utilizadas na indUstria de paes (PELCZAR;
CHAN; KRIEG, 1997). A levedura Saccharomyces cerevisiae atua como papel
principal na conversdo de acUcares fermentaveis presentes na massa em gQas
carbdnico e etanol. Além de produzir CO,, que é 0 gas responsavel pelo crescimento
do pdo, também exerce influéncia sobre as propriedades reol6gicas da massa,
tornando-a mais elastica e porosa, que ap6s o cozimento € digestivel e nutritivo
(FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2013) Devido a sua habilidade em produzir alcool,
elas também s&o essenciais para a producdo de bebidas alcodlicas fermentadas.
Por outro lado, elas causam deterioracao de alimentos e doengas como vaginites e
sapinho (uma infecgao oral) (PELCZAR; CHAN; KRIEG, 1997).

A contagem de bolores e leveduras é uma das analises realizadas no
controle de qualidade de alimentos, com a finalidade de estimar a validade de
determinado produto alimenticio. A presenca excessiva destes micro-organismos
resulta na deterioracdo ou reducédo da vida util do alimento. Embora considerados
indicadores de contaminacao, quantificar estes fungos é fundamental para avaliar a
qualidade de produtos armazenados (LAZARETTI et al., 2000).
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Por muitos anos, os fungos foram conhecidos pela sua capacidade de
produzir metabdlitos toxicos, porém os seus efeitos foram largamente ignorados,
tornando as micotoxicoses negligenciadas. Esta situacdo foi alterada drasticamente
apos 1960, com a doenca X dos perus, quando a atencdo mundial se concentrou
sobre as micotoxinas. A rapidez na identificacdo e caracterizagcédo das aflatoxinas e a
demonstracdo da aflatoxina B1 como um carcinégeno extremamente potente ao ser
humano e animal, impulsionaram esta mudanca. Os principais substratos para a
producdo dessas toxinas sao o0s cereais, cujas perdas, segundo estimativa da Food
and Agriculture Organization of the United Nations — FAO situam-se ao redor de 25%
dos graos produzidos. A presenca de micotoxinas em alimentos € um sério problema

para saude publica e para a qualidade dos alimentos (AMARAL et al., 2006).

3.5.1 Fusarium verticillioides

7

O género Fusarium sp. € classificado como um fungo imperfeito,
caracterizado por um micélio hialino, ramificado e tabicado, com esporéforos em
forma de filoides e conidios de forma e tamanho variavel. Apresenta macroconideos

fusiformes, com varios septos (LEAL et al., 2005).

Produzem um micélio com aspecto aveludado com matrizes rosadas,
vermelhas, violetas ou marrons. Os conideos possuem forma fusiforme. Fusarium
sp. classifica-se entre os fungos de campo, exigindo elevada umidade para o
desenvolvimento, invade a semente e produz toxina no periodo de pré colheita.
Incapaz de competir com fungos de estocagem devido ao crescimento lento tende a
desaparecer relativamente rapido durante a armazenagem, ficando apenas a toxina

produzida durante o seu desenvolvimento (LEAL et al., 2005).
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Figura 3: F. verticillioides em microscopia eletrénica. a) Monofialides com cadeias de conidios;
b-d) conidi6foros e microconidios; e-g) microconidios.

Fonte: Hoog, 2000.

3.6 MICOTOXINAS

As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios toéxicos provenientes de vias
biossintéticas comuns em fungos, que proliferam em produtos agricolas destinados a
alimentacdo humana e animal. Ocasiona sérios danos a saude humana e por serem
toxinas naturais de dificil controle, aliada a termorresisténcia diante do
processamento industrial, as micotoxinas tém sido assunto exaustivamente discutido
pela “WHO/FAOQO Joint Expert Committee on Food Additives”- JECFA. A producéo de
micotoxinas por fungos de campo tem frequentemente envolvido fitopatégenos de
interesse, seguida de adicional incremento devido a fungos de armazenagem,
indicando caracteristica cumulativa na cadeia produtiva (COELHO; HOFFMANN;

HIROOKA, 2003). Para seguranga alimentar, as micotoxinas constituem um dos
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pontos criticos decisivos no comeércio internacional de produtos agricolas (BRASIL,
2002).

