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RESUMO

Aspergillus ochraceus, A. westerdijkiae e A. carbonarius contaminam culturas de
graos, cereais e frutas e podem produzir ocratoxina A (OTA), uma micotoxina
prejudicial para animais e seres humanos. O uso de leveduras é uma alternativa
promissora para controle de fungos e micotoxinas em alimentos. Portanto, o objetivo
deste trabalho foi avaliar o potencial de leveduras no biocontrole de A. ochraceus, A.
westerdijkiae e A. carbonarius e na detoxificacdo de OTA in vitro. Hanseniaspora
opuntiae foi selecionada para um estudo detalhado sobre o biocontrole de A.
ochraceus in vitro e em frutos de café. Foi analisada a inibicdo do crescimento de trés
cepas de A. ochraceus co-cultivadas com H. opuntiae e a influéncia dos compostos
organicos volateis, produzidos pela levedura, pela determinagdo da medida do
didmetro micelial. Foi avaliado o efeito inibitério do sobrenadante livre de células de
H. opuntiae sobre os conidios e hifas de A. ochraceus através de analise
microscopica. H. opuntiae foi aplicada em frutos de café pods-colheita, nas
concentragdes 10°,107 e 10° células. mL-', apds os frutos serem contaminados com
A. ochraceus (10° conidios. mL™"), a incidéncia de deterioramento no café foi
observada nos dias 1, 3, 6, 9, e 12. As altera¢gdes morfolégicas de A. ochraceus por
acao de H. opuntiae foram observadas através de Microscopia Eletronica de
Varredura. Foi avaliado a inibigdo do crescimento micelial dos fungos A. ochraceus,
A. westerdijkiae e A. carbonarius co-cultivados com H. opuntiae, Meyerozyma
caribbica e Kluyveromyces marxianus € a influéncia da OTA sobre a viabilidade das
leveduras. A eficiéncia das leveduras na detoxificacdo de OTA foi avaliada usando um
delineamento estatistico Box Behnken (32) incompleto com triplicata no ponto central
e as variaveis analisadas foram diferentes tamanhos de inéculo das leveduras, tempo
de incubacado e concentracdo de OTA. H. opuntiae inibiu o crescimento de A.
ochraceus (82% a 87%) in vitro. Além disso, os compostos organicos volateis
reduziram o didmetro micelial do fungo de 62% a 69%, enquanto que o sobrenadante
livre de células inibiu a germinagéo de conidios, 77% a 93%, e o crescimento de hifas,
54% a 78%. H. opuntiae (10”7 e 10° células. mL-") aplicada nos frutos de café retardou
o deterioramento dos frutos por A. ochraceus até o 9° dia e foram observadas nas
micrografias hifas pequenas e tortuosas do fungo. As trés leveduras antagonistas
foram capazes de inibir o crescimento fungico in vitro com taxas de inibigao variando
de 13 % a 86 %. K. marxianus (108 células. mL-") foi o mais eficiente na inibigdo das
trés espécies de Asperqgillus, A. ochraceus (78%), A. westerdijkiae (81%) e A.
carbonarius (84%). A analise de regressdao multipla mostrou que os trés modelos
quadraticos apresentaram uma boa predi¢cdo, com R? = 0,94 (H. opuntiae), R* = 0,87
(M. caribbica) e R? = 0,86 (K. marxianus) e um desvio nao significativo, p = 0,30, p =
0,20 e p = 0,13, respectivamente. Os modelos preditivos mostraram que a
detoxificagdo maxima de OTA pelas trés leveduras seria de 86,8% (H. opuntiae),
79,3% (M. caribbica) e 73,7% (K. marxianus). Nado houve diferenca significativa (p
<0,05) entre os valores preditos pelos modelos estatisticos e os resultados obtidos
experimentalmente, indicando que os modelos podem ser aplicados para prever a
detoxificagdo de OTA in vitro por estas leveduras.

Palavras-chave: Controle Bioldgico. Leveduras Antagonistas. Micotoxina. Inibig&o.
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ABSTRACT

Aspergillus ochraceus, A. westerdijkiae and A. carbonarius contaminate crops of
grains, cereals and fruits and can produce ochratoxin A (OTA), mycotoxin harmful to
animals and humans. The use of yeasts has been proposed as a promising alternative
for fungal and mycotoxin control in food. Therefore, the objective of this study was to
evaluate the antagonistic potential of yeasts for inhibition of A. ochraceus, A.
westerdijkiae and A. carbonarius growth and the efficiency for in vitro OTA
detoxification. Hanseniaspora opuntiae was selected for a detailed study on the in vitro
A. ochraceus biocontrol and on coffee fruits. The growth inhibition of three A.
ochraceus strains co-cultured with H. opuntiae and the influence of the volatile organic
compounds produced by the yeast were determined by the determination of the
mycelial diameter measurement. The inhibitory effect of H. opuntiae cell free
supernatant on the conidia and hyphae of A. ochraceus was assessed by microscopic
analysis. H. opuntiae was applied to post-harvest coffee fruits at concentrations
10°,10” and 10° cells. mL-", after the fruits were contaminated with A. ochraceus (10°
conidia. mL™"), the decay incidence of coffee was observed on days 1, 3, 6, 9, and 12.
The A. ochraceus morphological alterations by H. opuntiae were observed through
Scanning Electron Microscopy. Inhibition of mycelial growth of A. ochraceus, A.
westerdijkiae and A. carbonarius co-cultivated with H. opuntiae, Meyerozyma caribbica
and Kluyveromyces marxianus and the OTA influence on the viability of yeasts were
evaluated. The efficiency of each yeast for OTA detoxification was evaluated using an
incomplete Box Behnken (33) statistical design with triplicate at the central point and
the variables analyzed were different yeast inoculum size, incubation time and OTA
concentration. H. opuntiae inhibited in vitro the A. ochraceus growth (82% to 87%). In
addition, the volatile organic compounds reduced the mycelial diameter of the fungus
from 62% to 69%, while cell-free supernatant inhibited conidial germination, 77% to
93%, and hyphae growth, 54% to 78%. H. opuntiae (107 and 10° cells. mL-") applied
in coffee fruit delayed fruit decay by A. ochraceus until the 9" day and short and
tortuous A. ochraceus hyphae were observed in the micrographs. The three
antagonistic yeasts were able to inhibit in vitro fungal growth with inhibition rates
ranging from 13% to 86%. K. marxianus was the most efficient in inhibiting the three
Aspergillus species, i.e., A. ochraceus (78%), A. westerdijkiae (81%) and A.
carbonarius (84%). The multiple regression analysis showed that the three quadratic
models presented a good prediction, with R*> = 0.94 (H. opuntiae), R* = 0.87 (M.
caribbica) and R? = 0.86 (K. marxianus) and a non-significant lack of fit, p = 0.30, p =
0.20 and p = 0.13, respectively. The predictive models showed that, under optimum
conditions, the maximum OTA detoxification by the three yeasts would be 86.8% (H.
opuntiae), 79.3% (M. caribbica) and 73.7% (K. marxianus). There was no significant
difference (p <0.05) between the values predicted by the statistical models and the
results obtained experimentally, indicating that the models can be applied to predict
the in vitro OTA detoxification by these yeasts.

Key Words: Biological control. Yeasts Antagonists. Mycotoxin. Inhibition.
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1 INTRODUGAO

Os fungos toxigénicos Aspergillus ochraceus, A. westerdijkiae e A.
carbonarius contaminam culturas de graos, cereais e frutas, além de produzir
ocratoxina A (OTA), um metabdlito secundario toxico para animais e seres humanos.
Essa micotoxina apresenta grande estabilidade quimica e térmica e pode persistir nos
alimentos ou ragbes mesmo apos a inativagdo dos fungos por processos de
industrializagao e, ao ser metabolizada pelos animais, pode estar presente na carne,
ovos e leite, constituindo um risco para a saude dos seres humanos. Além disso, pode
acarretar grandes perdas econbmicas pela redugdo da produtividade agricola e
pecuaria (PINOTTI et al., 2016; SUN et al., 2017).

Vérias estratégias para a detoxificagado pds-colheita de graos, cereais e frutas
como aplicagcao de materiais adsorventes, o peroxido de hidrogénio e a aménia, vem
sendo utilizadas, uma vez que a contaminacao por micotoxinas no campo é dificil de
evitar. As estratégias de detoxificagdo por métodos fisicos e quimicos apresentam
alguns fatores limitadores, devido ao alto custo e as dificuldades envolvidas no
processo. Muitos adsorventes fisicos sdo estudados e estdo disponiveis em
preparagdes comerciais, como aditivos para ragao animal. No entanto, muitos destes
métodos fisicos e quimicos podem levar a significativas perdas no valor nutritivo e
palatabilidade dos alimentos e ragdes (ABRUNHOSA; SANTOS; VENANCIO, 20086;
SHETTY; JESPERSEN, 2006).

A utilizacdo de métodos bioldgicos tem sido proposta como uma alternativa
promissora para o controle de fungos e OTA em alimentos e ragdes. Entre os
microrganismos com potencial para serem aplicados para esta finalidade destacam-
se as leveduras. As leveduras apresentam caracteristicas que as tornam boas
ferramentas no controle biolégico de fungos toxigénicos, como a capacidade de
sobreviver a varias condigdes ambientais e ndo produzir compostos toxicos para os
seres humanos e animais (BLEVE et al., 2006). A acdo antagonista das leveduras
contra fungos toxigénicos pode ser atribuida a competicdo por nutrientes e espacgo,
secrecao de compostos antifungicos, parasitismo, formacao de biofilme e inducao de
resisténcia na planta hospedeira por estimulagdo de uma resposta de defesa
envolvendo a produgéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) (LIU et al., 2013).

Além disso, a parede celular de algumas espécies de leveduras é capaz de

adsorver OTA dos alimentos, descontaminando-os significativamente (BEJAOUI et al.,
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2004; CARIDI et al., 2012; PETRUZZI et al., 2015), e algumas leveduras podem
degradar a OTA no seu metabdlito ndo téxico, a ocratoxina alfa (OTa) (PETERI et al.,
2007; SCHATZMAYR et al.,, 2003). No entanto, existem leveduras que podem
apresentar sensibilidade a certas micotoxinas, constituindo um sério problema na
aplicacao em processos fermentativos para produgao de alimentos € no uso como
aditivos alimentares (PFLIEGLER et al., 2015).

Um grande desafio ao explorar o potencial de novas espécies de leveduras,
especialmente para aplicagdo no processamento de alimentos e ragdes, é garantir a
biosseguranca (STEENSELS; VERSTREPEN, 2014). As leveduras Hanseniaspora
opuntiae, Meyerozyma caribbica e Kluyveromyces marxianus sao encontradas
naturalmente em alimentos e ja foram descritas por alguns autores como seguras para
a aplicacdo em alimentos (NIARE-DOUMBO et al., 2014; SAUCEDO- LUNA et al.,
2011; LANE; MORRISSEY, 2010).

Apesar de H. opuntiae e M. caribbica ja terem sido descritas com potencial para
o controle biolégico de alguns fitopatégenos (DE PAIVA et al., 2017; RUIZ -MOYANO
et al., 2016; BAUTISTA-ROSALES et al., 2013) e K. marxianus ser considerada uma
levedura com potencial biotecnoldgico (FONSECA et al., 2008), ndo ha estudos sobre
a acao dessas leveduras no controle bioldgico de fungos produtores de OTA e na
detoxificagao de OTA.

Portanto, considerando o grande potencial dessas leveduras como novos
agentes de biocontrole de fungos produtores de OTA e na detoxificagdo de OTA, esse
trabalho avaliou a agdo antagonista das leveduras H. opuntiae, M. caribbica e K.
marxianus contra os fungos A. ochraceus, A. westerdijkiae e A. carbonarius e a

capacidade de detoxificacdo de OTA por essas leveduras in vitro.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi analisar o potencial de inibicdo de leveduras
sobre o crescimento dos fungos ocratoxigénicos A. ochraceus, A. carbonarius e A.
westerdijkiae e avaliar a capacidade de detoxificagcdo de ocratoxina A (OTA) por essas

leveduras.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Realizar uma triagem preliminar in vitro para selecionar leveduras com potencial de

inibicdo sobre o crescimento de diferentes espécies de Aspergillus ocratoxigénicos;

- Avaliar o potencial de inibigdo do crescimento de A. ochraceus (cepas AO 14, I0C

4417 e 10C 4462) pela levedura H. opuntiae in vitro.

- Avaliar a influencia de compostos organicos volateis (COVs) e do extrato livre de

células (ELC) do cultivo de H. opuntiae sobre o crescimento de A. ochraceus in vitro;

- Avaliar o efeito antagonista da levedura H. opuntiae no biocontrole de A. ochraceus

em frutos de café pds-colheita;

- Analisar a organizagédo celular de A. ochraceus, sob agdo antagonista de H.

opuntiae, por Microscopia Eletronica de Varredura;

- Avaliar a inibigao do crescimento de A. ochraceus, A. westerdijkiae e A. carbonarius

pelas leveduras H. opuntiae, M. caribbica e K. marxianus in vitro;
- Avaliar a influéncia de OTA sobre a viabilidade das leveduras;

- Avaliar a capacidade de detoxificacdo de OTA pelas leveduras antagonistas,

otimizando diferentes fatores com a aplicagao de um modelo estatistico.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 OCRATOXINA A

As micotoxinas sao metabdlitos secundarios, produzidos por fungos
filamentosos que causam diversos efeitos toxicos para seres humanos e animais.
Entre as micotoxinas, destaca-se a Ocratoxina A (OTA), produzida por fungos dos
géneros Aspergillus sp. e Penicillium sp.

OTA ¢é composta pela estrutura 7-carboxil-5-cloro-8-hidroxil-3,4-diidro-3-R-
metilisocumarina (ocratoxina a) e uma molécula de L-B-fenilalanina ligada ao grupo 7-
carboxil por uma ligagdo amida (ABRUNHOSA; PATERSON; VENANCIO, 2010; WU
et al., 2011).

Ao menos 20 diferentes analogos de ocratoxinas foram caracterizados, como
as ocratoxinas A, B, C, q, 3, metiléster de OTa, 4-hidroxi-OTA, sendo a ocratoxina A
a mais téxica e de ocorréncia natural (XIAO et al., 1995). A presenca do atomo de
cloro em um dos anéis diidroisocumarinicos da estrutura da OTA contribui para a sua
atividade toxica (Figura 1). A ocratoxina B, que contém um hidrogénio ao invés do
atomo de cloro, é aproximadamente dez vezes menos toxica que a OTA, enquanto
que os produtos da hidrolise da OTA e da ocratoxina B, a ocratoxina a e B,

respectivamente, ndo s&o toxicas (XIAO et al., 1996).

Figura 1 — Estrutura da ocratoxina A e seus principais analogos

o oH
o oH o
oOH g
X AN
i1
CH

Ocratoxina B
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Fonte: Duarte, Lino, Pena (2011).
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OTA é um cristal incolor de férmula empirica C20H180OsNCI, que tem a massa
molar de 403,822 Da. Os pontos de fusdo sao 94 - 96 °C quando cristalizado a partir
de benzeno. Essa micotoxina tem propriedades de acidos fracos com pKa14,2-4,4 e
pKaz 7,0 - 7,3, do grupo carboxila da fenilalanina e do grupo hidroxila fendlica da
isocumarina, respectivamente. OTA produz uma fluorescéncia verde- azulada quando
excitados por luz ultravioleta (366 nm) que muda para uma fluorescéncia azul escuro
quando exposta a vapores de amoniaco, NaHCO3 ou NaOH. As propriedades de
fluorescéncia sdo comumente usadas para fins de detecgédo e identificagdo em
Cromatografia de Camada Delgada (CCD) e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE). A Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de Massas (LC-MS)
pode ser utilizada para detectar a OTA. A identidade de OTA pode ser confirmada
através da conversao para o éster metilico, e/ ou para OTa utilizando carboxipeptidase
A. OTA é altamente soluvel em solventes organicos polares, soluvel em carbonato de
hidrogénio e sodio aquoso e ligeiramente soluvel em agua (ABRUNHOSA;
PATERSON; VENANCIO, 2010).

3.1.1 Fungos Produtores

Um grande numero de espécies de Aspergillus € conhecido por serem
produtores de OTA. Alguns fungos da espécie A. ochraceus foram reclassificados com
um nome cientifico diferente, como A. westerdijkiai, € muitas outras cepas de A.
ochraceus como A. steynii (ABRUNHOSA, PATERSON, VENANCIO, 2010). Essas
duas novas espécies de Aspergillus sp. tem sido consideradas as principais espécies
produtoras, uma vez que produziram maiores niveis de OTA em relacdo ao A.
ochraceus, considerado como principal produtor por um longo periodo de tempo
(CAST, 2003; GIL-SERNA et al., 2011).

A. westerdijkiai, A. steynii e A. ochraceus sdo considerados os principais
produtores de OTA pertencentes a secao Circumdati, apresentam crescimento em
temperaturas entre 24 - 31 °C e altos valores de atividade de agua aw (0,95 — 0,99)
(CABANES et al., 2008; GIL-SERNA et al., 2011).

O segundo grupo de Aspergillus ocratoxigénicos é Aspergillus secao Nigri,
sendo o A. carbonarius o principal produtor de OTA do grupo. Foi relatado que em
temperaturas entre 20 — 35 °C e awde 0,98, ocorre crescimento e produgao de OTA

por A. niger e A. carbonarius em milho em apenas 5 dias (ALBORCH et al, 2011).
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Espécies de Penicillium também produzem OTA, sendo P. verrucosum e P.
nordicum os maiores produtores, as condi¢gdes 6timas de crescimento e producao de
OTA é temperatura de 20° C e aw de 0,95. Estas condigdes sdo encontradas
geralmente em regides de clima temperado, como o Norte da Europa e o Canada e
ocasionalmente na regidao do Mediterraneo, como Espanha, Italia, Franga e Portugal
(CAIRS-FULLER; ALDRED; MAGAN, 2005).

3.1.2 Ocorréncia Natural

As espécies de Aspergillus ocratoxigénicos, como A. westerdijkiai, A. steynii, A.
ochraceus e A. carbonarius, contaminam principalmente produtos tropicais e
subtropicais (CABANAS et al.,2008; GIL-SERNA et al., 2011). As espécies de
Penicillium ocratoxigénicos, como P. verrucosum e P. nordicum, contaminam cereais
produzidos em regides de clima temperado, principalmente os cereais armazenados
que nao foram adequadamente secos (ALDRED; CAIRS-FULLER; MAGAN, 2008).

Os alimentos nos quais ja foram detectados OTA s&o os cereais (milho, trigo,
arroz, sorgo, cevada, aveia e centeio) (DUARTE; LINO; PENA, 2010; LIM et al., 2015;
SUN et al., 2017), produtos derivados de cereais (pao, farinha e massa) (SHEN et al.,
2014), vinho (QUINTELA et al., 2013; FREIRE et al., 2017), produtos lacteos (leite e
queijo), carne (porco, peixe e aves), ovos (DAl et al., 2014), frutas (uvas, magas,
péssegos, peras, morangos, laranjas, melancias, mangas e figos) (MARIN, TARANU,
2015; FREIRE et al.,, 2017), legumes (inhame, alho, cebola, batata e tomates)
(PFOHL-LESZKOWICZ; MANDERVILLE, 2007; ZHAO et al., 2017), graos (graos de
café, amendoim, grédo de bico e soja) (PFOHL-LESZKOWICZ; MANDERVILLE, 2012;
WANG et al., 2017), produtos secos (graos secos, carne seca e uvas passas), hozes,
semente de gergelim, especiarias (ABRUNHOSA, PATERSON, VENANCIO, 2010;
BUI-KLIMKE, WU, 2015), cereais infantis (CAPPOZZO et al., 2017) e férmulas infantis
a base de leite (RAIOLA et al., 2015; ZHAO et al., 2017).

