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antibiose de Fusarium graminearum e detoxificagdo de zearalenona. 2016. 76 f.
Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) — Universidade Estadual de Londrina,
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RESUMO

A zearalenona (ZEA) é um metabdlito secundéario toxico (micotoxina), produzido
principalmente por Fusarium graminearum, comumente detectado em trigo e milho.
Os efeitos toxicologicos de ZEA estdo relacionados com suas propriedades
estrogénicas, especialmente em suinos. ZEA é termoestavel, ndo sendo eliminada
durante o processamento industrial e persiste em racdes. Os métodos de controle de
contaminacgao por micotoxinas sao aplicados na pré-colheita, atuando na inibicdo do
desenvolvimento fangico, ou pos-colheita através da utilizacdo de métodos de
detoxificacdo. O objetivo deste estudo foi avaliar a aplicacdo de leveduras de
panificagcdo (Saccharomyces cerevisiae) no antagonismo de Fusarium graminearum
e na remocéo in vitro de ZEA. Para este propoésito, as leveduras foram isoladas de
cinco marcas comerciais de fermento biolégico (ScA, ScB, ScC, ScD e ScE). Foram
realizados testes de antibiose em meio soélido, onde discos de oito milimetros de
crescimento fungico foram depositados no centro de placas de Petri contendo agar
Sabouraud acrescido de um mililitro de diferentes concentracbes celulares de
leveduras (10°, 10°, 10’ células/mL). As placas foram incubadas durante sete dias a
25 °C. Decorrido o tempo de incubacado, o diametro do crescimento dos fungos foi
medido, e a percentagem de inibicdo do crescimento fungico foi calculada. As
alteracbes morfologicas em hifas de F. graminearum na presenca de S. cerevisiae
(ScE) foram analisadas por microscopia eletronica de varredura. Paralelamente, foi
avaliada a capacidade de detoxificacdo de zearalenona por células de S. cerevisiae
viaveis e inviaveis (tratamento térmico a 121 °C por 15 min). As células de leveduras
foram padronizadas e resuspensas em tampao fosfato salina (pH 7,4), a uma
concentracédo final de ZEA de 500 ng/mL. O ensaio foi incubado a 37 °C, 250 rpm
por 60 min. As cepas de levedura apresentaram uma taxa de inibicdo do
crescimento de F. graminearum FRS 26 de 48 a 71 %, e para F. graminearum FSP
27 de 47 a 64 %. A maior taxa de inibicdo do crescimento de F. graminearum FRS
26 ocorreu na concentracdo celular de 10’ células/mL. Para a levedura ScA a taxa
de inibicdo foi proporcional a concentracdo celular. Por outro lado, as taxas de
inibicdo do crescimento fungico das leveduras ScC, ScD e ScE nédo diferiram
estatisticamente entre as concentracdes de 10° e 10° células/mL. A maior taxa de
inibicdo do crescimento de F. graminearum FSP 27 também ocorreu na
concentracdo de 10’ células/mL, mas ndo houve diferenca estatistica entre as
diferentes concentragdes celulares de ScA, ScC e ScE. As micrografias eletronicas
revelaram algumas alteracdes morfolégicas em hifas de F. graminearum FSP 27,
como hifas mais finas e um material extracelular envolvendo as hifas,
assemelhando-se a um biofilme. Entretanto, ndo foram observadas alteracdes
estruturais em hifas de F. graminearum FRS 26, indicando que o provavel
mecanismo antagbnico envolvido na antibiose de F. graminearum é a competicao
por nutrientes. A remogéo de ZEA in vitro por células viaveis de leveduras variou de
67 (SCE) a 76 % (ScD) ndo havendo diferenca estatistica entre as diferentes
leveduras avaliadas pelo teste de Tukey (p > 0.05). As células inviaveis de leveduras



apresentaram uma remocdo de zearalenona de 78 (ScE) a 86 % (ScD).
Comparando a remocao de ZEA (%) pela mesma cepa de S. cerevisiae, as células
inviaveis das cepas ScC e ScD apresentaram maior capacidade de remocéo do que
as células viaveis (p < 0,05). Outras cepas ndo apresentaram diferenca significativa
(p > 0,05) na média de remocdo de ZEA (%) entre as células viaveis e células
inativadas pelo calor. O presente estudo mostrou que leveduras de panificacao
podem inibir o crescimento de Fusarium graminearum, sendo a competicdo por
nutrientes o provavel mecanismo envolvido no efeito antagonista. Todas as cepas de
Saccharomyces cerevisiae testadas apresentaram potencial para a remocao in vitro
de ZEA. Saccharomyces cerevisiae € Generally Recognized as Safe (GRAS),
portanto, ndo ha risco de sua aplicacdo na alimentacdo humana e animal. Podem
ser aplicadas na inibicdo do crescimento fungico ou serem incluidas como um novo
produto em racdes, reduzindo as perdas econdmicas e minimizando o risco de ZEA
entrar na alimentagdo humana por carry-over.