Numerosos fatores contribuem para que ocorra contaminacao dos produtos
ao longo da cadeia alimentar, encontra-se entre os principais a susceptibilidade dos
tecidos vegetais ao ataque fangico, a rotacdo de culturas aliada a condicéo
ambiental (temperatura/umidade) e danos fisicos e mecéanicos durante a colheita e a
estocagem. Dentre o0s principais representantes fangicos responsaveis pela
producdo de micotoxinas numa ampla variedade de produtos agricolas se encontra
Aspergillus spp., Penicillium spp., Fusarium spp. e Alternaria spp.. Entre os grupos
de micotoxina frequentemente relatados na contaminacéo de alimentos menciona-se
aflatoxina, ocratoxina, patulina, zearalenona, tricoteceno, fumonisina, &cido
tenuazbnico, acido ciclopiazbnico, citrinina e acido penicilico (COELHO;
HOFFMANN; HIROOKA, 2003).

As Aflatoxinas (AFLs) sédo consideradas metabdlitos secundarios que podem
ser produzidos por fungos como: Aspergillus flavus, A. parasiticus e A.nominus. Os
seres humanos e varias espécies domésticas sdo sensiveis aos seus efeitos toxicos
que podem ser agrupados como: agudos, mutagénicos, neoplasicos e teratogénicos.
Existem varios tipos de aflatoxinas, dentre elas, destacam-se quatro, B1, B2, G1,
G2; sendo que sua biotransformacdo, em diversas espécies animais, resulta na
producdo de M1 e M2. As aflatoxinas M1 e M2 foram isoladas inicialmente no leite e
urina de animais que consumiram AFLs. Estas se desenvolvem naturalmente em
produtos alimenticios como: amendoim, milho, feijdo, arroz, trigo, entre outros. O
amendoim € um dos cereais mais sensiveis ao fungo, cuja invasdo de micro-
organismos neste grdo pode ocorrer no solo, durante o processo de formacéo de
sementes, na colheita, nas fases de secagem, beneficiamento e armazenamento.
Todos os cereais, sem excec¢ao, devem passar por um controle rigoroso, pois podem
estar contaminados (FERREIRA et al., 2006).

A ocratoxina A (OTA) é uma micotoxina com propriedades cancerigenas,
nefrotdxicas, teratogénicas e imunotoxicas. Ela é produzida por fungos da espécie
Penicillium e Aspergillus e ocorre naturalmente em todo o mundo em diversos
produtos vegetais, como a cevada, o café em gréo, o cacau e os frutos secos. Esta

micotoxina foi detectada também em produtos a base de cereais, em especiarias,
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em vinho, em cerveja, em sumo de uva e em produtos de origem animal, caso dos
rins de porco. A sua ocorréncia em toda parte no meio ambiente resulta numa
provavel e inevitavel exposicdo humana (NOGUEIRA; OLIVEIRA, 2006).

A patulina € uma micotoxina termo resistente da classe hidroxifuropiranona e
também pode ser chamada de clavicina, claviformina ou expansina. Pode ser
produzida como metabdlito secundario por varias espécies de fungos para inibir o
crescimento de outros microrganismos. A patulina foi isolada primeiramente de
Penicillium claviforme, nomeada claviformina, entretanto em razéo de seu frequente
isolamento partindo de Penicillium patulum, chama-se patulina. Inicialmente era
considerado um antibiotico, mas pelos seus efeitos toxicos em animais, foi
classificada como uma toxina (CELLI et al., 2009). A patulina tem sido encontrada
contaminando diversas frutas, como o damasco, a cereja, a uva, a pera, o0 péssego,

a ameixa e, principalmente, a maca (CALDAS et al., 2008).

As fumonisinas séo produzidas pelo Fusarium moniliforme e pelo F.
proliferatum e fazem parte de uma familia de micotoxinas que contaminam
alimentos, predominantemente a base de milho, ao redor do mundo. A fumonisina
B1 é o principal metabdlito produzido pelos fungos Fusarium moniliforme e F.
proliferatum, os quais sdo achados como contaminantes difundidos no milho, sendo
0 metabodlito mais abundante e mais téxico deste grupo de micotoxinas,
representando 70% da concentragdo total em racdes e alimentos naturalmente
contaminados, seguido pelas fumonisinas B2 e B3 (GERTNER; SANTIN; SAAD,
2008).

A producgdo de micotoxinas e o desenvolvimento de fungos toxigénicos séo
dependentes de diversos fatores dos quais: temperatura, umidade e tipo de
substrato sdo os mais importantes. Dependendo dos teores de micotoxinas ingeridas
ou injetadas, quatro tipos basicos de toxicidades sdo detectados: aguda, cronica,
mutagénica e teratogénica (THABULSI; ALTERTHUM, 2005).