A concentragdo maxima de OTA, de acordo com os estudos de 2006 até 2016,
foi de 1.164 ug. Kg' em graos de cereais crus e com uma incidéncia de 29% (LEE,
RYU, 2017). Portanto, é dificil evitar completamente a contaminagcdo de OTA nos
alimentos.

A ocorréncia de OTA néo é restrita somente a matérias-primas, mas inclusive,
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nos alimentos processados, devido a estabilidade térmica da micotoxina
(BULLERMAN; BIANCHINI, 2007). No entanto, as concentragdes da micotoxina
encontradas nos alimentos processados sdo mais baixas em relacdo as
concentragbes encontradas na matéria prima, uma vez que algumas etapas do
processamento podem contribuir ativamente para a eliminagcdo de OTA
(ABRUNHOSA; PATERSON; VENANCIO, 2010).

A OTA também é encontrada na racdo, em concentragcdes superiores a
encontrada nos alimentos. Etapas do processamento, como por exemplo, a extruséo
pode contribuir para reduzir as concentragdes, no entanto, outras praticas podem
aumentar a concentracdo de OTA na ragdo, como o uso de alguns subprodutos
derivados do processamento de cereais, tais como grédos quebrados, a falta de
limpeza dos cereais, trigo e farelo de milho. Muitas vezes estas s&o as fragdes mais
contaminadas com OTA, e geralmente direcionadas para a ragao animal. Além disso,
€ uma pratica comum direcionar os produtos com baixa contaminacao por OTA para
a alimentacdo humana, enquanto que a maior parte contaminada € destinada a
producao de ragdo (SCUDAMORE; BANKS; GUY, 2004; SCUDAMORE, 2005).

A ragao animal contaminada com OTA também representa um risco a saude
humana, devido ao consumo de alimentos de origem animal. Produtos como carne de
frango e suino, salsichas e leite também podem estar contaminados devido a
transferéncia de OTA para os tecidos dos animais (DUARTE; LINO; PENA, 2011).

3.1.3 Efeitos Toxicoldgicos

OTA é a mais toxica e relevante entre as ocratoxinas conhecidas. No entanto,
alguns consideram que OTC é igualmente toxica a OTA, ja que, quando ingerida, é
convertida rapidamente em OTA, que se torna disponivel na corrente sanguinea
(PFOHL-LESZKOWICZ; MANDERVILLE, 2007).

Em 1993, a OTA foi classificada como um carcindgeno pertencente ao grupo
2B (possivel carcinégeno humano) pela Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o
Cancer (IARC, 1993). E conhecido que a OTA é um poderoso carcindgeno para
roedores e aves (BONDY et al.,, 2015), no entanto, sdo escassas as evidéncias
epidemioldgicas em seres humanos (BUI-KLIMKE; WU, 2015).

Em varios experimentos com animais e células, foi observado que a exposicao

a OTA pode resultar em varios efeitos toxicolégicos, como o rompimento da
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homeostase da microbiota intestinal (LIEW; MOHD-REDZWAN, 2018),
teratogenicidade, carcinogenicidade (PFOHL-LESZKOWICZ; MANDERVILLE, 2012),
mutagenicidade, hepatotoxicidade (ZHENG et al., 2013; Ql et al, 2014),
genotoxicidade (PFOHL-LESZKOWICZ; MANDERVILLE, 2007), imunotoxicidade
(MARIN; TARANU, 2015), embriotoxicidade (HONG et al., 2000), neurotoxicidade
(BHAT et al., 2016), toxicidade testicular (SCHWARTZ, 2002), danos na barreira
hematoencefalica (JACKSON; RYU, 2017) e especialmente nefrotoxicidade (ZHAO et
al., 2017).

O principal 6rgéo alvo da OTA é o rim (ZHANG et al., 2014). Embora exista
pouca evidéncia epidemiolégica humana, pode haver uma associagdo entre
exposicdo a OTA e nefropatia endémica dos Balcads (BEN), nefropatia intersticial
cronica (CIN) e outras doengas renais (BUI-KLIMKE; WU, 2015; ZHAO et al., 2017).

Os efeitos toxicos da OTA sao atribuidos principalmente a diminuicao do
metabolismo das proteinas. A estrutura da OTA é similar a molécula de fenilalanina e,
consequentemente, compete com a fenilalanina pelos sitios de ligagdo das enzimas
fenilalanina — tRNA sintase e da fenilalanina hidroxilase, inibindo a sintese de
proteinas, causando a perda de peso, redugao da conversao alimentar, diminuicao da
produgao de ovos, entre outros. Esta competicdo também causa hipoproteinemia e
hipoalbuminemia, ainda mais agravadas pela deplecédo renal de albumina causada
pelos danos renais relacionados a OTA. A alteracdo do metabolismo das proteinas
eventualmente pode causar um aumento da suscetibilidade a varias infec¢des. Além
disso, devido a inibicao da sintese de proteinas, a OTA também afeta indiretamente a
atividade de varias outras enzimas, como a fosfoenolpiruvato carboxilase citosdlica,
enzima chave na gliconeogénese, alterando o metabolismo dos carboidratos
(DUARTE; LINO; PENA, 2011; RINGOT et al., 2006).

A toxicocinética e a toxicodindmica sao os fatores que determinam a toxicidade
da OTA (RINGOT et al., 2006). Ao ser ingerido, a OTA é absorvida pelo trato
gastrointestinal, e ao atingir a corrente sanguinea é ligada, em mais de 99%, a
proteinas plasmaticas (principalmente a albumina - BSA). OTA é considerada como
um composto toxico acumulativo, pois é facilmente absorvida através do estémago e
do intestino delgado, mas dificiimente eliminada através da via biliar e vias urinarias.
As meias-vidas orais de OTA sao 35,5 dias para os seres humanos, 21 dias para
macacos, 72-120 horas para porcos, 55-120 horas para ratos e 40 horas para os

camundongos. A elevada meia-vida de eliminagado observada em algumas espécies &
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devido a forte afinidade de OTA pelas proteinas séricas, que limitam a sua
transferéncia a partir do sangue para as células hepaticas e renais (ABRUNHOSA,;
PATERSON; VENANCIO, 2010).

O mecanismo de toxicidade e carcinogenicidade de OTA néo esta totalmente
esclarecido e existem resultados controversos sobre o mecanismo de agao (MALLY
et al., 2005). De acordo com Aleo, Wyatt e Schnellmann (1991), a nefrotoxicidade da
OTA pode estar relacionada com a disfuncdo mitocondrial que causa escassez de
energia gerando espécies reativas de oxigénio. Em ratos, a nefrotoxicidade foi
caracterizada por poliuria e alteragdes histopatologicas nos epitélios dos tubulos
proximais, sendo que a patologia de OTA é geralmente restrita a medula externa e
consiste na desorganizagéo do arranjo dos tubulos e na degeneracgao celular (MALLY
et al., 2005).

A concentracdo de OTA nos tecidos e no sangue depende da espécie animal,
da dose administrada, da composigao da alimentagao, bem como do estado de saude
do animal. Os principais tecidos nos quais a OTA se acumula sdo rim, figado, musculo,
tecido adiposo e também tem sido encontrada no leite (FERRUFINO-GUARDIA et al.,
2000; RINGOT et al., 2006).

A toxicidade de OTa ainda é pouco conhecida. No entanto, alguns estudos
indicam que é essencialmente nao-toxica. Por exemplo, OTa foi ineficaz como
imunossupressor quando testada em camundongos e foi considerada mil vezes
menos toxica do que a OTA em culturas de células cerebrais. Além disso, OTa tem
uma meia-vida de 9,6 h em ratos, o que é bem inferior a de OTA (103 h). Portanto, os
processos que levam a conversao de OTA em OTa contribuem substancialmente para
reduzir os efeitos toxicos de OTA e, portanto, sdo consideradas vias para a
detoxificacdo de OTA (LI et al., 1997; ABRUNHOSA, PATERSON, VENANCIO, 2010).

A dose diaria toleravel de OTA recomendada pela Organizagdao Mundial da
Saude é de 5 ng OTA / kg de peso corporal / dia, além disso, recomenda-se que os
niveis de OTA em alimentos e ragdes sejam reduzidos conforme as possibilidades
técnicas  (PFOHL-LESZKOWICZ; MANDERVILLE, 2007; ABRUNHOSA;
PATERSON; VENANCIO, 2010).

3.2 CONTROLE BioLOGIcO DE FUNGOS PRODUTORES DE OTA cOM A APLICACAO DE
LEVEDURAS ANTAGONISTAS
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O controle biolégico consiste na utilizagdo de agentes vivos para controlar
pragas ou patogenos de plantas. Esta abordagem é considerada pela comunidade
cientifica como uma alternativa confiavel a utilizacdo de agrotoxicos no campo e na
fase pos-colheita, além de que esta estratégia bioldgica é muito importante para se
controlar o crescimento de fungos em cereais e grdos, bem como minimizar a
contaminagao por micotoxinas (BLEVE et al., 2006).

A aplicagéo de leveduras tem grande potencial na redugao do dano econémico
causado por fungos toxigénicos na agricultura. Algumas leveduras podem atuar como
agentes de biocontrole, inibindo o crescimento de fungos filamentosos. Essas
especies também podem ganhar importancia na preservacdo de produtos e na
reducdo da contaminagdo por micotoxinas (PFLIEGLER; PUSZTAHELYI; POCSI,
2015). Prevenir a ocorréncia de fungos toxigénicos € a maneira mais simples de evitar
a contaminagao por micotoxinas. Nas duas ultimas décadas, as leveduras tornaram-
se ferramentas primarias na pesquisa de biocontrole (depois das bactérias) porque
muitas espécies mostram propriedades antagonistas promissoras contra os fungos
filamentosos comuns que contaminam os frutos, legumes, graos ou carnes, e muitas
dessas espécies se enquadram na categoria de fungos toxigénicos (LIU et al., 2013;
KABAK; DOBSON, 2009).

As leveduras sédo estudadas como agentes de biocontrole devido as suas
caracteristicas que as tornam eficazes quando aplicadas em produtos agricolas
frescos, bem como outros alimentos. Leveduras sao tolerantes a condigdes
ambientais extremas, prevalecendo antes e depois da colheita, por exemplo, resistem
em baixas e altas temperaturas, dessecagao, ampla faixa de umidade relativa, baixos
niveis de oxigénio, flutuagdes de pH e radiacdo UV. Além disso, as leveduras se
adaptam facilmente a microambientes como os das frutas (alta concentragdo de
agucar, alta pressao osmotica e baixo pH). As leveduras podem crescer rapidamente
em substratos baratos em fermentadores e sao, portanto, faceis de produzir em
grandes quantidades. Além disso, elas ndo produzem esporos alergénicos ou
micotoxinas, ao contrario dos fungos filamentosos, e possuem exigéncias nutricionais
que lhes permitem colonizar superficies secas por longos periodos de tempo (LIU et
al., 2013; SPADARO; DROBY, 2016).

As caracteristicas antagdnicas de leveduras contra fungos filamentosos podem
ser principalmente atribuidas a competicdo por nutrientes e espacgo, secregcao de

compostos antifungicos, parasitismo e formacédo de biofiime (LIU et al., 2013).
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Frequentemente, mais de um mecanismo de agao antagonista esta envolvido e
compreender esses modos de agdo € muito importante para o desenvolvimento de
biofungicidas relevantes e com formulagdes apropriadas (SPADARO; DROBY; 2016).

Competicao por nutrientes (por exemplo, carboidratos, nitrogénio, oxigénio) e
espaco é considerada o principal modo de agao de leveduras antagonistas contra
patdgenos fungicos pods-colheita. A competicao pode ser um mecanismo eficaz de
biocontrole quando o antagonista esta presente em quantidades suficientes e é capaz
de usar recursos limitados de forma mais eficiente que o patéogeno. Leveduras e
algumas bactérias podem competir com sucesso contra o patégeno no local da ferida
em frutas ou in vitro para limitar os fatores nutricionais, inibindo o crescimento do
patdogeno, mas muitas vezes deixando-o vivo (ZHANG et al., 2010). Na competicao
por espaco, as leveduras costumam ter a vantagem do crescimento rapido e formagao
de uma capsula extracelular de polissacarideo que pode promover a adesao a
superficie da fruta e formar biofilmes cobrindo toda a area da ferida (SPADARO;
DROBY, 2016).

Leveduras podem produzir compostos antifungicos, como toxinas Killer,
peptideos e metabdlitos antibidticos (SELITRENNIKOFF, 2001). Algumas leveduras
com um fenétipo Killer produzem proteinas extracelulares designadas como toxinas
Killer ou proteinas Killer, que sao letais a células microbianas sensiveis pertencentes
a mesma espécie ou a uma especie diferente, mas sdo imunes a toxinas Killer
produzidas por elas mesmas. Os exemplos mais estudados sao as toxinas K1, K2 e
K28 de S. cerevisiae (BREINIG; TIPPER; SCHMITT, 2002).

Leveduras capazes de produzir compostos organicos volateis (COVs) com
agao antifungica apresentam potencial para serem aplicadas como agentes de
biocontrole. Pichia anomala, quando aplicado em feridas de frutas, inicialmente pode
consumir grande parte do oxigénio disponivel, mas depois, durante a fase
estacionaria, pode usar a fermentacado alcodlica para produzir COVs antifungicos,
como etanol ou acetato de etila (KWASIBORSKI et al., 2014), que poderia estar
envolvido na atividade antimicrobiana contra B. cinerea (FREDLUND et al., 2004).
Candida intermedia foi capaz de suprimir a germinacdo de conidios e crescimento
micelial de B. cinerea em morangos devido a producédo de uma variedade de COVs,
incluindo 2-etil-1-hexanol (HUANG et al., 2012).

O parasitismo € um modo de agao antagonista apresentado por algumas

leveduras contra fungos filamentosos no qual esta se alimenta do patégeno,
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resultando em uma destrui¢cao direta ou lise de propagulos fungicos e estruturas. A
produgao de hidrolases como as glucanases, chitinases e proteases contribuem para
que leveduras possam clivar a parede celular de fungos e danificar a estrutura de hifas
(SPADARO; DROBY, 2016).

Alguns estudos relacionaram diretamente a inibicdo de fungos toxigénicos por
leveduras com a diminuic&o dos niveis de micotoxinas em diferentes alimentos ou em
condigdes de laboratorio. Armando et al. (2013) observou que leveduras S. cerevisiae
foram eficazes na inibicdo do crescimento de A. carbonarius e Fusarium graminearum
e na detoxificacdo de OTA, zearalenona (ZEA) e desoxinevalenol (DON) sob
condi¢cbes de laboratoério. Velmourougane et al. (2011) relataram que S. cerevisiae
inibiu o crescimento dos fungos A. ochraceus e A. niger e contaminagao por OTA no
café. Bleve et al. (2006) relataram que leveduras isoladas de uvas Issatchenkia
orientalis, Metschnikowia pulcherrima, Issatchenkia terricola e Candida incommunis
diminuiram o crescimento de A. carbonarius e A. niger em uvas. Outras leveduras
como Hanseniaspora uvarum, P. anomala e P. kluyveri produziram COVs que inibiram
o crescimento de A. ochraceus e producao de OTA durante o processamento do café
(MASOUD; POLL; JAKOBSEN, 2005).

Alguns produtos a base de leveduras estdo disponiveis comercialmente e séo
aplicados como agentes de biocontrole em frutas e cereais nas fases pré e pos
colheita contra fungos toxigénicos dos géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium,
por exemplo, os produtos Aspire® e NEX0101® sdo constituidos a base da levedura
Candida oleophila e Yield Plus® foi produzido a partir de Cryptococcus albidus
(PFLIEGLER, PUSZTAHELYI, POCSI, 2015). Outras leveduras que também sdo bem
conhecidas quanto ao potencial como agentes de biocontrole sdo Cryptococcus
laurentii, M. pulcherrima and P. guilliermondii (OLIVEIRA et al., 2015).

3.3 ESTRATEGIAS PARA A DETOXIFICACAO DE OTA

Vérias estratégias podem ser empregadas para reduzir os niveis de OTA nos
alimentos e ragdes. Os métodos mais importantes sdo os preventivos uma vez que
evitam, primeiramente, a contaminacao das matérias-primas. O uso de boas praticas
agricolas, variedades de culturas resistentes a fungos, a aplicagdo correta de

fungicidas e o armazenamento adequado dos produtos, sdo medidas comuns que
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poderiam contribuir para minimizar os niveis de micotoxinas (ABRUNHOSA;
PATERSON; VENANCIO, 2010).

Os procedimentos de descontaminagado ou detoxificacdo podem ser utilizados
para eliminar ou reduzir os niveis de OTA. Estas medidas, que sdo tecnologicamente
diversificadas, sdo geralmente classificadas em fisica, quimica ou biologica e tem
como finalidade destruir, modificar ou adsorver micotoxina (AMEZQUETA et. al.,
2009).

Quando a contaminacédo n&o pode ser evitada, é necessaria a detoxificacéo
antes do uso das matérias-primas para fins de alimentacdo humana ou animal.
Qualquer que seja a estratégia de detoxificacdo usada, ela deve atender alguns
critérios basicos (RODRIGUEZ, MAHONEY, 1994; BEAVER, 1991):

- A micotoxina deve ser inativada ou destruida por transformacao para compostos
nao toxicos;

- Esporos de fungos e micélios devem ser destruidos, para que novas toxinas nao
sejam formadas;

- Os produtos destinados a alimentacao humana ou animal devem manter o seu valor
nutritivo e permanecer com palatabilidade;

- As propriedades fisicas da matéria-prima ndo devem mudar significativamente, e
devem ser economicamente viaveis, ou seja, o custo de detoxificagado deve ser inferior

ao valor da mercadoria contaminada.

3.3.1 Métodos Fisicos

Os métodos fisicos consistem de segregacao, limpeza e processos que visam
retirar as fragcdes mais contaminadas dos produtos. Eles também podem envolver a
utilizacdo de adsorventes (ABRUNHOSA; PATERSON; VENANCIO, 2010).

O tratamento térmico € um método fisico pouco eficaz na detoxificacdo de
micotoxinas, uma vez que sdo compostos muito estaveis e dificeis de serem
degradados por calor. O nivel inicial de contaminagéo, o tipo de micotoxina e sua
concentracdo, a temperatura e o tempo de aquecimento, teor de umidade e pH do
alimento, todos esses fatores desempenham um papel significativo na degradacao da
micotoxina (JARD et al., 2011). Foi observado em estudos anteriores que tratamentos
térmicos nao afetam a concentragcdo de OTA (GAMBUTI et al., 2005; ROUSSEAU,
2004).
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A extrusdo é um meétodo que permite a degradagao de micotoxinas como
Aflatoxinas, Desoxinevalenol (DON), Zearalenona (ZEA) e Fumonisina B1 (FB1) e
estas podem ser removidas do milho (RUSTOM, 1997; CAZZANIGA et al., 2001;
VOSS et al., 2008). No entanto, este método implica em modificagcbes moleculares
tais como desnaturagao de proteinas e inibigdo de atividade enzimatica.

A maioria das micotoxinas tem estruturas moleculares complexas e muitas
vezes nao sao afetadas por radiacdo. Micro-ondas podem reduzir o conteudo de
aflatoxina em amendoins (FARAG et al., 1996) e também de tricotecenos em milhos
(SCOTT, 1998).