Palavras-chave: Antagonismo. Remoc¢ao. Saccharomyces cerevisiae. Micotoxina.



Oliveira, Andressa Jacqueline de. Baker's yeast application in Fusarium
graminearum antibiosis and zearalenone detoxification. 2016. 76 p. Dissertation
(Master in Biotechnology) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina 2016.

ABSTRACT

Zearalenone (ZEA) is a toxic secondary metabolite (mycotoxin), produced mainly by
Fusarium graminearum, commonly detected in wheat and corn. ZEA toxicological
effects are related to their estrogenic properties especially in swine. ZEA is
thermostable and is not eliminated during industrial processing then remain in the
feed. Control methods for mycotoxin contamination are applied at the pre-harvest,
which involve fungal growth inhibition or use of detoxification methods at post-harvest
stage. The objective of this study was to evaluate the baker's yeast (Saccharomyces
cerevisiae) application in Fusarium graminearum antagonism and in vitro ZEA
removal. For this purpose, the yeasts were isolated from five commercial brands of
biological yeast (ScA, ScB, ScC, ScD and ScE). Antibiosis tests were performed on
solid medium, an eight millimeters plug of fungal growth were placed on the center of
Petri dishes containing Sabouraud agar added by one milliliter of different yeast cell
concentrations (10°, 10°, 10’ cells/ml). The plates were incubated for seven days at
25 °C. After the incubation time, the diameter of fungal growth was measured, and
the percentage of growth inhibition was calculated. Morphological changes in F.
graminearum hyphae in the presence of S. cerevisiae (ScE) were analyzed by
scanning electron microscopy. In parallel, in vitro ZEA detoxification ability of viable
and unviable (heat treatment at 121 °C for 15 min) S. cerevisiae strains was
evaluated. The yeast cells were standardized and resuspended in phosphate
buffered saline (pH 7.4), at a final ZEA concentration of 500 ng/ml. The assay was
incubated at 37 °C, 250 rpm for 60 min. The yeast strains showed inhibition rates for
F. graminearum FRS 26 growth ranging from 48 to 71 %, and for F. graminearum
FSP 27 growth from 47 to 64 %. The highest inhibition rates for F. graminearum FRS
26 growth occurred in 107 cells/ml cell concentration. For ScA the inhibition rate was
proportional to cell concentration. On the other hand, fungal growth Inhibition rates
for ScC, ScD and ScE yeast strains did not differ statistically between the
concentrations of 10° and 10° cells/ml. The highest inhibition rate of F. graminearum
FSP 27 growth also occurred at a concentration of 10 cells/ml, but there was no
statistical difference between the different cell concentrations for ScA, ScC and ScE.
Scanning electron micrographs showed some morphological changes in F.
graminearum FSP 27 hyphae, such as thinner hyphae and an extracellular material
around the hyphae resembling a biofilm. However, no structural changes were
observed in F. graminearum FRS 26 hyphae, indicating that the probable
antagonistic mechanism involved in F. graminearum antibiosis is the competition for
nutrients. In vitro ZEA removal for viable yeast cells ranged from 67 (ScE) to 76 %
(ScD) with no statistical difference among the different yeasts evaluated by the Tukey
test (p > 0.05). The unviable yeast cells showed a zearalenone removal ranging from
78 (ScE) to 86 % (ScD). Comparing the ZEA removal (%) by the same S. cerevisiae
strain, unviable cells of ScC and ScD strains showed higher ability (p < 0.05) than the
viable cells. Other strains showed no significant difference (p > 0.05) in mean ZEA
removal (%) between viable and heat inactivated cells. This study showed that yeast
strains isolated from baker's yeast can inhibit the growth of Fusarium graminearum



and competition for nutrients was probably the major mechanism involved in
antagonistic effect. All the Saccharomyces cerevisiae strains tested showed potential
for in vitro ZEA removal. Saccharomyces cerevisiae is Generally Recognized as Safe
(GRAS), therefore there is no risk for its application in food and feed. They can be
applied for fungal growth inhibition or can be included in a new product for animal
feed, reducing economic losses and minimizing risk of ZEA carry-over to human
food.