S&o reconhecidos os efeitos maléficos desses compostos sobre a saude
humana e animal, sendo capazes de induzirem efeitos carcinogénicos,
hepatotoxicos e mutagénicos. Sabe-se que cerca de 25% de todos os produtos
agricolas produzidos no mundo estdo contaminados com alguma micotoxina. A

crescente preocupacao dos paises importadores quanto a presenca de micotoxinas
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nos alimentos tem levado a elaboracédo de legislagdes cada vez mais rigidas, no qual
diz respeito aos niveis maximos de micotoxinas permitidos (FREIRE et al., 2007).

3.7 BIOCONTROLE

O aumento da produtividade e demanda exige qualidade com seguranca e
competitividade na cadeia produtiva desde o campo. Todavia, a falta de controle
resulta em perda e contaminacdo consideravel, afetando a seguranca do produto
final. Neste contexto, Fusarium sp é um dos principais representantes flngicos
responsaveis pela deterioracdo e producdo de micotoxinas, possuindo a capacidade
de germinar, crescer e produzir toxinas em grande variedade de produtos agricolas.
Aliado ao fato, o setor agroindustrial, sem planejamento sustentavel, tem como
consequéncias os danos ao ecossistema (FOOD AND INGREDIENTS BRASIL,
2009).

Dessa forma, pode-se utilizar o biocontrole que € definido como a utilizacao
de micro-organismos especificos, 0s quais interferem junto a organismos
patogénicos e pragas causadoras de doencas em plantas, sendo uma ferramenta
natural e uma alternativa ecolégica para superar os problemas causados por

meétodos quimicos para a protecdo de plantas (SAITO et al., 2009).

Os principios dos mecanismos de biocontrole tém como base as relacdes
antagonicas tais como: competicdo, predacdo, amensalismo, parasitismo, resisténcia
induzida ou pela producdo de metabolitos que inibem o desenvolvimento do outro. O
parasitismo parece ser 0 mecanismo mais eficiente de antagonismo no biocontole,
pois 0s hiperparasitas dependem dos seus hospedeiros para sobrevivéncia e estao
sujeitos as mesmas variagfes ambientais. J& o amensalismo é quando uma espécie
prejudica outra por meio de substancias que produz e libera, sem aparentemente se

beneficiar no processo (SAITO et al., 2009).

Desta forma, o controle biologico de fitopatdgenos se sobressai por ndo se

restringir a estudar apenas a relagcdo entre o fitoparasita e o hospedeiro, mas
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também por considerar os antagonistas, a microflora adjacente ao local da infeccéo
e o relacionamento desse complexo em todo o ecossistema (SAITO et al., 2009).

Segundo Imamura et al. (2000) a utilizagcdo de micro-organismos como
controle biolégico, envolve o isolamento a partir de amostras do ambiente, que
apresentam atividade antag6nica. Um dos pontos principais para a efetividade do
biocontrole contra fungos € o antagonismo, pois as chances de sucesso nos
programas de controle biolégico estdo no isolamento e na selecdo de micro-
organismos que apresentem essa caracteristica de forma eficiente (KAWASHIMA;
VALENTE, 2006).

Os meétodos de controle biolégicos apresentam alternativas viaveis em
relacdo aos quimicos tradicionais utilizados ainda no campo para combater a
infestacdo fungica, principalmente por ndo deixarem residuos quimicos no alimento.
Para se obtiver novos produtos de origem biolégica, numerosos micro-organismos
com atividade antimicrobiana vém sendo identificados e testados (JANISIEWCZ,
2000).

Nesse sentido, inicia-se a perspectiva para o uso do biocontrole empregando
leveduras, em virtude de nao ter sido relatado até o momento nenhum caso na qual
uma tenha produzido micotoxinas, apresentando baixa possibilidade toxigénica
(FAZIO, 2009). Determinadas leveduras possuem capacidade de produzir
compostos antimicrobianos que inibem o crescimento de outras leveduras e em
alguns casos de micro-organismos eucariontes e procariontes, no entanto sao
imunes a propria toxina (SENTE, 2010). Fungos filamentosos micotoxigénicos
podem ser atingidos por substancias produzidas por leveduras. Assim a levedura

surge como alternativa no processo de reducgéo de toxinas ou do fungo produtor.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAL EM ESTUDO

O procedimento experimental foi realizado no laboratério de Microbiologia da
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana Campus Londrina. Foram utilizadas 12
amostras de milho e 12 de trigo que foram coletadas em empresas do segmento
agricola da regido de Londrina no periodo de fevereiro de 2013, armazenadas em
recipientes fechados a uma temperatura de zero grau até o momento da realizacao
das analises. As amostras foram codificadas da seguinte maneira amostras de milho
receberam codificacdo de AM e seu respectivo nimero e amostras de trigo

receberam codificacdo de T e seu respectivo nimero.