A técnica mais usada para minimizar a exposi¢ao a micotoxinas, e diminuir sua
biodisponibilidade, € a aplicacdo de agentes que se ligam a micotoxinas conhecidos
como adsorventes. Estes reduzem sua absorcao e consequente distribuicdo para o
sangue e orgaos alvos. Os absorventes sao eficientes quando complexados com as
micotoxinas e permanecem estaveis no trato digestério animal, sendo eliminados pela
urina ou fezes. A estabilidade da ligagao entre o adsorvente e a micotoxina depende
das propriedades quimicas e fisicas de ambas as moléculas. Importantes critérios
devem ser utilizados para avaliar diferentes adsorventes de micotoxinas, como a
eficiéncia em diferentes niveis de pH e a carga total da molécula, as caracteristicas
fisicas do adsorvente incluindo tamanho de poro, superficie de contato e tamanho
molecular do adsorvente (JARD et al., 2011). Por outro lado, as caracteristicas das
micotoxinas, como polaridade e solubilidade também desempenham um papel
importante na adsorgcdo (HUWIG et al., 2001).

Os adsorventes podem ser classificados como polimeros organicos e
inorganicos. Os polimeros inorgénicos incluem as argilas, quimicamente compostas
por silicatos e aluminosilicatos. Este grupo de adsorventes inclui uma grande
variedade de produtos como aluminossilicato hidratado de calcio e sédio (HSCAS),
filossilicatos, bentonitas e zeolitas (origem vulcénica), e montmorillonitas (HSCAS
hidratado de magnésio) (JOUANY, 2007). Outro tipo de adsorvente inorganico com
alta eficiéncia na ligagcdo com micotoxinas € o carvao ativado, que € um pé nao soluvel
formado por pirdlise de diferentes tipos de materiais organicos. Devido a sua grande
area de superficie de contato e a sua porosidade, o carvao ativado possui excelente
capacidade de adsorgdo a varias substancias téxicas, além de aumentar sua
eliminacao direta (JARD et al., 2011).
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Em trabalhos anteriores foi observado que o carvao ativado pode remover uma
quantidade significativa da concentragdo de OTA em vinho (QUINTELA et al., 2013).
Var, Kabak e Erginkaya (2008) testaram este adsorvente em vinhos em diferentes
concentragbes (20, 40 e 100 g. hL"), tempo de incubagdo (0, 4 e 24 h) e
concentragbes de OTA (5, 10 e 20 ng. mL™"). Estes autores observaram que a
capacidade de adsorgcéo do carvao ativado variou entre 13 e 98% dependendo das
concentragbes do carvao ativado e da micotoxina, em conjunto, e com o periodo de
incubacédo aplicado. De acordo com o regulamento (EC) N° 1493/1999 a utilizagao de
carvao ativado so6 é permitida para o tratamento de vinhos brancos (EC, 1999). Por
outro lado, uma pesquisa concluiu que um carvao ativado preparado a partir de pedras
de cereja por ativagcdo com KOH foi capaz de reduzir a concentragdo de OTA no vinho
tinto em até 54%, no entanto, este adsorvente também diminuiu a concentracio total
de polifendis, a intensidade da cor e tonalidade em 8%, 6% e 1%, respectivamente
(OLIVARES — MARIN et al., 2009).

Apesar dos adsorventes inorganicos apresentarem alta eficiéncia na ligagéo
com micotoxinas, exibem propriedades de adsorgdo a certos nutrientes e
contaminagao com metais pesados, ndao s&o biodegradaveis e podem acumular-se no
ambiente. Devido as desvantagens dos adsorventes inorganicos em alimentos e
ragdes, a utilizacdo de adsorventes organicos, esta sendo proposta. Os polimeros
organicos incluem os derivados de vegetais fibrosos (casca de aveia, farelo de trigo e
fibras de alfafa), celulose, hemicelulose, pectina e extratos de parede celular de
leveduras. Além do valor nutricional associado, a parede celular de levedura ou seus
componentes, sdo potenciais adsorventes para micotoxinas (JOANNIS-CASSAN et
al., 2011; JOUANY, 2007; YANNIKOURIS et al., 2004).

3.3.2 Métodos Quimicos

Os métodos quimicos consistem na utilizacdo de compostos para destruir
micotoxinas: alguns processos utilizam aménia, hidrélise alcalina, bissulfitos e ozbnio.
Estes sdo geralmente referidos como eficazes na eliminagdo de OTA e outras
micotoxinas. No entanto, a seguranca toxicolégica do produto final ndo é sempre
garantida uma vez que alguns residuos quimicos podem permanecer nos produtos e

a toxicidade dos produtos de reagdo formados geralmente ndo é estudada. Além
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disso, ha uma reducéo significativa na palatabilidade e qualidade nutritiva de produtos
tratados (ABRUNHOSA; PATERSON; VENANCIO, 2010).

Alguns agentes oxidantes como ozénio e o peroxido de hidrogénio foram
usados para detoxificagdo de micotoxinas em alimentos, estes agentes quimicos de
oxidagao podem reagir com numerosos grupos funcionais. Foi relatada a eficacia de
um processo chamado Oxygreen usando 0zdnio em cereais contaminados com OTA,
este processo foi capaz de reduzir a contaminagdo microbioldgica e da micotoxina,
mas induziu alguns efeitos secundarios, tais como adutos de DNA em trigo (JARD et
al., 2011).

Agentes redutores, como o acido ascorbico, NaHSO3, Na2S20s, diminuem os
niveis de micotoxinas, particularmente aflatoxina B1 (AFB1) e DON (KABAK;
DOBSON; VAR, 2006).

A utilizacdo de amdnia como processo quimico de detoxificacdo € aplicada
principalmente no milho para diminuir os niveis de aflatoxinas em ragées (PARK et al.,
1988). Este processo é eficaz contra AFB1 quando realizado a alta temperatura e
pressdo. Um dos produtos de degradagao € AFD1, que € menos tdxico do que o AFB1,
no entanto, este método é ineficaz contra outras micotoxinas e pode prejudicar a
qualidade dos alimentos devido ao excessivo nivel de aménia no alimento processado
(HUWIG et al., 2001).

3.4 METODOS BIOLOGICOS PARA A DETOXIFICACAO DE OTA

Os métodos bioldgicos utilizam microrganismos, que podem biodegradar ou
adsorver OTA para detoxificar produtos contaminados ou para evitar os efeitos toxicos
quando micotoxinas sao ingeridas. Estas sao as tecnologias de escolha para a
detoxificagdo, pois apresentam varias vantagens como a de poder ser mediada por
reacoes enzimaticas. Sdo muito especificas, eficientes e ambientalmente corretas, e
preservam a qualidade nutritiva dos alimentos. No entanto, é necessario a nao-
patogenicidade do microrganismo e a inexisténcia de toxicidade dos produtos de
reagao formados (ABRUNHOSA; PATERSON; VENANCIO, 2010).

3.4.1 Adsorcéo de OTA Pela Parede Celular de Leveduras
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A parede celular de levedura torna as células capazes de absorver compostos
do ambiente. Células viaveis, células nido viaveis e produtos de parede celular de
leveduras probidticas com alta capacidade de adsorgdo sdo capazes de reduzir a
biodisponibilidade de toxinas em alimentos e ragdes. As espécies de levedura diferem
na composicao da parede celular e, ndo surpreendentemente, na capacidade de
adsorcdo (PFLIEGLER; PUSZTAHELYI; POCSI, 2015).

Aproximadamente 75% do peso seco da parede celular de leveduras séo
constituidos por polissacarideos. A superficie da parede é formada por moléculas de
B-(1,3)-D-glucanas com alto grau de polimerizagao, ramificado com cadeias laterais
lineares de B-(1,6)-D-glucana e quitina, enquanto que os componentes amorfos da
matriz, bem como a camada fibrilar localizada sob a superficie da parede celular, sdo
compostos por manoproteinas (Figura 2). As B-D-glucanas e a quitina séao
responsaveis pela rigidez da parede celular e definem a morfologia e a forma da
levedura (KOGAN; KOCHER, 2007). Com base na composi¢ao quimica e natureza
fisica da parede celular de leveduras, é razoavel pensar que a superficie celular
apresenta inumeros sitios para a adsorcao fisica de moléculas. E isto mostra a
possivel capacidade desses microrganismos em adsorver micotoxinas como a OTA.
O mecanismo de adsorgcado de micotoxinas por parede celular de leveduras nao esta
totalmente esclarecido, porém, estudos demonstram que esta possui diferentes
centros de adsorgdo, ligando-se as micotoxinas por meio de ligacbes de hidrogénio
ou interagdes idnicas ou hidrofébicas (JOANNIS-CASSAN et al., 2011).

Os fatores que mais influenciam na capacidade de leveduras em adsorver OTA
sao os componentes da parede celular. Contudo, ha controvérsias entre diferentes
pesquisadores sobre quais componentes especificamente seriam responsaveis pelo
mecanismo de adsorgdo, pois 0os componentes como 0s glucogalactanos e os b-
glucanos, manoproteinas (CARIDI et al., 2012), b-glucanos e mananos (PEREYRA et

al., 2015) ja demonstraram ser responsaveis pela adsorgdo de micotoxinas.

Figura 2 - Componentes da parede celular de leveduras
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Algumas leveduras apresentaram diferencas na capacidade de adsorc¢ao de
OTA em diferentes condicdes de cultivo (ARMANDO et al., 2012; PIOTROWSKA et
al., 2013; CECCHINI et al., 2006). Armando et al. (2012) avaliaram a capacidade de
adsorcao de OTA por quatro cepas de S. cerevisiae em caldo extrato de levedura,
peptona e dextrose (YPD), pH 2 e 7, e YPD com 0,5% de sais biliares (pH 7), todos
adicionados de 100 ug.mL-' de OTA. Os resultados mostraram que as cepas de S.
cerevisiae adsorveram OTA entre 80-82 % em caldo YPD (pH 2), 74-78 % em YPD
com 0,5% de sais biliares (pH 7), 56-67 % no caldo YPD (pH 7), indicando que mesmo
nas condi¢gdes gastrointestinais simuladas de mamiferos (YPD com 0,5% de sais
biliares, pH 7) as leveduras apresentaram boa capacidade de adsor¢cao de OTA.
Piotrowska et al. (2013) certificaram que duas cepas de S. cerevisiae
removeram 85,1 e 82,8% de OTA (1 ug . mL™") em suco de uva branca e 65,2 e 10,7%
de OTA (1 upg. mL') em suco de groselha apdés 10 dias de incubagao,
respectivamente. Cecchini et al. (2006) verificaram durante os ensaios de vinificagao
que até 70% da OTA poderiam ser retirados do vinho e que uma percentagem
significativa da OTA removida foi encontrada em borras de leveduras. A percentagem
de diminuicdo da OTA durante a fermentacao foi entre 46,83% e 52,16% em vinho
branco e entre 53,21% e 70,13% no vinho tinto. A auséncia de produtos de
degradagao de OTA sugeriu um mecanismo de adsorgao.
A integridade da parede celular também pode estar envolvida na capacidade

de adsorcdo de algumas espécies de leveduras. Péteri et al. (2007) relataram que
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células viaveis e mortas de Phaffia rhodozyma foram capazes de remover 23 e 45%
da OTA (3 pyg .mL") em 2 h, respectivamente. Fiori et al. (2014) avaliaram a
capacidade de adsorcdao de OTA de diferentes leveduras viaveis e mortas. Os
resultados demonstraram que células viaveis e mortas de Candida friedrichii, Candida
intermedia, Lachancea thermotolerans e Cyberlindnera jadinii poderia adsorver 70, 73,
75 e 0% de OTA (0,02 ug .mL") e 72, 74, 84 e 82% da OTA em 8 dias,
respectivamente.

A adsorc¢ao de OTA por cepas de Saccharomyces enoldgicas foi demonstrada
por Bejaouii et al. (2004) que sugerem que estas cepas podem ser utilizadas para a
detoxificagdo de OTA em sucos de uva naturais ou sintéticos. Células apds tratamento
a quente mostraram maior adsorcdo 90% quando comparado a utilizacdo de células
viaveis (35%), indicando que a ligagdo de natureza fisica e a densidade celular
desempenham um importante papel na eficiéncia da adsorcdo. Neste trabalho
também foi observado que o processo de adsorgao foi muito rapido, a micotoxina foi
ligada a 90% das células de levedura nos primeiros 5 minutos, demonstrando que as
leveduras podem ser um potencial agente de detoxificagdo para a OTA em sucos de
uva.

Células mortas por tratamento térmico ou acido apresentam ser mais eficazes
do que leveduras vivas na capacidade de adsorgdo, como relatado em alguns
trabalhos (NUNEZ et al., 2008; BEJAOUII et al., 2004; VAR; ERGINKAYA; KABAK,
2009). No entanto, as células vivas tém um grande potencial e vantagens na adsorgao
de OTA. As células vivas de leveduras podem ser selecionadas por multiplas
caracteristicas favoraveis, por exemplo, boa capacidade de fermentagdo, menos
mudangas marcantes em caracteres organolépticos de produtos tratados, efeitos
probidticos na ragdo e biodegradacdo de toxinas. Além disso, alguns trabalhos ja
relataram que a aplicacao de células de leveduras inativadas pode afetar a qualidade
do vinho (NUNEZ et al., 2008).

Schatzmayr et al. (2006) avaliaram o potencial de detoxificacdo de OTA por
Trichosporon mycotoxinivorans utilizando um modelo in vitro com pedacgos de intestino
de porco e esta levedura apresentou grande potencial para ser aplicada como aditivo
de racdo. Devido ao excelente desempenho na detoxificagdo da OTA, T.
mycotoxinivorans foi transformado no produto chamado Mycofix? PlusMTVINSIDE
produzida por Biomin GmbH (Austria) (HANIF et al., 2008). Embora MycofixR?
PlusMTVINSIDE  gpresente muitas vantagens na detoxificagdo da OTA, T.
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mycotoxinivorans foi reconhecido em 2009 como um novo patégeno humano que esta
relacionado com a fibrose cistica (HICKEY et al., 2009). Portanto, T. mycotoxinivorans
merece mais investigacdes para reduzir possiveis efeitos deletérios e deve ser usado
com cautela nas industrias de alimentos ou ragdes. A aplicacdo de microrganismos
nas industrias de alimentos e ragdes deve ser cautelosa, com especial atengao aos
riscos para a saude dos seres humanos e animais (SPANO, CAPOZZI, 2011;
CAPOZZI et al., 2017).

3.4.2 Biodegradacao de OTA por Leveduras

A biodegradac¢do é uma das caracteristicas mais promissoras de leveduras com
potencial para serem aplicadas como agentes de detoxificacdo de OTA. Duas vias
podem estar envolvidas na degradagao de OTA por microrganismos (Figura 3). Em
primeiro lugar, a OTA pode ser biodegradada por meio da hidrdlise da ligacdo amida
que liga a molécula de L-B-fenilalanina a porgédo ocratoxina a. Essa ligagdo amida é
semelhante a uma ligacao peptidica, portanto, torna-se suscetivel a agao de proteases
hidroliticas, como a carboxipeptidase A, carboxipeptidase PJ_1540, protease A, lipase
A, ocratoxinase, etc. (STANDER et al., 2000; ABRUNHOSA et al., 2006;
DOBRITZSCH et al., 2014; LIUZZI et al., 2016). Os dois produtos formados (a L-3-
fenilalanina e ocratoxina a) sdo praticamente atdxicos, Rodrigues et al. (2009)
relataram que a OTa n&o é téxica, ou pelo menos 500 vezes menos tdxica que OTA,
portanto, essa via pode ser considerada uma via de detoxificagao.

Uma segunda via seria a OTA ser degradada pela hidrdlise do anel lactona.
Neste caso, a degradacao do produto final € a OTA com o anel lactona aberto, que
apresenta uma toxicidade semelhante a OTA. A abertura do anel de lactona de OTA
é reversivel e a micotoxina pode ser regenerada sob condicdes acidas. E provavel
que microrganismos produzam lactonahidrolases que realizam essa transformacéao
(ABRUNHOSA; PATERSON; VENANCIO, 2010).

Figura 3 — Vias de biodegradagao de OTA. (a) hidrélise da ligagao amida de OTA; (b)
hidrélise do anel lactona de OTA.
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Semelhante a outros microrganismos, as leveduras podem degradar e/ou
adsorver OTA e esses mecanismos ja foram caracterizados. No entanto, como
observado na revisdo de Abrunhosa, Paterson, Venancio (2010), nem todos os artigos
diferem claramente o mecanismo de detoxificagdo entre biodegradacao e adsorgéo.
A biodegradacao de OTA por leveduras ja foi associada a varias cepas de S.
cerevisiae (ANGIONI et al.,, 2007), e também a algumas leveduras néao
Saccharomyces como Hanseniaspora (anamorfo: Kloeckera), Trichosporon,
Rhodotorula e Cryptococcus spp. (ANGIONI et al., 2007; SCHATZMAYR et al., 2003).
Trichosporon, Rhodotorula e Cryptococcus spp. foram capazes de quebrar a ligagcao
amida da molécula de OTA e liberar a OTa nao toxica (SCHATZMAYR et al., 2003).

Péteri et al. (2007) observaram a capacidade de degradacdo de OTA por
isolados de Phaffia rhodozyma e Xanthophyllomyces dendrorhous. P. rhodozyma CBS
5905 foi capaz de degradar 90% da OTA (7,5 ug. mL™") em 15 dias e adsorver 23%
de OTA (3 yg .mL") em 2 h, respectivamente. Os estudos sobre a degradagéo da
micotoxina indicaram a presenca de OTa, e esta degradagcdo é possivelmente
mediada por uma enzima relacionada as carboxipeptidases.

Patharajan et al. (2011) observaram, sob condigdes in vitro, que as leveduras
M. pulcherrima (MACH1), P. guilliemonodii (M8) e Rhodococcus erythropolis (AR14)
degradaram a OTA, mas nao foi detectado a presengca de OTa como metabdlito de
degradagdo. Dessa forma os autores concluiram que a OTA foi diretamente

degradada em produtos desconhecidos.
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3.5 LEVEDURAS NAO- SACCHAROMYCES ENCONTRADAS NATURALMENTE EM ALIMENTOS

Um grande desafio ao explorar o potencial de leveduras ndo convencionais,
especialmente para aplicagdo no processamento de alimentos, € garantir a
biosseguranga. O conhecimento sobre leveduras ndo convencionais é ainda limitado,
e alista de espécies de leveduras aprovadas pela Food and Drug Administration (FDA)
dos Estados Unidos ou pela Autoridade Europeia para a Seguranga dos Alimentos é
extremamente restrita (STEENSELS; VERSTREPEN; 2014).

Parece razoavel supor que espécies de leveduras que sa&o naturalmente
encontradas em processos de fermentacdo espontanea, cujos produtos sé&o
consumidos sem os devidos cuidados com questbes de saude, sdo geralmente
seguras para uso em fermentagdes controladas ou como aditivos alimentares. No
entanto, algumas leveduras isoladas de fermentacbes espontdneas podem ser
consideradas patogénicas para seres humanos e animais. Portanto, novas espécies
de leveduras que apresentam uma diversidade potencial para serem aplicadas no
processamento de alimentos devem ser cuidadosamente estudadas quanto aos
possiveis riscos a saude (BUDRONI et al., 2017; BASSO; ALCARDE; PORTUGAL,
2016).