Key Words: Antagonism. Removal. Saccharomyces cerevisiae. Mycotoxin.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é o quarto maior produtor mundial de carne suina,
representando 3,3 % da producdo mundial. O Parani é o Estado brasileiro com
maior rebanho suino, representando 16,9 % do total nacional (SEAB, 2015b). No
Brasil, aproximadamente 60 % da producdo de milho é destinada a producédo de
racdes para suinos e aves (ABIMILHO, 2015). O Brasil é o terceiro maior produtor
mundial de milho, com uma producdo de 84,8 milhdes de toneladas na safra
2014/15. O Estado do Parand € o segundo maior produtor nacional de milho,
representando 20 % da producéo nacional (16 milhdes de toneladas) (SEAB 2015a,;
CONAB, 2016).

Devido a sua alta qualidade nutricional, o milho é suscetivel ao
desenvolvimento de fungos toxigénicos, produtores de metabdlitos secundarios
toxicos denominados micotoxinas. As micotoxinas constituem um grupo diverso de
compostos organicos de baixa massa molecular (MOLINA-MOLINA et al., 2014;
TATAY et al., 2014).

As espécies produtoras de micotoxinas do género Fusarium spp estao
presentes em todas as zonas climaticas. Fusarium graminearum é um importante
fitopatdgeno, que reduz a produtividade da cultura afetando diretamente os
agricultores, além de produzir uma variedade de micotoxinas, que sdo facilmente
transferidos para racdes destinadas a alimentacdo animal ou produtos destinados a
alimentacdo humana. A contaminacdo de grdos por micotoxinas pode levar a
rejeicdo ou a desclassificacdo de graos no mercado, resultando em perda indireta
(GLENN, 2007; HUSSEIN, BRASEL, 2001; PLACINTA, D'MELLO, MACDONALD,
1999; GENG et al., 2014).

Zearalenona (ZEA), uma lactona do acido B-resorcilico, é produzida
principalmente por Fusarium graminearum, comumente detectada em trigo e milho.
A toxicidade de zearalenona e de seus metabolitos esta relacionada com suas
propriedades estrogénicas tais como infertilidade, vulvovaginite e prolapso retal e
vaginal em suinos (KUIPER et al., 1998; MARIN et al., 2013).

ZEA é termoestavel e pode resistir ao processamento industrial,
persistindo no produto final (alimentos ou racdes) (NURYONO et al., 2005;
ALMEIDA et al., 2011; QUEIROZ et al., 2012; ALDANA et al., 2014; IQBAL et al.,
2014b; IQBAL et al., 2014a).



13

Existem medidas preventivas de contaminacdo fungica pré e pos-
colheita (IAMANAK, OLIVEIRA, TANIWAKI, et al., 2010). A aplicacédo de fungicidas
€ uma das principais estratégias pré-colheita, no entanto sua utilizacdo pode ser
prejudicial ao meio ambiente e & salude humana e animal (MEDEIROS et al., 2012).
Portanto o controle biolégico € uma alternativa atraente para a minimizacdo da
contaminagcao de micotoxinas de forma eficiente e segura, mantendo a qualidade da
alimentagcdo humana e animal (ALTALHI, 2007).

As leveduras sao capazes de sintetizar e excretar compostos
antimicrobianos proteicos capazes de atuar na inibicdo do crescimento de
organismos da mesma espécie ou de espécies distintas (LOWES et al., 2000;
POLONELLI et al., 1983). Diversos autores relataram a utilizacdo de leveduras na
inibicdo do crescimento de F. graminearum (ARMANDO et al., 2013), Aspergillus
carbonarius (KAPETANAKOU et al., 2012), Botrytis cinerea (NALLY et al, 2012) e F.
fujikuroi (MATIC et al., 2014).

Uma medida poés-colheita de reducao na contaminag¢do de micotoxinas
consiste na detoxificagdo de cereais contaminados (ZINEDINE et al., 2007).
Diversos autores demonstraram o potencial da utilizacdo de células de leveduras
(ARMANDO et al., 2012), ou produtos derivados (FREIMUND, SAUTER, RYS, 2003;
FRUHAUF et al., 2012; BORDINI et al., 2014), na detoxificagdo de micotoxinas.

Considerando a importancia econdmica do milho, e os riscos que a
zearalenona apresenta a saude humana e animal, o presente trabalho avaliou o
potencial de leveduras isoladas de fermento biolégico comercial na antibiose de

Fusarium graminearum e na detoxificag&o in vitro de zearalenona.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi avaliar a aplicacéo de leveduras, utilizadas
na panificagdo, como agentes antagonistas de Fusarium graminearum e sua

capacidade na detoxificac&o in vitro de zearalenona.