4.2 METODOS

4.2.1 Contagem e isolamento de bolores e leveduras

A contagem de bolores e leveduras realizou-se a partir de 10 g de amostra
de andlise, assepticamente triturada e homogeneizada. Procedeu-se a diluicdo
seriada com peptona 0,1% (m/v) de 10" a 10®°. Uma aliquota de 1 mL de cada
diluicdo foi inoculada pela técnica pour plate em Placas de Petri contendo agar
batata dextrose (BDA) e incubadas por 5 dias em estufa B.O.D a 25°C, conforme
descrito por Nelson et al. (1983). Colbnias de leveduras e bolores foram
armazenadas em microtubos contendo BDA para serem utilizadas em testes

posteriores de biocontrole.
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4.2.2. Biocontrole
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Para o teste de biocontrole as linhagens de leveduras preservadas em BDA

foram reativadas repicando-se para outro tubo contendo o mesmo meio e, incubados
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a 25° C por 5 dias. A seguir as leveduras foram inoculadas em erlenmeyer contendo
25 mL de caldo extrato de malte (glicose 0,6%; extrato de malte 0,6%; extrato de
levedura 0,14%; maltose 0,18% m/v) e incubadas a 25° C por 24 horas sob agitacao
de 150 rpm. O ind6culo para antifungigrama consistiu de em uma aliquota de
leveduras da suspensdo. Para a reativacao, as linhagens de Fusarium verticillioides
foram repicadas em placas de Petri contendo BDA solidificado, inoculadas pela
técnica de estria por esgotamento e incubadas a 25° C por 7 dias. A seguir
preparou-se uma suspensao de esporos, colocando-se alcadas da linhagem fangica
em 10 mL de Tween 80 a 0,1% (v/v). O in6culo para antifungigrama consistiu de 10°
esporos/mL™, determinada pela contagem em Camara de Newbauer.

A suspensdo contendo 10° esporos/mL™ de fungos foi plaqueada pela
técnica de semeadura pour plate no meio BDA. Depois de solidificado o meio, fez-se
um orificio de 8 mm no centro da placa e 50 uL de células de leveduras suspensas
em caldo extrato de malte foram introduzida. Avaliaram se as placas durante 30 dias
a 25 °C, medindo- se o diametro do halo de inibicdo em mm (MOTOMURA;
HIROOKA, 1996).

Leveduras reativadas em BDA acidificado
incubadas a 25°C por 5 dias

h 4
Inoculadas em erlenmeyer com 25mL de
caldo extrato de malte

!

Incubadas a 25°C por 24h sob agitacao de
150 rpm em aparelho rotatorio

h 4
Inéculo do biocontrole foi uma aliquota das
leveduras da suspensao

!
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Fusarium verticillioides reativado em BDA acidificado e incubado a 25°C
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Fluxograma do Biocontrole
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Com base na metodologia realizada para contagem total e isolamento de

bolores e leveduras em amostras de milho e trigo, foram obtidos os resultados que

estédo dispostos na tabela 2.

Tabela 2 — Contagem de bolores e leveduras. Realizada por unidade formadora de colbnia por

grama de milho/trigo (UFC).

CONTAGEM

MILHO UFC/g* TRIGO UFClg*
AM 22 3x10° T14 1x10°
AM 23 8 x 10* T 15 2 x 10°
AM 24 1x10° T 16 2 x10°
AM 25 1,6 x 10* T17 3 x 10°
AM 26 7 x 10* T 18 2 x 10*
AM 27 5x 10° T19 2 x 10°
AM 28 2x10° T 20 1x10°
AM 29 1 x10* T21 2 x 10*
AM 30 4 x 10° T 22 1x10*
AM 31 1x10* T 23 1x10°
AM 32 3x10° T 24 1x10°
AM 33 2x10° T 25 2x10°

Legenda: UFC: Unidade Formadora de Col6nia.