Geralmente, na fermentacdo natural das uvas para a produg¢ao do vinho o
processo fermentativo € iniciado pelo rapido consumo de glicose por leveduras nao-
Saccharomyces como H. uvarum, Candida stellata, C. zemplinina, € M. pulcherrima,
a maioria dos quais sao frequentemente associados com a superficie da uva (CIANI
et al.,, 2010; STEENSELS et al., 2014). No cacau, mais de 50 espécies de leveduras
foram detectadas durante o processo de fermentagcdo natural, pertencentes a 16
géneros, mais notadamente Candida, Hanseniaspora, Kluyveromyces, Pichia,
Saccharomyces e Wickerhamomyces (STEENSELS, VERSTREPEN, 2014). Em estudos
anteriores com amostras de café coletadas em diferentes etapas do processamento
umido do café arabica na Tanzania, trés espécies de leveduras predominantes foram
isoladas (MASOUD et al., 2004), incluindo P. anomala, que foi encontrada em maior
quantidade no inicio da fermentacéo e durante o processo de secagem, P. kluyveri,
que predominou durante todo o processo e H. uvarum que foi detectada em maior
quantidade durante a fermentagdo, mas diminuiu expressivamente no processo de
secagem (MASOUD et al., 2004).
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Alguns pesquisadores observaram que varias espécies de leveduras nao-
Saccharomyces encontradas naturalmente durantes estes processos fermentativos
contribuem na melhoria da qualidade do produto final por liberacdo de compostos
aromaticos que ajudam na qualidade do sabor e aroma dos alimentos (CIANI et al.,
2010; BUDRONI et al., 2017). Alguns desses compostos aromaticos inclusive podem
ter agao antifungica contra fungos toxigénicos e contribuir para minimizar a producgéo
de micotoxinas nos alimentos. Masoud et al. (2005) estudaram o efeito dos compostos
volateis produzidos pelas leveduras P. anomala, P. kluyveri e H. uvarum durante o
processamento do café e observaram que os principais ésteres e alcoois produzidos
pelas trés leveduras foram acetato de etila, acetato de isobutila, 2-fenil, etil acetato,
propionato de etila e alcool isoamilico e estes ésteres e alcoois individualmente

inibiram o crescimento de fungos toxigénicos presentes no café.

3.5.1 Hanseniaspora opuntiae

H. opuntiae é uma levedura fermentadora que foi isolada pela primeira vez do
arbusto Opuntia megacantha no Havai (CADEZ et al., 2003). E uma espécie de
levedura encontrada em solos, frutas e arvores. Essa levedura faz parte do grupo
restrito de espécies de leveduras presentes durante a fermentacdo do cacau, e
também ja foi isolada durante o processo de fermentagédo do café e na produgao de
vinho (PEREIRA et al., 2016; SANTOS et al., 2016).

Embora H. opuntiae ndo apresente uma boa capacidade de produgao de etanol
durante a fermentacdo do vinho e tenha um periodo de fermentacdo menor, em
comparagao com S. cerevisiae, contribui com caracteristicas sensoriais, pois
desempenha um papel importante na formag¢ao de compostos volateis que contribuem
para a aceitagao do aroma do vinho (SANTOS et al., 2016).

Varela e Borneman (2014) descrevem o potencial de varias leveduras nao-
Saccharomyces, presentes no estagio inicial do processo de vinificagao e destaca os
beneficios da aplicagdo de leveduras do género Hanseniaspora durante a
fermentagao das uvas. Essas leveduras contribuem para melhorar o aroma e sabor
do vinho, pois produzem as enzimas [(-glucosidase e B-xilosidase que podem
aumentar a liberagéo de alguns componentes volateis durante a fermentagéo da uva,
destacando-se as espécies H. uvarum e H. vineae com essas caracteristicas. A

espécie H. opuntiae destaca-se, principalmente, pelo seu potencial como agente de
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controle biologico. Alguns pesquisadores relataram o potencial de H. opuntiae para o
controle bioldgico de B. cinerea, Cladosporium cladosporioides, Monilinia fructicola,
M. laxa e Penicillium expansum (GUZZON et al., 2014; JANISIEWICZ et al., 2014; DE
PAIVA e al., 2017; RUIZ-MOYANO et al., 2016).

Pereira at al. (2014) isolou uma cepa de H. opuntiae durante a etapa inicial do
processo fermentativo de graos de café arabica, estagio cereja, e observou o potencial
dessa levedura em resistir a condigdes de estresse durante todo o processamento do
café como: a capacidade de crescer diante de altas variagdes de pH (pH 2 a pH 8);
tolerancia a pressdo osmotica (crescimento detectado na presenga de até 50% de
glicose e frutose); tolerancia térmica (habilidade para crescer em temperaturas de 37
a 43°C); e tolerancia ao acumulo de metabdlitos (crescimento na presenca de 12 a
15% de etanol, 2% de acido latico e 2% de acido acético).

No trabalho realizado por Martins et al. (2017) foi observada a produgéao de uma
possivel proteina do choque térmico (heat shock protein - HSP) pela levedura H.
opuntiae, quando em condicdes de estresse e concentragcdes de etanol no meio
superiores a 3%, indicando que essa levedura é uma das espécies nao-
Saccharomyces mais resistentes a processos fermentativos, e essa proteina poderia
servir como um marcador molecular de resisténcia para estudos posteriores de
melhoramento genético de cepas de leveduras fermentadoras.

Avaliando a comunidade microbiana presente em toda a etapa de fermentacéao
e secagem do cacau, Hamdouche et al. (2015) identificaram, através da técnica
molecular PCR-DGGE usando o perfil 26S rRNA, a predominancia da espécie de
levedura H. opuntiae em todas as etapas do processamento, desde a etapa inicial da
fermentacao até a etapa final de secagem dos gréos de cacau.

Além de H. opuntiae ser encontrada naturalmente em alguns alimentos
(PEREIRA et al., 2016; SANTOS et al., 2016), segundo alguns pesquisadores essa
levedura nunca esteve envolvida em infecgdes humanas (NIARE-DOUMBO et al.,
2014), indicando que H. opuntiae é uma levedura com muito potencial para ser

aplicada no processamento de alimentos devido a suas inumeras qualidades.

3.5.2 Meyerozyma caribbica
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Meyerozyma € um género de levedura anamorfo do género Candida. O
nomeado género Meyerozyma inclui C. guilliermondii (Meyerozyma gquilliermondii) e
C. fermentati (Meyerozyma caribbica) e C. carpophila, que € uma espécie intimamente
relacionada (BRANDT, LOCKHART, 2012). M. caribbica foi originalmente isolada da
cana de acucar em Cuba (VAUGHAN — MARTINI et al., 2005). Essa espécie de
levedura pode ser encontrada como constituinte da fermentagéo natural de gréos de
cacau (PAPALEXANDRATOU, VUYST, 2011).

M. caribbica foi caracterizada por alguns pesquisadores como uma levedura
com atividades antifungicas e como um potencial agente de biocontrole (BAUTISTA -
ROSALES et al., 2013). Essa levedura foi avaliada quanto a sua eficacia contra o
fitopatogeno Colletotrichum gloeosporioides em mangas e mostrou um alto potencial
antagonico in vivo, com significativa inibicao de 86,7% do fitopatégeno, apresentando
diferentes mecanismos de agao antagonista como a competicdo por espaco e
nutrientes, produgdo de enzimas hidroliticas, parasitismo e formagcao de biofilme
(BAUTISTA- ROSALES et al., 2013).

Essa espécie de levedura foi descrita por alguns pesquisadores como sendo
nao téxica e, inclusive, ja € aplicada na industria de bebidas alcéolicas para a
producao de tequila (SAUCEDO- LUNA et al., 2011) e tchapalo, uma bebida
tradicional de sorgo preparada na Costa do Marfim (N'GUESSAN et al., 2011).

3.5.3 Kluyveromyces marxianus

K. marxianus é uma levedura que foi originalmente isolada de uvas e recebeu
o0 nome de Saccharomyces marxianus, sendo primeiramente descrita em 1888 por
E.C. Hansen (LODDER; KREGER, 1952).

K. marxianus é filogeneticamente relacionada a S. cerevisiae, e € uma espécie
filogeneticamente préoxima da mais conhecida Kluyveromyces lactis (LACHANCE,
1998; LLORENTE et al., 2000). A principal caracteristica comum de K. lactis e K.
marxianus € a capacidade de assimilar lactose e usar este agucar como fonte de
carbono. Esta caracteristica, ausente em S. cerevisiae, faz com que essas leveduras
sejam frequentemente isoladas de fontes lacteas, por exemplo, leites fermentados,
iogurte e queijos (LANE; MORRISSEY, 2010).

A longa historia de associagao segura com produtos alimenticios ajudou essas
duas leveduras a alcangar o status GRAS (Geralmente Considerado Seguro) e QPS
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(Qualificacéo da Presungao de Segurancga) nos Estados Unidos e na Unido Europeia,
respectivamente. Esta designacédo significa que existem algumas restricbes na
aplicacdo e garante o uso potencial dessas leveduras no setor de biotecnologia
(LANE; MORRISSEY, 2010; FONSECA et al., 2008).

K. marxianus, tem sido amplamente adotada pela industria por apresentar
caracteristicas que sao desejaveis para aplicagdes em biotecnologia. Estas incluem a
capacidade de assimilar acucares como a lactose; uma taxa de crescimento
extremamente rapida, com tempos de geracdo de 70 min e termotolerancia, com a
capacidade de crescer em até 52 °C (LANE; MORRISSEY, 2010, FONSECA et al.,
2008).

Varias aplicagbes biotecnoldgicas diferentes ja foram investigadas com essa
levedura, como a producgao de enzimas (- galactosidase, - glucosidase, inulinase e
poligalacturonases, entre outras), producdo de compostos aromaticos e etanol,
reducao do teor de lactose em produtos alimenticios, produg¢ao de bioingredientes de
soro de queijo, biorremediacdo, como um agente anticolesterolémico e como

hospedeiro para a produgéo de proteinas heterdlogas (FONSECA et al., 2008).

4 MATERIAL E METODOS



39

4.1 CEPAS FUNGICAS E CONDICOES DE CULTIVO

As cepas de A. ochraceus (I0C 4417, |OC 4462) foram fornecidas pela Colegéo
de Culturas Micolodgicas do Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Brasil. A cepa IOC
4417 foi isolada de um mosquito em Belo Horizonte, Minas Gerais, enquanto a cepa
IOC 4462 foi isolada de um inseto pertencente a ordem Hemiptera, no Rio de Janeiro
(MORAES et al., 2006).

A. ochraceus (AO 24), A. westerdijkiae (AW 91) e A. carbonarius (AC 188)
foram fornecidos pela Colecao de Culturas Micolégicas do Departamento de Biologia
Geral da Universidade Estadual de Londrina, Parana, Brasil. A. ochraceus (AO 14),
isolado de graos de café no estado de Séo Paulo, é uma cepa produtora de OTA
(FUNGARO et al., 2004), A. westerdijkiae (AW 91) € uma cepa produtora de OTA
isolada de graos de café no estado do Parana (SARTORI et al., 2013) e A. carbonarius
(AC 188) é uma cepa mutante, produtora de OTA, obtida a partir da cepa tipo
selvagem (ITAL 187) isolada de graos de café no estado de Sdo Paulo (LUNARDI et
al., 2006).

H. opuntiae, isolado de milho verde e K. marxianus, isolado do germe de milho,
pertence a Colecao de Culturas Micologicas do Departamento de Bioquimica e
Biotecnologia da Universidade Estadual de Londrina, Parana, Brasil. M. caribbica,
isolada de amostras de solo de uma reserva natural privada, localizada na Regiao
Norte do Parang, pertence a Cole¢do de Culturas Micoldgicas do Departamento de
Ciéncias Patologicas da Universidade Estadual de Londrina, Parana, Brasil.

Para o preparo do in6culo, os fungos foram cultivados em placas de agar batata
dextrose (BDA; Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) a 25 £ 1 °C. As suspensdes de conidios
de cada fungo foram preparadas recolhendo os conidios de 7 dias de cultivo
(crescidos em BDA a 25 + 1 °C) em agua esterilizada com Tween 80 a 0,015%
adicionado para auxiliar na disperséo dos conidios em suspensdo. As concentracoes
de conidios foram estimadas por um hemocitdbmetro e as suspensoées foram diluidas
para concentragoes finais de 1 x 108 conidios. mL-' para as analises posteriores.

As leveduras foram cultivadas em placas de agar extrato de levedura, peptona
e dextrose (YPD). As células de levedura foram transferidas para caldo YPD e

incubadas a 150 rpm, 28 £ 1 °C, durante 48 h, para as analises posteriores.
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4.2 TRIAGEM PRELIMINAR PARA A SELECAO DE LEVEDURAS ANTAGONISTAS ISOLADAS DE
SoLO E MILHO

Foi realizada uma triagem preliminar in vitro, como parametro discriminativo,
para selecionar somente as leveduras que apresentassem potencial de inibicdo as
especies de Aspergillus ocratoxigénicos. Foi analisado um total de 38 leveduras,
isoladas de solo e milho. Para analise foi utilizada a técnica de Walker, Mcleod,
Hodgson (1995) com algumas modificagdes, 1 mL de uma suspensao de conidios, de
cada cepa fungica, contendo 108 conidios. mL-" foi inoculado em profundidade com
20 mL de agar Sabouraud (Sigma-Aldrich). Apos solidificacdo do agar, uma alga de
células de cada isolado de leveduras, previamente cultivados em agar YPD (por 48 h
a 28 °C), foi estriada na superficie do agar. As placas foram incubadas a 25 °C por 7
dias. O efeito inibitorio das leveduras sobre os fungos ocratoxigénicos foi considerado
positivo quando observado uma zona clara ao redor da estria das leveduras.

As trés leveduras que apresentaram maior potencial antagonista, identificadas
como H. opuntiae (isolado de milho verde), M. caribbica (isolado de solo) e K.
marxianus (isolado de gérmen do milho), foram selecionadas para as analises

posteriores.

4.3 AVALIACAO DA INIBICAO DO CRESCIMENTO DE A. OCHRACEUS POR H.OPUNTIAE

As contagens de células da levedura foram determinadas com um
hemocitdmetro e a concentragéo do indculo foi ajustada para 1 x 108 e 1 x 107 células.
mL-". Uma aliquota contendo 1 mL da suspenséao de células da levedura (1 x 10° e 1
x 107 células .mL-") foi inoculada em profundidade em placas de Petri com 20 mL de
agar YPD. As placas foram inoculadas no centro com um disco micelial de 8 mm de
cada cepa de A. ochraceus, cultivadas por sete dias em BDA a 25 + 1 °C. O didametro
do crescimento fungico foi medido no 7° dia. A inibicdo do crescimento fungico foi

calculada a partir da inibicdo do didmetro (ID) pela equagéo:

ID (%) = [(C - T)/C] X 100

Onde C (controle) foi o didmetro médio (em mm) das colénias fungicas na

auséncia de H. opuntiae e T (tratamento) foi o didmetro médio (em mm) das colbnias
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fungicas nas placas co-cultivadas. O experimento foi realizado em triplicata de acordo

com Medina-Cdrdova et al. (2016), com modificagdes.

4.3.1 Influéncia dos Compostos Organicos Volateis Produzidos por H. opuntiae Sobre

o Crescimento de A. ochraceus in vitro

O efeito dos compostos organicos volateis produzidos pela levedura no
crescimento micelial de A. ochraceus foi avaliado aplicando o ensaio de placa de Petri
dupla (QIN et al., 2017). As placas de agar BDA foram inoculadas espalhando 100 uL
de suspensao celular de levedura (1 x 10° células .mL"). Volumes equivalentes de
agua destilada estéril foram usados nas placas controle. A tampa da placa foi
substituida por uma placa base contendo agar BDA inoculada no centro com um disco
de agar (8 mm) de A. ochraceus. As duas placas base foram seladas imediatamente
com dupla camada de parafilme e incubadas por 7 dias a 25 £ 1 °C. O experimento
foi realizado em triplicata. A inibicdo do crescimento fungico foi calculada a partir da

inibicdo do didametro (ID) pela equacao descrita no item 4.3.

4.3.2 Efeito do Sobrenadante Livre de Células Sobre a Germinacdo Conidial e

Crescimento das Hifas de A. ochraceus

Considerando que a levedura possa produzir algumas substancias antifungicas
que podem inibir a germinagao de conidios e o crescimento das hifas de A. ochraceus,
o sobrenadante livre de células de H. opuntiae foi usado para cultivar conidios fungicos
com caldo fresco de YPD, seguido por analise microscépica. O teste foi realizado de
acordo com Coelho et al. (2009), com modificagdes.

H. opuntiae foi ativada em caldo YPD a 28 + 1 °C por 48 h (150 rpm) e dois
tipos de cultivo foram realizados: o cultivo da levedura sozinha e co-cultivada com o
fungo. Uma suspensdo de células da levedura contendo 1 x 107 células .mL-" foi
inoculada em frascos Erlenmeyer de 250 mL com 50 mL de caldo YPD e também
foram co-cultivadas com as cepas de A. ochraceus (108 conidios .mL"), sob as
mesmas condigdes. Apds 72 h de incubagéo a 25 £ 1 °C (150 rpm), os cultivos foram
interrompidos por centrifugagao (6.500 x g por 15 min) e filtrados em membrana estéril
(0,22 um, Millipore Corporation, Bedford, MA, EUA). Um volume de 5 mL do
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sobrenadante estéril foi adicionado a 5 mL de caldo YPD, em frascos Erlenmeyer de
50 mL, e foram inoculadas as cepas de A. ochraceus (108 conidios .mL™").

Os cultivos foram incubados a 25 + 1 °C, 150 rpm por 18 h, e a porcentagem
de germinagdo dos conidios e o crescimento das hifas foram determinados por um
microscépio éptico equipado com MoticR imagens (Advanced 3.2, Motic China Group
Co., Ltd.). O controle negativo foi realizado com 108 conidios. mL" de cada cepa de
A. ochraceus, sem o sobrenadante livre de células da levedura, e adicionado de agua
destilada estéril. Os resultados foram expressos em porcentagem de inibigao.

A porcentagem de germinacgao de conidios no cultivo com sobrenadante (X) foi

calculada como:

X = Média da germinacio conidial no sobrenadante X 100

Média da germinacgao conidial no controle

A % de inibicdo da germinagédo de conidios foi calculada como 100 - X. O

comprimento das hifas no cultivo com sobrenadante (Y) foi calculado como:

Y = Média do comprimento da hifa no sobrenadante X 100

Média do comprimento da hifa no controle

A % de inibigdo do crescimento de hifas foi calculada como 100 - Y. Cada
tratamento foi realizado em triplicata. Os dados de germinagao de conidios foram
baseados na contagem de 100 conidios por repeticdo. Os conidios foram
considerados germinados quando o comprimento do tubo germinativo era igual ou
maior que o comprimento dos conidios. Os comprimentos médios de hifas foram
obtidos pela medida de 20 hifas aleatdrias (em pm) por repeticdo. O experimento foi
repetido trés vezes.

4.3.3 Agéo de H. opuntiae no biocontrole de A. ochraceus em Frutos de Café Pds-
Colheita

A capacidade da levedura em inibir o crescimento de A. ochraceus in vivo foi
avaliada em frutos de café destacados de acordo com Zhu et al. (2015) com algumas

modificagdes.
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Frutos de café (Coffea arabica), cultivar IPR 107, em estagio naturalmente
maduro, foram obtidos do Instituto Agronémico do Parana (IAPAR) em Londrina,
Parana, Brasil. Os frutos do café foram superficialmente desinfetados com hipoclorito
de sodio 1% por 2 min e enxaguados duas vezes com agua destilada estéril. Em
seguida, os frutos de café foram submersos em suspensdes de células de levedura
contendo diferentes concentracdes, 1 x 10° células. mL-', 1 x 107 células. mL' e 1 x
10° células. mL-', e colocados em uma placa de Petri estéril para secagem. Em
seguida, os frutos foram contaminados com as cepas de A. ochraceus por imersao
dos frutos na suspensdo de conidios (10° conidios. mL"). Um controle positivo foi
realizado com frutos de café contaminados somente com suspensao de A. ochaceus
(10° conidios. mL™"), para cada cepa analisada.