Segundo Gelli, Jakabi, Porto (1990) sdo varios os fatores que afetam o

crescimento de fungos em graos, tais como, teor de umidade dos gréos, condicao

fisica e sanitaria dos graos, nivel de inoculacdo do fungo, conteido de oxigénio e

armazenamento anterior, insetos e acaros. A contaminacdo dos graos por fungos

pode ocorrer ainda no campo ou durante 0 armazenamento do produto. Quando

ocorre a disseminacéo de fungos filamentosos nesses graos, ainda no campo ou no

armazenamento, 0s seus derivados, carregardo 0s esporos e/ou os metabdlitos

fungicos, como as micotoxinas.

Em todas as amostras foram encontradas colbnias de Fusarium, algumas

com Aspergillus e Penicillium, estes foram guardados em estoque para testes
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posteriores. Na grande maioria, também se encontraram colbnias com
caracteristicas de leveduras.

A contagem das placas de milho e de trigo em sua maioria ficou acima do
que é permitido pela legislacdo. O limite estabelecido pelo Ministério da Saude € de
103 UFC/g (BRASIL, 1997), assim valores superiores ao mesmo, prejudicam na
qualidade do alimento e podem implicar danos a saude do consumidor. As amostras
de trigo apresentaram uma contagem maior que as de milho isso pode ser devido as
condicbes de manejo e armazenamento que cada grao teve, na presenca de muitas
chuvas durante o manejo e altas umidades durante o armazenamento contribui para
0 aparecimento de fungos.

Seguindo a metodologia descrita para o teste de biocontrole, foram obtidos

0s resultados que estdo na tabela 3.

Tabela 3 — Teste de Biocontrole realizado por leveduras encontradas contra o fungo Fusarium
verticillioides durante um més.

HALO (mm)

AMOSTRA T DIAS 14 DIAS 21 DIAS 30 DIAS

AM 22 - - - -
AM 23 - - - -
AM 24 A - - - -
AM 24 B - - 1 1
AM 24 C 5 6 7 8
AM 25 - - - -
AM 26 - - - -
AM 27 - - - -
AM 28 - 1 1 2
AM 29 - - - -
AM 30 - . ] ]
AM 31 - - - -
AM 32 A - - - -
AM 32 B - - - -
AM 33 - 1 2 2
T14 - - - -
T15 - 2 3 4
T16 - - - -
T17 - - - -
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T18 - - - -
T19 - - - -
T20 - - - -
T21 - - - -
T22 - - 2 2
T23 - - - -
T 24 - - - -
T25 - - - -

No teste de biocontrole, os halos de inibicdo de algumas leveduras
apareceram logo na primeira semana, como é o caso da levedura AM 34 C que
apresentou um halo de 8 mm, enquanto outras foram crescendo aos poucos durante
o periodo de coleta dos resultados na qual houve uma pequena inibicdo que é o
caso das leveduras AM 24 B, AM 28, AM33, T 15 E T 22 , dentre as 12 amostras de
trigo e 12 amostras de milho. Porém, véarias delas ndo apresentaram nenhuma

atividade de inibicdo com relagdo ao fungo Fusarium verticillioides.

Figura 4: Fotografia do halo de inibicdo da levedura AM 24 C em relagdo ao fungo Fusarium
verticillioides.
Fonte: Autoria propria.



36

6 CONCLUSAO

A utilizacdo de micro-organismos como controle biolégico, envolve o
isolamento a partir de amostras do ambiente, que apresentam atividade antagonica
sendo uma ferramenta natural e uma alternativa ecolégica para superar 0S
problemas causados ao consumidor.

Através do estudo realizado pode se concluir que houve leveduras presentes
no proprio grdo que possuiram potencial de inibicdo contra o fungo Fusarium
verticillioides, como € o caso da levedura AM 24 C que apresentou um halo de 8 mm
inibindo o fungo em estudo dentre as 12 amostras de trigo e 12 de milho e outras
leveduras como € o caso da AM 24 B, AM 28, AM33, T 15 E T 22 que apresentaram
uma inibicdo menor. Entretanto o estudo foi realizado em apenas 12 amostras dos
dois grédos, deste modo as leveduras com esse potencial foram poucas, seria
necessario um estudo com uma maior amostragem para se obtiver resultados

expressivos.
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