Cada tratamento consistiu de 10 frutos de café que foram colocados em caixas
plasticas sob alta umidade relativa (100%). Foram realizadas trés repeticbes
individuais para cada cepa de A. ochraceus e as caixas plasticas foram incubadas por
12 dias a 25 £ 1 °C. Os frutos de café contaminados foram contados no dia 1, 3, 6, 9

e 12 e a incidéncia de deterioracao foi calculada de acordo com a equacéo:

Incidéncia de deterioragéo (%) = frutos de café deteriorados x 100
frutos de café totais

Foram determinadas as médias de trés experimentos independentes.

4.4 ESTUDO ULTRAESTRUTURAL DO EFEITO ANTAGONISTA DE H. OPUNTIAE SOBRE O
CRESCIMENTO DE A. OCHRACEUS POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

4.4.1 Avaliagao da Interagédo de A. ochraceus em Co-Cultivo com H. opuntiae

Um volume de suspensao de H. opuntiae foi inoculado em frascos Erlenmeyer
de 250 mL com 50 mL de caldo YPD para obter uma concentracgéo final de 107 células.
mL-", juntamente com uma suspensao de conidios de A. ochraceus (10° conidios. mL-
"). Os cultivos foram incubados a 150 rpm, 25 + 1 °C por sete dias. Apds o tempo de
incubagao, os cultivos foram interrompidos por centrifugagao (6500 xg, durante 15 min
a 0 °C). O sedimento celular foi coletado para analise por microscopia eletrénica de

varredura.
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4.4.2 Avaliagao do Efeito do Sobrenadante Livre de Células de H. opuntiae sobre o

Crescimento de A. ochraceus

Um volume de 1 mL da suspenséo de A. ochraceus (10° conidios.mL™") foi
inoculada em cultivo contendo o sobrenadante livre de células do cultivo de H.
opuntiae sozinha e em cultivo contendo o sobrenadante livre de células do co-cultivo
da levedura e fungo, como descrito no item 4.3.2. Os cultivos foram incubados a 150
rom, 25 £ 1 °C por sete dias. Em seguida, os cultivos foram interrompidos por
centrifugacao (6500 xg, durante 15 min a 0 °C). O micélio de A. ochraceus foi coletado

para analise por microscopia eletrénica de varredura.

4.4.3 Avaliagao da Superficie de Frutos de Café

As respostas dos testes (levedura 1 x 107 células .mL' e 1 x 10° células .mL""
co-cultivada com A. ochraceus |OC 4417, 10° conidios. mL-') foram selecionadas para
o estudo ultraestrutural, apds um periodo de sete dias de incubacdo. Um pedaco da
superficie do fruto de café (1 cm) foi cortado usando uma |amina de bisturi estéril. O

material foi submetido a analise por microscopia eletrénica de varredura.

4.4.4 Analise por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A metodologia utilizada foi adaptada de Zhao et al. (2014) e Miguel et al.
(2015). As amostras contendo o sedimento celular de H. opuntiae e micélio de A.
ochraceus, e as amostras contendo apenas o micélio de A. ochraceus foram fixadas
com 2,5% de glutaraldeido a 25 °C, durante a noite, lavadas 3 vezes com tampéo
fosfato (0,1 M) pH 7,2. As amostras da superficie do fruto de café foram fixadas com
2,5% de glutaraldeido e 2% de paraformaldeido a 25 °C, durante a noite, enxaguadas
3 vezes com tampao de cacodilato de sodio (0,1 M).

Subsequentemente, todas as amostras foram tratadas com 1% de tetroxido
de 6smio por 1 hora a 20 £ 1 °C. As amostras foram submetidas a desidratacao
gradual em concentrag¢des de etanol (70%, 80%, 90% e 100%) durante 15 min cada
e secas ao ponto critico em aparelho de ponto critico (CPD 030 Critical Point BALTEC
Dryer, Leica Microsystems, Liechtenstein). O material foi montado sobre suporte

metalico (stubs) e metalizado com ouro (Sputter Coater BALTEC SDC 050, Leica
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Microsystems, Liechtenstein). A agcdo antagonista de H. opuntiae sobre a estrutura
celular de A. ochraceus foi visualizada em MEV FEI Quanta 200 do Laboratério de

Microscopia Eletronica e Microanalise (LMEM) da Universidade Estadual de Londrina.

45 INIBICAO DO CRESCIMENTO DE DIFERENTES ESPECIES DE ASPERGILLUS
OCRATOXIGENICOS POR H. OPUNTIAE, M. CARIBBICA E K. MARXIANUS IN VITRO

As contagens de células das leveduras H. opuntiae, M. caribbica e K.
marxianus foram determinadas com um hemocitdmetro e a concentragdo do inéculo
foi ajustada para 1 x 106 e 1 x 108 células. mL'. Um volume de 1 mL de cada
suspensao de células de levedura (1 x 10% e 1 x 108 células. mL") foi inoculada em
profundidade em placas de Petri com 20 mL de agar YPD. As placas foram inoculadas
no centro com um disco micelial de 8 mm de cada espécie de Aspergillus, cultivadas
por sete dias em BDA a 25 £ 1 °C. O diametro do crescimento fungico foi medido no
7° dia. A inibigdo do crescimento fungico foi calculada a partir da inibigdo do didmetro

(ID) pela equacao descrita no item 4.3.

4.6 CALIBRACAO DO PADRAO DE OCRATOXINA A

Para determinar a concentracdo do padrao de ocratoxina A, foi realizada a
calibracdo de acordo com a metodologia do Instituto Adolfo Lutz (2008), utilizando
espectrofotdometro UV/VIS. O padrao de Ocratoxina A foi dissolvido em 1 mL de
metanol grau HPLC e a absorvancia da solugao foi determinada a 334 nm, sendo a

concentragéo calculada de acordo com a seguinte formula:

Mg micotoxina/ml = (A x FC x MM x 1000)
E

Sendo:

A = absorvancia

FC = fator de corregao do espectrofotdmetro

MM = massa molar da micotoxina (ocratoxina A = 403)

E = absortividade molar da micotoxina (ocratoxina A= 6337)

4.7 INFLUENCIA DA OTA NA VIABILIDADE DE H. OPUNTIAE, M. CARIBBICA E K. MARXIANUS
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O efeito da OTA no crescimento das leveduras foi investigado. Para isso, o
caldo YPD foi utilizado para o cultivo de leveduras a 30 °C + 1 °C e 150 rpm. As
leveduras (108 células. mL™") foram incubadas com a adi¢éo de 100 ng. mL-' de OTA
(Sigma-Aldrich Chemical Co., EUA) e as unidades formadoras de colbénias (UFC)
foram determinadas antes da adigcdo da micotoxina e apdés 24 h, 48 h e 72 h de
fermentacdo com OTA. As UFC foram determinadas como se segue: 1 mL do cultivo
de cada levedura foi diluido em série em caldo YPD e espalhado na superficie do agar
YPD. As placas foram incubadas a 30 °C £ 1 °C por 48 horas e o numero de colbénias
formadas foi contado. As investigagbes foram realizadas em triplicata para cada
levedura juntamente com os controles (sem a adicdo de OTA) (PATHARAJAN et al.,

2011, com modificagdes).

4.8 ENSAIO DE DETOXIFICACAO DE OTA IN VITRO PELAS LEVEDURAS ANTAGONISTAS

O ensaio de detoxificacdo de OTA foi realizado de acordo com Bejaoui et al.
(2004) e Patharajan et al. (2011) com algumas modificagdes. Um volume de 10 mL de
caldo YPD contendo 10, 55 e 100 ng. mL-" de OTA foram inoculados com 100 uL da
suspensado celular de H. opuntiae, M. caribbica e K. marxianus contendo
individualmente 103, 106 e 10° células. mL-' e incubados a 30 °C e 150 rpm. Os cultivos
foram interrompidos em intervalos de 5, 10 e 15 dias por centrifugagao do cultivo (9620

xg a 0 °C durante 15 min) para obter o extrato livre de células.

4.8.1 Extracao de OTA

A ocratoxina A foi extraida do extrato livre de células usando a coluna Ochra
Test™ (VICAM, Milfort, MA, EUA) de acordo com as instrugdes do fabricante. Um
volume de 5 mL do extrato livre de células foi diluido 1:5 por adigao de tampao PBS
(10 mM) pH 7,4. Em seguida, 10 mL do extrato diluido foram passados através da
coluna de imunoafinidade Ochratest. Depois de lavar a coluna com 10 mL de PBS e
10 mL de agua ultrapura, a ocratoxina A foi eluida com 1,5 mL de metanol grau HPLC
(1-2 gotals). O eluato foi seco a 40 °C sob fluxo de N2 gasoso e armazenado a -20 °C

para posterior analise.
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4.8.2 Detecgao e Quantificacdo de OTA

A ocratoxina A foi analisada de acordo com Fuijii et al. (2007). Os residuos da
amostra foram dissolvidos em 200 pL de acetonitrila: agua (1:1), agitados durante 1
minuto e uma aliquota (20 pL) foi injectada em HPLC. A OTA foi analisada por um
sistema HPLC isocratico de fase reversa (bomba Shimadzu LC-10 AD e detector de
fluorescéncia RF-10A XL), utilizando uma coluna C-18 Luna Phenomenex (250 x 4,6
mm, 5 um, Scharlau, Barcelona, Espanha ). Os comprimentos de onda de excitagao
e emissao foram de 335 e 475 nm, respectivamente. A fase movel foi acetonitrila:
agua: acido acético (99: 99: 2) e a taxa de fluxo foi de 1 mL. min'. A OTA foi
identificada pelo seu tempo de reten¢éo (13 min) de acordo com um padréo obtido da
Sigma e quantificada pela medida da area do pico.

A porcentagem de detoxificagdo da OTA foi calculada de acordo com a seguinte

equacao:

Taxa de detoxificagcéo (%) = (C —T) X 100
C
Onde:
C = concentragdo de OTA detectada (ng. mL") no controle (sem a levedura);

T = concentragédo de OTA detectada (ng. mL™") no extrato livre de células dos testes.

O limite de deteccao e o limite de quantificagao foram calculados como 3 vezes
e 5 vezes o desvio padrao de 7 replicatas do branco de uma amostra (INMETRO,
2007).

4.8.3 Ensaio de Recuperacéao

Para o teste de recuperacao, O caldo de YPD foi contaminado com trés
concentragdes de OTA (1, 5 e 10 ng. mL"). Apds 1 h de incubagéo a 30 °C e 150 rpm,
as amostras foram processadas de acordo com os procedimentos detalhados nos
itens 4.8.1 e 4.8.2 para extracdo e quantificacdo de OTA. Cada concentracio

analisada nos testes de recuperacéo foi realizada em nove repeti¢oes.
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4.9 ANALISE ESTATISTICA

As diferencas nas médias dos testes de inibicdo do crescimento de A.
ochraceus por H. opuntiae in vitro (item 4.3), influéncia dos compostos organicos
volateis (item 4.3.1) e sobrenadantes livre de células de H. opuntiae na germinagao
de conidios e crescimento de hifas de A. ochraceus (item 4.3.2), os testes de inibicdo
de A. ochraceus, A. westerdijkiae e A. carbonarius por H. opuntiae, M. caribbica e K.
marxianus in vitro (item 4.5), e a influéncia da OTA na viabilidade das leveduras
antagonistas (item 4.7) foram avaliadas estatisticamente utilizando ANOVA seguido
pelo teste de comparagdes multiplas de Tukey (p < 0,05).

A acgdo antagonista da levedura H. opuntiae sobre A. ochraceus em frutos de
café (item 4.3.3) foi avaliada estatisticamente pelo teste t de Student para amostras
simples (p< 0,05). Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o
software Statistica, versado 7 (Stat Soft, Inc., Tulsa, OK, EUA).

Para analisar o potencial de detoxificacdo de OTA pelas leveduras H. opuntiae,
M. caribbica e K. marxianus in vitro foi avaliada a influéncia de trés fatores: tamanho
do inoculo da levedura, tempo de incubagao e concentragdo de OTA (item 4.8). A fim
de fazer todas as combinacdes necessarias dos fatores avaliados, foi aplicada a
metodologia de superficie de resposta com um delineamento experimental Box and
Behnken (1960), Tabela 1. Este delineamento levou ao estudo do efeito dos trés
fatores em um unico bloco de 15 conjuntos de condigbes teste incluindo 3 pontos
centrais. A ordem dos experimentos foi totalmente aleatéria. Trés niveis foram
atribuidos a cada fator, codificados como -1, 0, +1 (Tabela 1). Os efeitos combinados
sao representados por meio de um modelo polinomial quadratico para cada levedura

estudada:

Y =Bo + B1Xi + B2XT + BaXoTa + B11(Xi1)? + B22(XT)? + B33(XoTa)? + B12 Xi X1 + B13 X XoTaA
+ B23 X1 XoTA

Onde Y ¢é a resposta detoxificacao de OTA expressa em porcentagem (%) e Bo
€ um coeficiente constante do modelo. Os coeficientes de regressao (31, B2 € B3), (B11,
B22 e PB33) e (B12, P13 e P23) representam respectivamente os efeitos lineares,
quadraticos e de interagdo do modelo, estimados por analise de regressao multipla.
Xi (tamanho do inoculo), Xt (tempo de incubagéo) e Xota (concentragdo de OTA) sédo

variaveis codificadas, variando de -1 a +1. A Interpretagdo dos dados baseou-se nos
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sinais (efeito positivo ou negativo sobre a resposta) e significancia estatistica dos
coeficientes (p < 0,05). Interagdes entre dois fatores podem aparecer como um efeito
antagonista (coeficiente negativo) ou um efeito sinérgico (coeficiente positivo).

Para a validacdo das equagdes obtidas no modelo estatistico as condigdes
otimas preditas por cada equagao foram avaliadas experimentalmente em trés
repeticoes e a comparagao entre os resultados observados e os resultados preditos

pelo modelo estatistico foi avaliada pelo teste t de Student para amostras simples.

Tabela 1 - Niveis do planejamento estatistico Box Behnken (33%) com trés pontos
centrais, com variaveis codificadas e decodificadas, para avaliar o efeito do tamanho
do inoculo da levedura (Xi), tempo de incubagao (Xt) e concentragdo de OTA (Xota)

na detoxificacdo de OTA pelas leveduras antagonistas in vitro.

Ensaios Variaveis Codificadas Variaveis Decodificadas
Tamanho
do indculo Tempo de Concentraca
X Xt XoTa (log incubacgéo o de OTA
células. (dias) (ng. ml")
ml")
1 -1 -1 0 3 5 55
2 1 -1 0 9 5 55
3 -1 1 0 3 15 55
4 1 1 0 9 15 55
5 -1 0 -1 3 10 10
6 1 0 1 9 10 100
7 -1 0 1 3 10 100
8 1 0 1 9 10 100
9 0 -1 -1 6 5 10
10 0 1 1 6 15 10
11 0 -1 1 6 5 100
12 0 1 1 6 15 100
13 0 0 0 6 10 55
14 0 0 0 6 10 55
15 0 0 0 6 10 55

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussado deste trabalho estdao apresentados na forma dos

artigos 1 e 2.
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Artigo 1 intitulado: Biocontrol of Aspergillus ochraceus by Hanseniaspora
opuntiae in vitro and on coffee fruits. Elaborado conforme normas da revista Food

Microbiology.

Artigo 2 intitulado: Potential of antagonistic yeasts for biocontrol of
ochratoxigenic Aspergillus species and optimization of ochratoxin A

detoxification. Elaborado conforme normas da revista Food Microbiology.
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Biocontrol of Aspergillus ochraceus by Hanseniaspora opuntiae in vitro and on

coffee fruits

Abstract

A. ochraceus is an ochratoxin-producing fungus which contaminates coffee. In this
study the antagonistic action of H. opuntiae on A. ochraceus in vitro and on coffee fruits
was evaluated. H. opuntiae (108 and 107 cells. mL") reduced in vitro the fungal growth,
from 82% to 87%, when co-cultivated with A. ochraceus. The volatile organic
compounds (VOCs) and the yeast cell free supernatant (CFS) showed antifungal
activity. The VOCs reduced in vitro the fungal growth from 62% to 69%, whereas CFS
inhibited conidial germination, from 77% to 93%, and hyphae growth, from 54% to 78%.
The yeast (107 and 10° cells. mL") applied in coffee fruit delayed fruit decay by A.
ochraceus until the 9" day, with significant difference (p <0.05) from the controls.
Furthermore, short and tortuous A. ochraceus hyphae were observed in the
micrographs. Based on the results, H. opuntiae showed efficacy as biocontrol agent
and, to the best of our knowledge, this is the first study on the antifungal activity of H.
opuntiae on A. ochraceus strains in coffee fruits. The antibiosis and competition for

space and nutrients were suggested as the main mechanisms of action of this yeast.

Keywords: biological control; antagonistic yeast; coffee; inhibition; food safety;

structural analysis

1. Introduction

Brazil is the largest producer and exporter of coffee and the second largest
consumer of the product in the world (ICO 2017). Coffee production in 2017 reached
two million, six hundred and ninety-eight thousand and two hundred tons of coffee
beans and the export profit was US $ 441 million for an exported volume of coffee
beans of 159 thousand tons (National Company of Supply, 2017).

Before coffee is marketed and processed into the final product in the industry,
mature coffee fruits undergo post-harvest processing on farms, which can have a direct
impact on the cost and quality of coffee. Several fungal species can contaminate coffee
during processing and can cause loss of quality, producing odors and unpleasant taste,
in addition to producing mycotoxins, mainly ochratoxin A (OTA) (Pereira et al., 2016a;

Chalfoun, 2010). In the international coffee trade, one of the required safety indicators
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is the minimization of OTA contamination, a toxic secondary metabolite, which was
shown to be genotoxic, nephrotoxic, teratogenic and immunotoxic for animals and
humans, and possibly carcinogenic for humans (Pfohl-Leszkowicz, Manderville, 2007).

In Brazil, A. ochraceus is the most frequently detected OTA-producing fungus
in coffee (Batista et al. 2009; Vilela et al. 2010) which causes great economic loss for
agricultural producers and for industries due to reducing yields and depreciation of the
coffee value. Therefore, preventing the occurrence of toxigenic fungi is the main
strategy to prevent mycotoxin contamination (Pfliegler et al., 2015).

Usually the control of coffee contamination is performed by the pesticide
application, which poses a serious risk to the environment and to those handling these
products. In addition the intensive use of chemicals at the field can cause the gradual
emergence of resistant microorganisms (Oliveira et al., 2015). Biological methods
which use yeasts have been proposed as a promising approach for fungal control in
agricultural products. Besides acting as biocontrol agents inhibiting filamentous fungi
growth, yeasts can also gain importance for food preservation and reduction of
mycotoxin contamination (Bleve et al., 2006; Chalfoun, 2010; Pfliegler et al., 2015).

Some yeast species have the ideal characteristics to be applied and several
biological control products derived from yeasts are available commercially (Droby et
al., 2009). The antagonistic species most frequently applied as biocontrol agents are
Aureobasidium pullulans, Candida oleophila, Cryptococcus laurentii, Metschnikowia
pulcherrima and Pichia guilliermondii (Oliveira et al., 2015).

H. opuntiae is a fermenting yeast found in soils, fruits and trees (Cadez et al.,
2003), and is part of the restricted group of yeast species present during the natural
fermentation of coffee, cocoa and grapes (Pereira et al., 2016b; Varela and Borneman,
2017). There are few studies on the antagonistic activity of H. opuntiae (Guzzon et al.,
2014; Janisiewicz et al., 2014; de Paiva et al., 2017; Ruiz-Moyano et al., 2016) and its
mode of action is not well understood.

Considering that several studies have reported occurrence of A. ochraceus in
coffee (Velmourougane et al., 2006; Velmourougane and Bhat, 2009; Varga et al.,
2010), the objective of this study was to evaluate the effect of H. opuntiae on biocontrol
of A. ochraceus in vitro and on coffee fruits, as well as to evaluate the mode of

antagonistic action of this yeast.

2. Materials and Methods
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2.1. Fungal strains and growth conditions

A. ochraceus strains (IOC 4417, |0OC 4462) were provided by the Mycological
Culture Collection of the Oswaldo Cruz Institute, Rio de Janeiro, Brazil. The strain IOC
4417 was isolated from a mosquito in Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil, while strain
IOC 4462 was isolated from an insect belonging to the order Hemiptera, in Rio de
Janeiro (Moraes et al., 2006). A. ochraceus strain AO 14 was provided by the
Mycological Culture Collection of Department of General Biology, State University of
Londrina, Parana, Brazil, isolated from coffee grains from S&o Paulo state and is OTA
producer (Fungaro et al., 2004).

H. opuntiae strain, isolated from green maize, belongs to the Mycological
Culture Collection of the Department of Biochemistry and Biotechnology, State
University of Londrina, Parana, Brazil.

A. ochraceus strains were cultivated on potato dextrose agar slants (PDA;
Sigma- Aldrich, St. Louis, USA) at 25 +1 °C. Conidia suspensions of A. ochraceus were
prepared by collecting conidia from 7-day-old colonies (grown on PDA at 25 £1 °C) in
sterile water with 0.015% Tween 80 added to assist the dispersion of conidia in the
suspension. The conidia concentrations were estimated by a hemocytometer and the
suspensions were diluted to final concentrations of 1 x 108 conidia. mL" for further
testing.

H. opuntiae strain was cultivated on yeast extract, peptone and dextrose (YPD)
agar slants. The yeast cells were transferred to YPD broth and incubated at 150 rpm,
28 + 1 °C for 48 h, for further testing.

2.2. In vitro inhibition of A. ochraceus growth by H. opuntiae

The experiment was performed according to Medina-Cordova et al. (2016), with
modifications. Yeast cell counts were determined with a hemocytometer and the
inoculum concentration was adjusted to 1 x 106 and 1 x 107 cells. mL™". An aliquot of 1
mL yeast cell suspension (1 x 108 and 1 x 107 cells. mL-') was poured into Petri dishes
with 20 mL YPD agar. The plates were inoculated at the center with a 8 mm mycelial
disc of each A. ochraceus strain, cultured for seven days on PDA at 25 +1 °C. The
diameter of fungal growth was measured at 7! day. The experiment was performed in

triplicate. The diameter inhibition (DI) was calculated as follows:
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DI (%) = [(C - T)/C] X 100

Where C (control) was the average diameter (in mm) of fungal colonies in the
absence of H. opuntiae and T (treatment) was the average diameter (in mm) of fungal

colonies in the cocultured plates.

2.3. Influence of volatile organic compounds (VOCs) produced by H. opuntiae on in

vitro growth of A. ochraceus

The effect of the VOCs produced by the yeast on the mycelium growth of A.
ochraceus was evaluated using the double Petri dish assay (Qin et al., 2017). The PDA
plates were inoculated spreading 100 uL of yeast cell suspension (1x10° cells. mL").
Equivalent volumes of sterile distilled water were used in control plates. The lid of plate
was replaced, by a base plate of PDA inoculated with an agar plug (8 mm) from the
periphery of an actively growing culture of A. ochraceus. The two base plates were
sealed immediately with double layer of parafilm and incubated for 7 days at 25 +1 °C.
The experiment was performed in triplicate. The diameter of fungal growth was

measured at 71" day. The diameter inhibition (DI) was calculated as follows:
DI (%) =[(C - T)/C] X 100

2.4. Effect of cell free supernatant (CFS) on conidia germination and growth of A.

ochraceus hyphae

Considering that yeasts produce some antifungal substances inhibiting A.
ochraceus conidia germination, the cell free culture of yeast in YPD broth was used to
cultivate fungal conidia with fresh YPD broth, followed by the microscopic analysis.
The test was performed according to Coelho et al. (2009), with modifications.

H. opuntiae was activated in YPD broth at 28 £1 °C for 48 h (150 rpm) and two
types of cultivation were performed: (1) only yeast and (2) co-cultured yeast with
fungus. A suspension containing 1 x 107 cells. mL' was inoculated in 250 mL
Erlenmeyer flasks with 50 mL of YPD broth and co-cultured with A. ochraceus strains
(106 conidia. mL™"), under the same conditions. After 72 h incubation at 25 +1 °C (150
rom), the culture was centrifuged (6,500 xg for 15 min) and passed through a sterile
membrane (0.22 um, Millipore Corporation, Bedford, MA, USA). An aliquot (5.0 mL) of

the sterilized supernatant was added to 5 mL of YPD broth in 50 mL Erlenmeyer flasks,
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and inoculated with fungal strains (10® conidia . mL"). The Erlenmeyer flasks were
incubated at 25 £1 °C for 18 h, and conidial germination percentage and hyphae growth
were determined by an optical microscope equipped with MoticR Images (Advanced
3.2, Motic China Group Co., Ltd.). Negative control was performed with 10® conidia.
mL-" of A. ochraceus, without yeast culture cell free supernatant, and added with 5 mL
sterile distilled water. The results were expressed as percent inhibition.

The conidial germination percentage in the culture with supernatant (X) was

calculated as:

X = Mean conidia germination in supernatant x 100

Mean conidia germination in control

Then, the % inhibition of conidia germination was calculated as 100 - X. The

hyphal length in culture with supernatant (Y) was calculated as:

Y = Mean hyphal length in supernatant x 100

Mean hyphal length in control
Then, the % inhibition of hyphal growth was calculated as 100 - Y.

Each treatment was performed in triplicate. Conidia germination data was based
on counts of 100 conidia per replicate. Conidia were considered germinated when the
germ tube length was equal to or longer than the conidia length. The mean hyphal
lengths were obtained by measuring 20 random hyphae (in um) per replicate. The

experiment was repeated three times.
2.5. Action of H. opuntiae on biocontrol of A. ochraceus in postharvest coffee fruits

The capability of the yeast to inhibit in vivo A. ochraceus growth was evaluated
in detached coffee fruits according to Zhu et al. (2015) with some modifications.

Coffee (Coffea arabica) fruits, IPR 107 cultivar, in a naturally mature stage, were
obtained from the Agronomic Institute of Parana (IAPAR) in Londrina, Parana, Brazil.
The coffee fruits were surface disinfected with 1% sodium hypochlorite for 2 min and
rinsed twice with sterile distilled water. Then, the coffee fruits were submerged in yeast
cell suspensions containing different concentrations, 1 x 10° cells. mL", 1 x 107 cells.
mL-" and 1 x 10° cells. mL™", and placed in a sterile Petri dish for drying. In addition,

the fruits were contaminated with A. ochraceus strains by immersing the fruits in a
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conidia suspension (10° conidia. mL"). A positive control was performed with coffee
fruits contaminated only with A. ochaceus suspension (10° conidia. mL™"), for each
strain analyzed.

Each treatment consisted of 10 coffee fruits placed in a plastic box under high
relative humidity (100%). Three individual replicates for every A. ochraceus strain were
performed and the plastic boxes were incubated for 12 days at 25 +1 °C. The decayed
coffee fruits were counted at days 1, 3, 6, 9, and 12 and decay incidence was

calculated according to the equation:
Decay incidence (%) = (decayed coffee fruits / total coffee fruits) x100
The means of three independent experiments were determined.

2.6. Ultrastructural study of the antagonistic effect of H. opuntiae on the mycelial growth

of A. ochraceus by Scanning Electron Microscopy (SEM)
2.6.1. Evaluation of the interaction of A. ochraceus in co-cultivation with H. opuntiae

An aliquot of H. opuntiae suspension was inoculated in 250 mL Erlenmeyer
flasks with 50 mL of YPD broth to obtain a final concentration of 107 cells. mL", along
with a suspension of A. ochraceus conidia (108 conidia . mL"). The Erlenmeyer flasks
were incubated at 150 rpm, 25 + 1 °C for seven days. After the incubation time the
culture was stopped by centrifugation (6,500 xg for 15 min at 0 °C). The cell pellet was

collected for scanning electron microscopy analysis.
2.6.2. Evaluation of coffee fruit surface

The test with yeast inoculum 1 x 107 cells. mL-" and 1 x 10° cells. mL" and A.
ochraceus 10C 4417 (10° conidia. mL") were selected for the ultrastructural study,
after a period of seven day incubation. A piece of the coffee fruit surface (1 cm) was
cut using a sterile scalpel blade. The material was submitted to scanning electron

microscopy analysis.
2.6.3. Scanning electron microscopy (SEM) analysis

The methodology used was adapted from Zhao et al. (2014). The samples

containing the yeast and mycelium cell pellet, and the samples containing only A.
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ochraceus mycelium were fixed with 2.5 % glutaraldehyde at 25 °C, overnight, rinsed
3 times with phosphate-saline buffer (PBS) (0.1 M), while, the coffee surface samples
were fixed with 2.5% glutaraldehyde and 2% paraformaldehyde at 25 ° C, overnight,
rinsed 3 times with sodium cacodylate buffer (0.1 M). Subsequently, all the samples
were treated with 1 % osmium tetroxide for 1 h at 20 £ 1°C. The samples were
subjected to gradual dehydration at ethanol concentrations (70 %, 80 %, 90 % and 100
%) for 15 min each and dried to the critical point (CPD 030 Critical Point BALTEC
Dryer, Leica Microsystems, Liechtenstein). After drying, the samples were glued on
stubs using carbon tape and coated with gold (Sputter Coater BALTEC SDC 050, Leica
Microsystems, Liechtenstein) and analyzed using a FEI Quanta 200 scanning electron

microscope.
2.7. Statistical analysis

Differences in means of in vitro inhibition of A. ochraceus growth by H. opuntiae,
influence of VOCs and CFS on conidia germination and growth of A. ochraceus hyphae
were evaluated statistically using ANOVA followed by the Tukey's multiple-range test
(p< 0.05). Yeast antagonist action on A. ochraceus in coffee fruits was evaluated
statistically using Student’s t-test for simple samples (p< 0.05). Statistical analysis was
performed by Statistic software, version 7 (Stat Soft, Inc., Tulsa, OK, USA).

3. Results and Discussion

Several yeast species have shown inhibition effects on ochratoxigenic fungi
(Ramos et al., 2010; Ponsone et al., 2011; Armando et al., 2013; Andrade et al., 2014;
Fiori et al., 2014). In vitro inhibition of A. ochraceus growth by H. opuntiae is shown in
Figure 1. H. opuntiae reduced the mycelial growth of the three A. ochraceus strains
with the inhibition rates ranging from 82 % to 87 %. There was no significant difference
(p > 0.05) in the yeast antagonistic action at different concentrations (1 x 10® and 1 x
107 cells. mL") and between the different A. ochraceus strains by the Tukey test (Fig.
1A).

These results suggest that the antagonistic action of H. opuntiae on A.
ochraceus is independent of cell concentration, indicating that yeast possibly produces
antifungal compounds that inhibited the growth of A. ochraceus in the two
concentrations of yeast analyzed (1 x 10% and 1 x 107 cells. mL -'). The antagonistic

action of H. opuntiae also occurred similarly on the three strains of A. ochraceus
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analyzed, suggesting that although the strains have different origins and only one of
them (AO 14) is proven to produce OTA (Fungaro et al., 2004), the strains were
similarly sensitive to H. opuntiae. SEM revealed evident morphological alterations
caused by yeast-fungus interaction, particularly in fungal structures, with an evident
absence of hyphae in relation to the control and abnormal, poorly developed and short

hyphae (Fig.1C), compared to control without yeast (Fig. 1B).
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Fig. 1. (A) Antagonistic action of H. opuntiae on growth of three A. ochraceus strains. Each bar
represents the mean * standard deviation of three replicates. Letters on the top of each bar represents
the results of the Tukey test (p <0.05). (B) Scanning electron microscopy (SEM) micrograph of control
of A. ochraceus (IOC 4417, 108 conidia. mL-"), 6000 X. (C) Micrograph of in vitro co-cultivation of A.
ochraceus (I0OC 4417, 10° conidia. mL-") and H. opuntiae, 107 cells.mL"', 6000 X.

Some researchers have reported the potential of H. opuntiae for biological
control of Botrytis cinerea, Cladosporium cladosporioides, Monilinia fructicola, M. laxa
and Penicillium expansum (Guzzon et al., 2014; Janisiewicz et al., 2014; de Paiva et
al., 2017; Ruiz-Moyano et al., 2016). However, there is no information about the

antifungal activity of H. opuntiae against A. ochraceus.



59

Among the antifungal compounds produced by H. opuntiae against A.
ochraceus are VOCs. Figure 2 shows the in vitro inhibition of A. ochraceus growth by
H. opuntiae via production of VOCs. The inhibition of mycelial growth rate of A.
ochraceus ranged from 61.9 to 69.2%, but there was no significant difference (p > 0.05)

in mean inhibition rate by the Tukey test.
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Fig. 2. Effect of the volatile organic compounds produced by H. opuntiae on A. ochraceus growth (strains
10C 4417, 10C 4462 and AO 14). Each bar represents the mean + standard deviation of three replicates.

Letters on the top of each bar represents the results of the Tukey test (p <0.05).

The antagonistic action of VOCs produced by Hanseniaspora genus has
already been reported (Masoud et al., 2005; Qin et al., 2017). Masoud et al. (2005)
reported the action of volatile compounds produced by H. uvarum, Pichia anomala and
P. kluyverion A. ochraceus growth and OTA production. These authors suggested that
the decrease in OTA production could be associated with the reduction of fungal
biomass caused by the volatile compounds, mainly ethyl acetate, isobutyl acetate, 2-
phenyl, ethyl acetate, ethyl propionate and isoamyl alcohol. Qin et al. (2017)
demonstrated that volatile compounds produced by H. uvarum inhibited mycelial
growth and conidia germination of B. cinerea and this antagonistic action could be a
synergistic action of the volatile compounds produced by the interaction of yeast,
fungus and fruit (strawberries).

The biological control by volatile compounds produced by yeasts has become a
promising approach for pathogenic fungi control, as it has been already reported in
studies with other yeast species (Fiori et al., 2014; Di Francesco et al., 2015). The
production of volatile compounds by yeasts has an important role because their
absorption through fungal cell membranes increase the permeability and diffusion of
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essential ions and metabolites, resulting in loss of homeostasis (Ando et al., 2012; Di
Francesco et al., 2015; Simoncini et al., 2015).

The cell free supernatant (CFS) of H. opuntiae and the yeast and fungi co-
cultivation also presented antifungal action against A. ochraceus (Fig. 3). The CFS of
H. opuntiae was more effective in inhibiting conidia germination and hyphal growth
compared to CFS of co-cultivation of yeast and fungi (Fig. 3), except for the I0C 4417
strain that had no significant difference (p >0.05) in inhibition of hyphal growth between
the two types of CFS (Fig. 3B). The best inhibitory effect occurred on conidia
germination, ranging from 76.5 - 92.5% among the three A. ochraceus strains, when
the CFS of H. opuntiae was applied. AO 14 ochratoxigenic strain showed the highest
sensitivity to the antifungal action of yeast CFS (Fig. 3A).
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Fig.3. Effect of cell-free supernatant (CFS) from H. opuntiae cultivation and the co-cultivation of H.

opuntiae and A. ochraceus on conidia germination (A) and hyphae growth (B) of three A. ochraceus
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strains. Each bar represents the mean * standard deviation of three replicates. Different letters on the

top of each bar indicate significant difference by the Tukey test (p <0.05).

H. opuntie produces extracellular metabolites with antifungal activity against A.
ochraceus strains, and these metabolites are present in both CFS (Fig. 3 and Fig. 4),
suggesting that the production of antagonistic compounds by the yeast is not

stimulated by the fungus.

A B C

Fig.4. Microscopic analysis of the hyphae length in the treatment of the AO 14 strain with cell free
supernatant (CFS) from H. opuntiae cultivation (A); CFS from the co-cultivation of H. opuntiae and A.
ochraceus (B); control of the test (C), incubated at 25 £1 °C for 18 h and observed by optical microscope,
40 X, equipped with MoticR Images (Advanced 3.2, Motic China Group Co., Ltd.).

The proposed antifungal action of antagonistic yeasts CFS are the production
of killer toxin, characterized as a low molecular mass protein or glycoprotein toxin
which Kills sensitive yeast and/or fungal strains without cell—-cell contact, including
toxigenic fungi (Schmitt and Breinig 2002; Weiler and Schmitt, 2003, Coelho et al.,
2009), volatile compounds (Fiori et al., 2014) and the production of hydrolases, such
as glucanases, chitinases and proteases, which cleave the fungal cell wall, damaging
the hyphae structure (Spadaro, Droby, 2016).

The antifungal potential of the H. opuntiae CFS opens a promising alternative
for the development of a new biofungicide based on extracellular compounds, since
the already existing products as biofungicides are based on yeast cells (Aspire®,
NEX0101®, Yield Plus®, BoniProtect ™), making it a possible product with market
differential.

The biological control of A. ochraceus using H. opuntiae in coffee fruits at cherry
stage was carried out, considering that this substrate is commonly contaminated by A.
ochraceus (Velmourougane and Bhat, 2009).

As shown in Figure 5, H. opuntiae showed a significant inhibition on fungal
damage caused by A. ochraceus in coffee fruits. The presence of yeast in coffee fruits,
at 107 and 10° cells. mL™", delayed the fruit decay by A. ochraceus until the 9t day for
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strains I0C 4417 (Fig. 5A) and AO 14 (Fig. 5C), with significant difference (p <0.05)
from the controls. The I0C 4462 strain was the most sensitive to the yeast action,
because until the 12" day of incubation only 50 % and 36.6 % of the coffee fruits were
contaminated by the fungus, when applied yeast at 107 and 10° cells. mL", respectively
(Fig. 5B).

The efficiency of H. opuntiae in inhibiting A. ochraceus growth in coffee fruits
was higher in coffee fruits treated with the highest yeast cell concentrations. Zhu et al.
(2015) reported that the increased efficiency of inhibition at high yeast cell
concentrations indicates that competition for space and nutrients would be the main
inhibition mechanism of fungal growth.

Moreover, Velmourougane et al. (2011) evaluated the efficiency of
Saccharomyces cerevisiae for biological control of A. ochraceus in coffee fruits and
demonstrated that the inhibition of fungal growth in Coffea arabica was directly
proportional to the yeast concentration. Ruiz-Moyano et al. (2016) reported that H.
opuntiae was able to control the development of pathogenic fungi in post-harvest
apples and nectarines, and competition for nutrients was the main mechanism of action

involved.
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Fig.5. Decay incidence (%) of the coffee cherries inoculated with 105 conidia. mL-! A. ochraceus strains
I0C 4417(A), 10C 4462 (B), AO 14 (C), added with H. opuntiae at 10% cells. mL-", 107 cells. mL-", 10°

cells. mL-'. Mean values significantly different from the control according to the Student’s t-test (p < 0.05)
are indicated by an asterisk.

The micrographs of the coffee fruit surface (Fig. 6) showed alterations in the
structures of the A. ochraceus hyphae. In the control of the experiment A. ochraceus
hyphae showed normal and well developed structures, after seven days of incubation
in the coffee fruits (Fig. 6A). However, at 10° yeast cells.mL-! concentration, several

yeast cells are observed around short and tortuous hyphae on the surface of the coffee
fruit (Fig. 6B).
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Fig.6. Micrographs of antagonistic action of H. opuntiae on A. ochraceus in coffee fruits, after seven
days of incubation. (A) control: coffee fruits contaminated with A. ochraceus (10° conidia. mL"), 12000
X; (B) short and tortuous hyphae surrounded by yeast cells (initial concentration 10° cells. mL -*), 12000
X.

The evaluation of the antagonistic potential of H. opuntiae on A. ochraceus by
in vitro experiments and in coffee fruits suggested the action of this yeast in inhibiting
different A. ochraceus strains by different mechanisms of action. The antibiosis was
one of action mode, which is the production of extracellular metabolites by yeast with
antifungal activity (Chalfoun, 2010; Oliveira et al., 2015; Granillo et al., 2015). H.
opuntiae released VOCs (Fig. 2) and extracellular metabolites in CFS (Fig. 3 and Fig.
4) which affected the development of A. ochraceus, as shown by in vitro experiments.
Competition for space and nutrients is another mode of antagonistic action presented
by the yeast, as can be seen in the analysis of coffee fruits treated with 10°%, 107 and
10° cells. mL" of H. opuntiae, in which fungal inhibition was much more evident in
coffee fruits treated with 10° yeast cells. mL' (Fig. 5). The understanding of the
antagonistic mode of action of novel yeast species is of great importance for the
development of relevant biofungicides, which allow improved biocontrol performance
and reliability.

In summary, H. opuntiae showed efficacy as biological control agent against A.
ochraceus in vitro and in vivo (coffee fruits), and its antagonistic action involved more
than one associated mechanism of action, an important characteristic of a biocontroller
(Oliveira et al., 2015). In addition, this yeast is found naturally in coffee (Pereira et al.,
2016) and has never been involved in human infections (Niaré-Doumbo et al., 2014),
therefore it could be considered a safe and useful microorganism for application as
biocontrol agent. To the best of our knowledge, this is the first study on the antifungal
activity of H. opuntiae on A. ochraceus strains in coffee fruits and was possible to

suggest the mode of antagonistic action of this yeast.
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Potential of antagonistic yeasts for biocontrol of ochratoxigenic Aspergillus

species and optimization of ochratoxin A detoxification

Abstract

Aspergillus ochraceus, A. westerdijkiae and A. carbonarius contaminate grains,
cereals and fruits and produce ochratoxin A (OTA) that causes serious hazard to
human and animal health. The potential of Hanseniaspora opuntiae, Meyerozyma
caribbica and Kluyveromyces marxianus for inhibition of A. ochraceus, A. westerdijkiae
and A. carbonarius growth and OTA effect on yeast growth were evaluated. Predictive
models were developed using a Box Behnken experimental design to predict the
combined effects of inoculum size, incubation time and OTA concentration on OTA

detoxification by the yeasts. The yeasts were able to inhibit fungal growth from 13% to
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86%. K. marxianus was the most efficient in inhibiting the three Aspergillus species. In
addition, high OTA levels (100 ng. mL™") did not affect the growth of the yeasts within
72 h of incubation. The models showed that the maximum OTA detoxification would
be 86.8% (H. opuntiae), 79.3% (M. caribbica) and 73.7% (K. marxianus), and there
was no significant difference (p > 0.05) between the values predicted and the results
obtained experimentally. The yeasts showed potential for biocontrol of ochratoxigenic
fungi and OTA detoxification and the models developed are important tools for
predicting the best conditions for the application of these yeasts as detoxification

agents.

Keywords: biological control; Hanseniaspora opuntiae; Meyerozyma caribbica;

Kluyveromyces marxianus; inhibition; food safety

1. Introduction

Ochratoxin A (OTA) is a toxic secondary metabolite produced by filamentous
fungi that causes serious hazard to human and animal health (Chen et al., 2018). A.
ochraceus, A. westerdijkiae and A. carbonarius are among the major OTA-producing
fungi that develop in warm and tropical regions and contaminate crops of grains,
cereals and fruits (Abrunhosa et al., 2010). It has been shown that OTA can cause
various toxicological effects such as disruption of intestinal microbiota homeostasis
(Liew and Mohd-Redzwan, 2018), teratogenicity (Pfohl-Leszkowicz and Manderville,
2012), mutagenicity, hepatotoxicity (Qi et al., 2014), genotoxicity (Pfohl-Leszkowicz
and Manderville, 2007), immunotoxicity (Marin and Taranu, 2015), embryotoxicity
(Hong et al., 2000), testicular toxicity (Schwartz, 2002), damage to the blood-brain
barrier (Jackson and Ryu, 2017) and mainly nephrotoxicity (Zhao et al., 2016). OTA is
classified as possibly carcinogenic to humans (Group 2B) as there is evidence in
experimental animals but not in humans (Pfohl-Leszkowicz and Manderville, 2007).

The contaminated foods with OTA are cereals and cereal products (Sun et al.,
2017), fruit (Marin and Taranu, 2015, Freire et al., 2017), grains (Pfohl-Leszkowicz and
Manderville, 2012), wine (Freire et al. 2017), dairy products, meat and eggs (Dai et al.,
2014). The presence of OTA in food and feed constitutes a risk not only to human and
animal health, but may also result in large economic losses through reduced livestock
and agricultural productivity (Chen et al., 2018).
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Several strategies can be employed to minimize OTA levels in food and feed.
The most important methods are the preventive ones because they avoid the
contamination of the raw materials (Abrunhosa et al., 2010). However, OTA
contamination in food and feed may occur, therefore the application of OTA
detoxification techniques is the most feasible. There are physical and chemical
detoxification methods, however, they show some disadvantages such as the loss of
nutritional values of the food, as is the case of inorganic adsorbents and the ammonia
application (Abrunhosa et al., 2010, Zhu et al., 2015, Chen et al., 2018). The use of
biological methods has become a promising alternative for the control of toxigenic fungi
and mycotoxins in food and feed (Hathout and Aly, 2014).

Biological methods consist of applying microorganisms that can inhibit the
growth of toxigenic fungi and detoxify mycotoxins in foods through adsorption or
biotransformation in less toxic compounds. Yeasts have some features that make them
good tools for control of OTA-producing fungi such as the ability to survive at various
environmental conditions and not to produce toxic compounds for humans (Bleve et
al, 2006). In addition, the cell wall of some yeast species is able to adsorb OTA from
food, decontaminating them significantly (Bejaoui et al., 2004; Caridi et al., 2012;
Petruzzi et al., 2015). Moreover, yeast-based products are applied as feed additives to
neutralize mycotoxicosis in cattle (Pizzolitto et al., 2012). Some yeasts are also known
to degrade OTA in their nontoxic OTa metabolite (Péteri et al., 2007; Schatzmayr et
al., 2003). However, some yeasts are sensitive to certain mycotoxins, constituting a
serious problem for application in fermentative processes for food production (Pfliegler
et al., 2015).

In previous studies, it has been reported that H. opuntiae, M. caribbica and K.
marxianus are fermenting yeasts present in the natural fermentation of coffee beans
and cocoa beans (Pereira at al., 2014; Papalexandratou e De Vuyst, 2011; Pereira et
al., 2016). Although H. opuntiae and M. caribbica have already been described with
potential for biological control of some plant pathogens (de Paiva et al., 2017; Ruiz-
Moyano et al., 2016; Bautista-Rosales et al., 2013) and K. marxianus is considered a
yeast with several biotechnological potentials (Fonseca et al., 2008; Lane and
Morrissey, 2010), there are no studies on the action of these yeasts on the biological
control of OTA-producing fungi and OTA detoxification.

Considering that food and feed contamination by OTA can cause serious health

risks to humans and animals and the advantages of a biocontrol method using yeasts,
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to reduce the growth of toxigenic fungi and to minimize OTA levels in food, the objective
of this study was to evaluate the potential of H. opuntiae, M. caribbica and K. marxianus
for biocontrol of A. ochraceus, A. westerdijkiae and A. carbonarius, evaluate the OTA

effect on the growth of these yeasts as well as the in vitro detoxification capacity.
2. Materials and Methods

2.1. Fungal strains and growth conditions

A. ochraceus (AO 14), A. westerdijkiae (AW 91) and A. carbonarius (AC 188)
were provided by the Mycological Culture Collection of Department of General Biology,
State University of Londrina, Parana, Brazil. A. ochraceus (AO 14) isolated from coffee
grains in Sdo Paulo state, is an OTA-producing strain (Fungaro et al., 2004), A.
carbonarius (AC 188) is a mutant, OTA-producing strain, obtained from the wild-type
strain (ITAL 187) isolated from coffee grains in Sado Paulo state (Lunardi et al., 2006)
and A. westerdijkiae (AW 91) is an OTA-producing strain, isolated from coffee grains
in Parana state (Sartori et al., 2013).

H. opuntiae, isolated from green maize, K. marxianus, isolated from maize
germ, belongs to the Mycological Culture Collection of the Department of Biochemistry
and Biotechnology, State University of Londrina, Parana, Brazil. M. caribbica, isolated
from soil samples in a Private Nature Reserve, located in the Northern Region of
Parana state, belongs to the Mycological Culture Collection of the Department of
Pathological Sciences, State University of Londrina, Parana, Brazil.

Fungal strains were grown on potato dextrose agar slants (PDA; Sigma- Aldrich,
St. Louis, USA) at 25 +1 °C. Conidia suspensions of each fungus were prepared by
collecting conidia from 7-day-old colonies (grown on PDA at 25 £1 °C) in sterile water
with 0.015% Tween 80 added to assist the conidia dispersion. The conidia
concentrations were estimated by a hemocytometer and the suspensions were diluted
to final concentrations of 1 x 10° conidia. mL-" for further testing.

Yeasts were grown on yeast extract, peptone and dextrose (YPD) agar slants.
The yeast cells were transferred to YPD broth and incubated at 150 rpm, 28 + 1 °C for
48 h, for further testing.

2.2. In vitro inhibition of ochratoxigenic Aspergillus species growth by antagonistic

yeasts
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The experiment was performed according to Medina-Cdérdova et al. (2016), with
modifications. Yeast cell counts were determined with a hemocytometer and the
inoculum concentration was adjusted to 1 x 10% and 1 x 108 cells. mL-". An aliquot of 1
mL of each yeast cell suspension (1 x 10% and 1 x 108 cells. mL-") was poured into Petri
dishes with 20 mL YPD agar. The plates were inoculated at the center with a 8 mm
mycelial disc of each Aspergillus species, cultured for seven days on PDA at 25 +1 °
C. The diameter of fungal growth was measured at 7" day and the experiment was

performed in triplicate. The diameter inhibition (DI) was calculated as follows:
DI (%) =[(C - T)/C] X100

Where C (control) was the average diameter (mm) of fungal colonies in the
absence of yeasts and T (treatment) was the average diameter (mm) of fungal colonies

in the cocultured plates.
2.3. Influence of OTA on the viability of H. opuntiae, M. caribbica and K. marxianus

The effect of OTA on yeast viability was evaluated. Yeasts (106 cells. mL 1)
were inoculated in YPD broth with the addition of 100 ng. mL™" of OTA (Sigma-Aldrich
Chemical Co., USA) and incubated at 30 °C and 150 rpm. The colony forming units
(CFUs) were determined before addition of the mycotoxin and after 24 h, 48 h and 72
h of incubation with OTA. The CFUs were determined as follows: 1 mL of each yeast

culture was serially diluted in YPD broth and spread on the surface of the YPD agar.

The plates were incubated at 30 °C + 1 °C for 48 h and the number of colonies
formed was counted. The evaluation was performed in triplicate for each yeast along
with the controls (without the addition of OTA) (Patharajan et al., 2011, with

modifications).
2.4. In vitro OTA detoxification assay by antagonistic yeasts

OTA detoxification assay was performed according to Bejaoui et al. (2004) and
Patharajan et al. (2011) with some modification. A 10 mL aliquot of YPD broth
containing 10, 55 and 100 ng. mL-' OTA were inoculated with 100 uL cell suspension
of H. opuntiae, M. caribbica and K. marxianus individually containing 103, 108 and 10°

cells. mL-" and incubated at 30 °C, 150 rpm. Then the cultures were harvested at 5, 10
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and 15 day intervals by centrifuging the culture (9620 xg at 0 °C for 15 min) to get cell

free extract.
2.4.1. OTA extraction

OTA was extracted from cell free extract using Ochra Test™ immunoaffinity
column (VICAM, Milfort, MA, USA) according to the manufacturer instructions. Five mL
aliquots were diluted 1:5 by addition of phosphate-buffer saline (PBS) 10 mM pH 7 4.
Then, 10 mL of the diluted extract was passed through the Ochratest immunoaffinity
column. After washing the column with 10 mL PBS and 10 mL ultra-pure water, OTA
was eluted with 1.5 mL methanol. The eluate was dried under a nitrogen stream at
40°C.

2.4.2. OTA determination

Ochratoxin A was analyzed according to Fujii et al. (2007). Sample residues
were dissolved in 200 uL of acetonitrile: water (1:1), mixed for 1 min and an aliquot (20
ML) was injected into High Performance Liquid Chromatography (HPLC). Ochatoxin A
was analyzed by a reversed-phase isocratic HPLC system (Shimadzu LC-10 AD pump
and RF-10A XL fluorescence detector), using a C-18 Luna Phenomenex column (250
x 4.6 mm, 5 um, Scharlau, Barcelona, Spain). Excitation and emission wavelengths
were 335 and 475 nm, respectively. The mobile phase was acetonitrile: water: acetic
acid (99:99:2) and the flow rate was 1 mL. min~'. OTA was identified by its retention
time (13 min) according to a standard obtained from Sigma (USA) and quantified by
measuring the peak area. The limits of detection (LOD) and quantification (LOQ) were
0.05 and 0.1 ng. mL-", respectively, defined as 3-fold and 5-fold the standard deviation
of 7 replications of unspiked sample on different days.

The OTA detoxification percentage was calculated according to the following

equation:

Detoxification ratio (%) = (C - T) x 100%
C

Where:
C = OTA concentration detected (ng. mL™") in control (without the yeast);

T = OTA concentration detected (ng. mL™") in cell free extract of tests.
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2.5. Recovery assay

YPD broth was spiked at three OTA concentrations (1, 5 and 10 ng. mL-"). After
1 h of incubation, the samples were submitted to extraction and OTA determination.
Recovery experiments were performed in nine replicates. The recovery rates were
71%, 77% and 82% for each OTA concentration, respectively. These recovery values
means are in accordance with the criteria established by the EU-Regulation for

methods of determining OTA levels in food.
2.6. Experimental design and Statistical analysis

Differences in means of in vitro inhibition of A. ochraceus, A. westerdijkiae and
A. carbonarius growth by H. opuntiae, M. caribbica and K. marxianus, and the influence
of OTA on yeast viability were evaluated statistically using ANOVA followed by the
Tukey's multiple-range test (p < 0.05).

In vitro OTA detoxification potential by H. opuntiae, M. caribbica and K.
marxianus was evaluated following an incomplete Box and Behnken design (1960),
which allows making all necessary combinations of the variables analyzed. The
variables evaluated were yeast inoculum size, incubation time and OTA concentration.
This design allowed to study the effect of the three variables in a single block of 15
sets of test conditions including 3 central points. The order of the experiments was
totally randomized. Three levels were attributed to each factor, coded as -1, 0, +1
(Table 2). The combined effects are represented by a quadratic polynomial model for

each yeast studied:

Y = Bo+ B1Xi + B2X1 + B3XoTa + B11(Xi1)? + B22(XT)? + Bas(XoTa)? + B12 Xi X7 + B13 Xi XoTA

+ B23 X1 XotA

Where Y is the response of OTA detoxification expressed in percentage (%) and
Bo is a constant coefficient of the model. The regression coefficients (31, B2 and 3),
(B11, B22 and B33) and (B12, B13 and B23) respectively represent the linear, quadratic and
interaction effects of the model, estimated by multiple regression analysis. Xi (inoculum
size), Xt (incubation time) and Xota (OTA concentration) are coded variables, ranging
from -1 to +1. The interpretation of the data was based on the signs (positive or
negative effect on the response) and statistical significance of the coefficients (p <
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0.05). Interactions between two factors may appear as an antagonistic effect (negative
coefficient) or a synergistic effect (positive coefficient).

For the validation of the equations obtained by the statistical model, the optimal
conditions predicted by each equation were evaluated experimentally in three
replications and the comparison between the observed results and the results
predicted by the statistical model was evaluated by the Student's t test.

All the statistical analysis was performed by Statistical software, version 7 (Stat
Soft, Inc., Tulsa, OK, USA).

3. Results and Discussion

Biological control with yeast application has great potential in reducing the
economic losses caused by toxigenic fungi in agriculture. Some yeasts have already
been described as biocontrol agents with potential to inhibit the filamentous fungi
growth (Bleve et al., 2006, Masoud et al., 2005, Medina-Cérdova et al., 2016, Souza
et al., 2017). Inhibition of A. ochraceus, A. westerdijkiae and A. carbonarius growth by
the antagonistic yeasts H. opuntiae, M. caribbica and K. marxianus is shown in Figure
1. The yeasts were able to inhibit in vitro fungal growth with inhibition rates ranging
from 13% to 86%. The highest inhibitory effect was obtained by H. opuntiae (10® and
108 cells. mL™") which inhibited 86% of A. ochraceus growth. K. marxianus was the
most efficient in inhibiting the three Aspergillus species, i.e., A. ochraceus (78%), A.
westerdijkiae (81%) and A. carbonarius (84%), when the inoculum size was set at 108
cells. mL™".

The results (Figure 1) suggest that the mode of antagonistic action presented
by the three yeasts could be competition for space and nutrients, as can be observed
in the antagonistic action of H. opuntiae on A. westerdijkiae and A. carbonarius (Fig.
1A), M. caribbica on A. carbonarius (Fig. 1B) and K. marxianus on A. ochraceus and
A. carbonarius (Fig. 1C), in which it is evident that the greatest antagonistic effect
occurred when applied the largest inoculum size (108 cells. mL™").
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Fig. 1. Growth Inhibition (%) of A. ochraceus (AO 14), A. westerdijkiae (AW 91) and A. carbonarius (AC
188) by the antagonistic yeasts H. opuntiae (A), M. caribbica (B) and K. marxianus (C), when inoculum

size was set at 10% and 108 cells. mL-". Each bar represents the mean + standard deviation of three

replicates. Different letters on the top of each bar indicate significant difference by the Tukey test (p <

0.05).

However, there was no significant difference (p > 0.05) in the antagonistic action

of H. opuntiae on A. ochraceus (Fig. 1A) and K. marxianus on A. westerdijkiae (Fig.

1C) at different sizes of yeast inoculum (10% and 108 cells. mL-"). This suggests that

these yeasts produce antifungal compounds capable to inhibit the growth of these

Aspergillus species and that inhibition is independent of the yeast cells concentration.
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The biological control of A. ochraceus, A. westerdijkiae and A. carbonarius using
different species of yeasts has already been reported by some researchers (Masoud
et al., 2005; Pereira et al., 2016; Zhu et al., 2015). Masoud et al. (2005) described the
antagonistic action of Pichia anomala, P. kluyveri and H. uvarum on A. ochraceus
growth. A new yeast strain P. fermentans LPBYB13 was efficient in inhibiting A.
westerdijkiae growth in coffee beans (Pereira et al., 2016). Four yeast species Candida
zemplinina, Saccharomyces cerevisiae, P. kluyveri, Metschnikowia fructicola
significantly inhibited the in vitro and in vivo growth of A. ochraceus and A. carbonarius
(Zhu et al., 2015). However, there is no information on the antagonistic potential of H.
opuntiae, M. caribbica and K. marxianus for biocontrol of different OTA-producing
Aspergillus species.

Although some yeast species have already been studied for biological control
of toxigenic fungi and for mycotoxin detoxification, the cytotoxic effect of mycotoxins
on yeasts is still unclear (Pfliegler et al., 2015). However, knowledge on mycotoxin
cytotoxicity is very important for selection of yeast strains with potential application as
detoxification agents.

As shown in Table 1, high OTA levels (100 ng. mL-") did not affect the growth of
H. opuntiae, M. caribbica and K. marxianus within 72 h incubation. There was no
significant difference between the log CFU. mL-"! values of the tests (yeast + OTA) in
relation to the controls (without OTA) at 24, 48 and 72 h incubation times, by the Tukey
test (p > 0.05). Similar results were reported for Saccharomyces cerevisiae and
Kloeckera apiculata (Angioni et al., 2007), five different strains of Saccharomyces
cerevisiae (Bohm et al., 2000), Metschnikowia pulcherrima, Pichia gquilliermondii and
Rhodococcus erythropolis (Patharajan et al., 2011), in which the presence of OTA did

not affect yeast growth in the culture medium at different incubation periods.

Table 1
Effect of OTA on the viability of antagonistic yeasts at different incubation times at 30
°C.
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Treatment log CFU. mL-!
Initial 24h 48 h 72h

OTA + H. opuntiae Al 8.072+£0.174% 8.046+0.0417 8273+0.081%
OTA+M. caribbica 6P 0.051 £0.048% 0.047+0.132% 0.043+0.119%
OTA+K. marxianus 6P 8.874+0.0487 8.912+0.0332 0.824+0.0522
H. opuntiae (control) 6P 8096+£0.1337 8084 +0.1582 8251+0.0692
M. caribbica (control) 5P 9048 £0.0841 8.717+0.560% 0081+0.014%
K. marxianus (control) 6P 8.837+0.0962 8.905+0.057* 9.312+0.051*

The log CFU. mL-" values represent the mean + standard deviation of three replicates, the values

indicated by different letters are statistically different by the Tukey test (p < 0.05).

Some of the yeasts that have already been evaluated for OTA detoxification
potential were Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces bayanus, M. pulcherrima,
P. guillermonodii, Kloeckera lindneri, Torulaspora delbrueckii, Schizosaccharomyces
pombe, S. ludwigii, Phaffia rhodozyma and Xanthophyllomyces dendrorhous (Cecchini
et al. 2006; Patharajan et al., 2011; Péteri et al., 2007). However, little is known about
OTA detoxification potential by H. opuntiae, M. caribbica and K. marxianus
investigated in this study.

The factors that can determine the efficiency of OTA detoxification by yeasts
are yeast inocula size and cell integrity (Bejaoui et al., 2004; Péteri et al., 2007),
incubation temperature (Patharajan et al., 2011; Schatzmayr et al., 2003), incubation
time (Patharajan et al., 2011, Péteri et al., 2007, Schatzmayr et al., 2003), OTA
concentration (Bejaoui et al., 2004; Patharajan et al., 2011) and other conditions
related to fermentative processes in which the yeasts are inserted as pH, type of
culture medium and agitation (Bejaoui et al., 2004, Cecchini et al. 2006).

The factors selected for evaluation of OTA detoxification capacity by H.
opuntiae, M. caribbica and K. marxianus were inocula size, incubation time and OTA
concentration, considered important factors for an initial in vitro study (Patharajan et
al., 2011). The temperature was set at 30 ° C, since this temperature was already
considered optimal in previous work on OTA detoxification by yeasts (Bejaoui et al.,
2004; Patharajan et al., 2011). Some authors suggest that the greatest capacity to
remove OTA at 30 °C could be associated with the release of yeast cell wall
polysaccharides, which have binding sites capable of adsorbing OTA (Petruzzi et al.,
2014a; Petruzzi et al., 2014b; Giovani et al., 2010).
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The experimental values obtained for OTA detoxification by H. opuntiae, M.
caribbica and K. marxianus at different conditions are shown in Table 2. The three
yeasts showed differences in OTA detoxification capacity and different behavior at
analyzed conditions. H. opuntiae showed the highest efficiency for OTA detoxification
(as seen in tests 2, 6, 9 and 10 with detoxification values higher than 80%), followed
by M. caribbica (tests 10, 11 and 12 with detoxification values higher than 70%) and

K. marxianus (tests 2 and 4 with detoxification values higher than 70%).

Table 2
In vitro ochratoxin A detoxification (%) for the incomplete Box Behnken (32) design with
three central points, with coded and decoded variables, to evaluate the effect of yeast

inoculum size (Xi), incubation time (Xt) and OTA concentration (Xota) by antagonistic

yeasts.
Tests Coded variables Decoded variables OTA detoxification (%) by the
antagonistic yeasts (Y)
Inoculum Incubation OTA
X1 Xt  Xota size(log time concentration H M K

cellsml-1)  (days) (mgmLl) opuntiae caribbica marxianus
1 -1 -1 0 3 5 55 70.81 21.22 54.28
2 1 -1 0 9 5 55 82.87 39.40 72.22
3 -1 1 0 3 15 55 42.22 26.03 15.65
4 1 1 0 9 15 55 62.96 42.14 73.02
5 -1 0 -1 3 10 10 64.41 39.07 22.51
6 1 0 -1 9 10 10 80.07 11.49 46.36
7 -1 0 1 3 10 100 27.54 36.96 49.92
8 1 0 1 9 10 100 45.47 18.51 58.86
9 0 -1 -1 6 5 10 84.49 63.70 40.96
10 0 1 -1 6 15 10 81.71 81.67 15.66
11 0 -1 1 6 5 100 51.81 71.05 15.22
12 0 1 1 6 15 100 47.06 78.06 13.99
13 0 0 0 6 10 55 44 .23 46.34 50.39
14 0 0 0 6 10 55 54.94 42.52 58.15
15 0 0 0 6 10 55 49.22 30.55 62.56

The influence of the variables (yeast inoculum size, incubation time and OTA
concentration) on OTA detoxification capacity by yeasts was applied at 3 levels with
the use of an experimental design. The Box-Behnken design optimizes the number of

factor combinations and maintains a good accuracy of the expected response. This
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model has already been used to predict ideal conditions for the development of yeasts
as biocontrol agents in apples (Lahlali et al., 2008), and also to evaluate the in vitro
optimal inhibition conditions of A. carbonarius by Lactobacillus plantarum (Fossi et al.,
2017). However, to the best of our knowledge, this is the first attempt to apply this
statistical model to evaluate the influence of such variables on OTA detoxification by
H. opuntiae, M. caribbica and K. marxianus.

The optimum conditions to obtain the highest OTA detoxification responses by

the yeasts can be predicted by the following equations:

(1) Y =49.46 + 8.29 xi — 7.004 x1 — 17.35 xoTa + 1.68 x1? + 13.58 x72+ 3.23 X0TA?

+ 2.17 xixt + 0.57 xixota— 0.49 xtxota (H. opuntiae).

(2) Y =44.43 —1.47 x1 + 4.07 x1 + 1.08 xo1A — 29.67 X% + 17.44 x72 + 11.75 x07A?

— 0.52 xixT + 2.28 xixota — 2.74 x1XotA (M. caribbica).

(3) Y =57.03 + 13.51 xi — 8.04 x1 + 1.56 xot1a + 9.85 x1? -13.09 x72 — 22.48 X0TA?

+ 9.86 xixt — 3.73 xixoTa + 6.02 xtxotva (K. marxianus).

Where Y (1), Y (2) and Y (3) are the OTA detoxification values by H. opuntiae,
M. caribbica and K. marxianus, respectively, X is the coded variables, expressed at
levels 1, 0 and +1 and identified by the subscripts: | (inoculum size), T (incubation time)
and OTA (OTA concentration).

For each model, the R? (determination coefficient) was calculated. The
statistical models applied in this study for H. opuntiae, M. caribbica and K. marxianus
showed an R? of 0.94, 0.87 and 0.86, respectively. This means that only 6%, 13% and
14% of the total response variation remained unexplained for each model. In addition,
all models showed non-significant variance p = 0.30 (model 1 for H. opuntiae), p = 0.20
(model 2 for M. caribbica) and p = 0.13 (model 3 for K. marxianus), suggesting that the
quadratic models approximate adequately to the experimental values. These models
obtained through the Box Behnken (32) experimental design can be used for predictive
purposes, since they showed to be significant at 5% level and showed a R? with high
values. Joglekar and May (1987) reported that the value of R? should be greater than
0.80 in order to obtain a good fit, therefore the statistical models obtained in this study

are adequate.
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Table 3

Significance of the coefficients derived from the incomplete Box Behnken (3%)
experimental design with 3 central points applied to estimate the OTA detoxification
capacity by the antagonistic yeasts obtained after multiple regression analysis (I:

inoculum size; T: incubation time; OTA: OTA concentration).

Antagonistic yeasts

Variables Coefficients H. opuntiae M. caribbica K. marxianus

Bo 49.46** 44.43* 57.03*

/ B1 8.29* - 1.47n0s 13.51*

T B2 -7.004 * 4.07* - 8.04*
OTA Bs -17.35* 1.08ns 1.56"s
2 B 1.68ns —29.67* 9.85ms

T? B2z 13.58* 17.44* - 13.09*

OTA? Bss 3.23ns 11.75* —22.48*
IxT B12 2.17ns —0.52ns 9.86ns

I x OTA B13 0.57ns 2.28n -3.73ms
Tx OTA B3 —0.49m - 2.74rs 6.02ns

The terms with asterisks are significant at the 5% level, *p < 0.05 (significant), **p < 0.01 (very

significant), ns (not significant).

The results of the multiple regression analysis from which the coefficients of the
models were derived are shown in Table 3. For H. opuntiae and K. marxianus the
inocula size (Xi) was the variable that showed the greatest positive effect on the
response, as can be seen by the analysis of the coefficient 31 (Table 3). However,
variable Xi was not significant for OTA detoxification by M. caribbica. The incubation
time (X1) had a negative effect on OTA detoxification for H. opuntiae and K. marxianus,
as can be seen in the value of the B2 coefficient (Table 3). On the other hand, the
incubation time (Xt) was the variable with the greatest positive effect on the response
for M. caribbica. OTA concentration (Xota) only influenced significantly OTA
detoxification by H. opuntiae, shown in the coefficient B3 (Table 3), and the effect of
this variable was negative.

The optimum levels of the variables to achieve the best OTA detoxification
response are shown in the response surface graphs (Figure 2). For yeasts H. opuntiae
(Fig. 2A) the variable Xt was set at level -1 (5 days), M. caribbica (Fig. 2B) and K.
marxianus (Fig. 2C) the variable Xota was set at level -1 (10 ng. mL -' OTA), because
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these variables had the least influence on response, according to the correlation

coefficients (r) - 0.30; 0.04 and 0.06, for each yeast studied, respectively.

Figure 2A shows that OTA detoxification by H. opuntiae is positively correlated
(r = 0.36) with inoculum size (Xi) and negatively correlated (r = - 0.74) with OTA
concentration (Xota) , indicating that the highest efficiency of OTA detoxification by this

yeast occurred when the highest yeast inoculum (10° cells. mL ') and the lowest
concentration of OTA (10 ng. mL™") were applied.
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Fig. 2. Response surface of the Box Behnken (33) experimental design with 3 central points to evaluate
the detoxification capacity of OTA by the antagonistic yeasts Hanseniaspora opuntiae (A): using
different yeast inoculum sizes and OTA concentrations, in 5 days of incubation at 30 °C; Meyerozyma

caribbica (B) and Kluyveromyces marxianus (C): using different yeast inoculum sizes and at different
incubation times, with 10 ng. mL* OTA, 30 °C.
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However, OTA detoxification by M. caribbica is more efficient when the yeast
inoculum level was set at 108 cells. mL ! at the longest incubation period (15 days).
For K. marxianus (Fig. 2C) the best OTA detoxification response can be observed
mainly due to the influence of inoculum size (Xi), which showed the highest positive
correlation (r = 0.48) indicating that OTA detoxification is more efficient at 10° cells.
mL-".

The yeast inoculum size was the variable that most positively influenced OTA
detoxification by H. opuntiae and K. marxianus (Fig. 2A, Fig. 2C). This result is in
agreement with Patharajan et al. (2011) who evaluated three different inoculum sizes
(108, 107 and 108 cells. mL') and demonstrated that M. pulcherrima, P. guillermonodii
and K. lindneri showed higher in vitro OTA detoxification when applied at the highest
cell concentration (108 cells. mL"). Similar result was also found by Bejaoui et al.
(2004), who demonstrated that the amount of Saccharomyces biomass was a
significant factor, playing an important role in OTA detoxification.

On the other hand, M. caribbica showed different behavior in relation to other
yeasts. The variable that influenced positively the OTA detoxification by M. caribbica
was the incubation time (Fig. 2B). Similarly Patharajan et al. (2011) evaluated OTA
detoxification capacity by yeast at 24 h, 3, 5, 7, 11, 13 and 15 day intervals and
demonstrated that the greatest OTA detoxification by M. pulcherrima, P. guillermonodii
and K. lindneri occurred at 15" day. Péteri et al. (2007) reported that the incubation
time had little effect on OTA detoxification by P. rhodozyma.

The predictive models (Figure 3) indicate that, under optimum conditions, the
maximum OTA detoxification by the three yeasts would be 86.8% (H. opuntiae), 79.3%
(M. caribbica) and 73.7% (K. marxianus). These maximum detoxification rates could
occur at the following conditions: 10° cells. mL-', 5 days of incubation and 32.5 ng. mL"
' OTA (H. opuntiae), 108 cells. mL-', 15 days of incubation and 10 ng. mL' OTA (M.
caribbica) and 10° cells. mL', 10 days incubation and 77.5 ng. mL"' OTA (K.
marxianus).

In order to evaluate the predictability of the models, the agreement between the
experimental (observed) and predicted values by the statistical models were
investigated using Student's t-test. For this analysis, the optimal conditions predicted
by the statistical models of each yeast were replicated experimentally in three
replicates and the average of the results obtained were 84.8% (H. opuntiae), 79.9%

(M. caribbica) and 76.7% (K. marxianus). The p value obtained for each response
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(0.11, 0.5 and 0.19) shows that there was no significant difference (p > 0.05) between
the values predicted by the statistical models and the results obtained experimentally,
indicating that the statistical models obtained for H. opuntiae, M. caribbica and K.
marxianus can be applied to predict the percentage of in vitro OTA detoxification by

these yeasts.
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Fig. 3. Profile of predictive values for OTA detoxification using different inoculum sizes, incubation times

and OTA concentrations for H. opuntiae (A), M. caribbica (B), K. marxianus (C).

Although H. opuntiae showed the highest efficiency for OTA detoxification, the
OTA concentration (Xota) was the variable that most influenced negatively the
response of this yeast (Fig. 2A). As shown in Figure 3A, the maximum OTA
detoxification value by H. opuntiae is achieved when OTA concentration is set at the
lowest value (32.5 ng. mL -'). On the other hand, K. marxianus was the yeast that
showed the lowest efficiency for OTA detoxification according to the predictive model
(73.7%), but among the optimal conditions predicted by the model (Fig. 3C) OTA
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concentration applied (77.5 ng. mL") to reach the maximum detoxification value was
the highest OTA concentration among the three yeasts studied. This indicates that K.
marxianus was the yeast with greater capacity to detoxify a higher OTA concentration.

This difference in mycotoxin detoxification capacity from one yeast species to
another has already been reported by other authors (Caridi et al., 2012; Petruzzi et al.,
2015). Caridi et al. (2012) demonstrated that there is difference in OTA detoxification
capacity among different strains of yeast of the same species. This difference can be
explained by the presence of different proportions of mannoproteins, which are
components of the yeast cell wall capable of binding to OTA through ionic bonds and
electrostatic interactions (Caridi et al., 2012; Chen et al., 2018).

The results of OTA detoxification by H. opuntiae, M. caribbica and K. marxianus
(Fig. 2 and Fig. 3) indicate that these yeasts have potential to be applied for minimizing
OTA contamination in food. The highest incidences of OTA contamination in food,
reported in recent studies (Li and Ryu, 2017; Shi et al., 2018; Benites et al., 2017) were
0.1 to 9.3 ug. kg™ (breakfast cereals), 0.6 to 22 ug. kg™ (oat-based cereals intended
for infant feeding), 0.2 to 8.8 ug. kg™' (dried fruits), 0.07 to 12.83 ug. kg™' (raisins) and
1.84 to 10.31 pg. kg™ (roasted coffee). These OTA concentrations are close to the
concentrations in which H. opuntiae, M. caribbica and K. marxianus reached the
highest in vitro detoxification values (Fig. 3). This suggests that these yeasts can be
applied as OTA detoxification agents in food in order to minimize OTA levels according
to the limits established by the EU-Regulation (2010) and U.S. Food and Drug
Administration (FDA).

In summary, this study suggested that H. opuntiae, M. caribbica and K.
marxianus showed great potential for biocontrol of A. ochraceus, A. westerdijkiae and
A. carbonarius and were able to detoxify OTA between 73.7% and 86.8%, showing
that they have potential to be applied in food and feed. K. marxianus was the most
efficient in both the biological control of the different OTA-producing Aspergillus
species and showed a higher capacity to detoxify a higher concentration of OTA than
the other yeasts. In addition, these yeasts are found naturally in coffee and cocoa and
have already been described by some authors as safe (Niaré-Doumbo et al., 2014;
Lane, Morrissey, 2010), including, K. marxianus which has GRAS status (Generally
Regarded as Safe) and QPS (Qualified Presumption of Safety), in the United States
and European Union, respectively. The statistical models obtained in this study are

important tools to predict the best in vitro conditions of yeast inoculum size, incubation
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time and OTA concentration to obtain the maximum OTA detoxification by these
yeasts. The results may contribute to determine the ideal conditions for the application

of H. opuntiae, M. caribbica and K. marxianus as detoxification agents.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Considerando os problemas associados a contaminagao de alimentos e ragdes
por OTA, os riscos a saude humana e animal e as vantagens na utilizagdo de um
método de biocontrole, utilizando leveduras, para diminuir o crescimento de fungos
produtores e na aplicagdo desses microrganismos como agentes de detoxificagao
para minimizar os niveis de OTA nos alimentos, os resultados deste trabalho séo de
grande importancia nos seguintes aspectos:
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- H. opuntiae mostrou-se uma levedura muito eficiente no controle biolégico de
diferentes cepas de A. ochraceus em testes in vitro e em frutos de café maduros. A

agao antagonista desta levedura envolveu diferentes mecanismos de acao.

- H. opuntiae, M. caribbica e K. marxianus mostraram grande potencial para o

biocontrole de A. ochraceus, A. westerdijkiae e A. carbonarius produtores de OTA.

- No ensaio de detoxificagao in vitro as trés leveduras foram capazes de detoxificar
OTA entre 73,7% e 86,8%.

- K. marxianus foi o mais eficiente tanto no controle biolégico das diferentes espécies
de Aspergillus produtoras de OTA quanto na capacidade de detoxificar uma maior

concentracao de OTA que as demais leveduras.

- O estudo da acédo antagonista de novas espécies de leveduras é de grande
importancia para o desenvolvimento de biofungicidas relevantes, que permitem
melhor desempenho e confiabilidade do controle biolégico de fungos produtores de
OTA.

- Os resultados do ensaio de detoxificagao in vitro, otimizando diferentes variaveis,
podem contribuir para determinar as condi¢des ideais para aplicacdo de H. opuntiae,

M. caribbica e K. marxianus como agentes de detoxificagao.
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