2.1.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos do presente trabalho foram:
- Isolar leveduras Saccharomyces cerevisiae de diferentes
marcas de fermento bioldgico utilizados na panificacéo.
- Avaliar a capacidade de antagonismo de leveduras de
panificacdo frente a Fusarium graminearum;
- Avaliar as possiveis alteracdes morfolégicas em micélios de F.
graminearum;
- Avaliar a capacidade de detoxificagcdo de zearalenona por

leveduras de panificacéo viaveis e inviaveis.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 MILHO: IMPORTANCIA ECONOMICA

Botanicamente o milho é caracterizado como monocotiledénea
pertencente a familia das gramineas (Poaceae), subfamilia Panicoideae, género Zea
e espécie Zea Mays L. O peso médio do grao é de 250 a 300 mg. A composi¢cao em
base seca é de 72 % de amido, 9,5 % proteinas e 4 % de lipideos, portanto um
alimento energético para dietas humana e animal (PAES, 2006).

O milho é uma cultura bastante disseminada no Brasil (MAGALHAES
et al. 2002). Segundo a Secretaria do Estado de Agricultura e Abastecimento -
SEAB, os maiores produtores de milho, sdo respectivamente: Estados Unidos, China
e Brasil. No ambito nacional, o Estado do Parana € o segundo maior produtor
nacional de milho, representando 20 % da producdo nacional (16 milhdes de
toneladas) (SEAB 2015a; CONAB, 2016).

No Brasil, aproximadamente 60 % da producdo de milho é destinada a
producdo de racgdes para suinos e aves (ABIMILHO, 2015). O milho é amplamente
utiizado na dieta de suinos, devido sua disponibilidade comercial e qualidade
nutricional (MARQUES et al. 2007). O Brasil, quarto maior produtor, possui uma
producao de 3,19 milhdes de toneladas de carne representando 3,3 % da producao
mundial. O rebanho nacional est4d estimado em 37.929.357 cabecas, sendo o
Parana o Estado com maior rebanho, (6.920.787 cabecas), representado 20 % do
total nacional (SEAB, 2015b).

Devido a qualidade nutricional, volume de producdo e fatores
climaticos, o milho torna-se suscetivel ao desenvolvimento de fungos toxigénicos,
que sdo responsaveis pela podriddo em raizes, colmo e espiga e deterioracdo do
grado, gerando prejuizos econdbmicos (FERROCHIO et al.,, 2013). Os principais
géneros fungicos encontrados em milho sdo Fusarium spp, Aspergillus spp e
Penicillium spp (KAWASHIMA, VALENTE-SOARES, 2006).
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3.2 Fusarium graminearum

Fusarium graminearum (teleomorfo Gibberella zeae) é um ascomiceto
responsavel pela doenca fusariose em culturas de cereais como o trigo, cevada,
arroz e aveia, bem como de podriddo de espigas e podriddo de colmo do milho
(GENG et al., 2014). Por ser um importante fitopatégeno, Fusarium graminearum
pode causar perdas econdmicas. A doenca causada por este micro-organismo reduz
a produtividade da cultura, afetando diretamente os agricultores. Fusarium
graminearum € capaz de produzir diversas toxinas, que contaminam graos e que sao
facilmente transferidas para racbes destinadas a alimentacdo animal, levando a
rejeicAio ou a desclassificacdo de grdos no mercado (PLACINTA, D'MELLO,
MACDONALD, 1999; HUSSEIN, BRASEL, 2001; GLENN, 2007; GENG et al., 2014).

F. graminearum produz esporos sexuais (ascOsporos) e assexuais
(conidios), que desempenham papéis importantes no seu desenvolvimento e sua
propagacdo (GENG et al., 2014). Os esporos (ascOsporos e conidios) sao
resistentes a condicdes de estresse ambiental, portanto os residuos -culturais
constituem a principal fonte de in6culo de F. graminearum (TRAIL, GAFFOOR,
VOGEL, 2005; OSBORNE, STEIN, 2007). Os ascosporos podem ser emitidos para a
atmosfera a partir do peritécio, macroconidios podem propagar-se por dispersao
durante a chuva e por insetos vetores. Tanto 0os ascOsporos quanto os conidios
podem ser encontrados em qualquer momento dos estagios de maturacdo das
culturas de cereais infectados (BEYER, VERREET, RAGAB, 2005; TRAIL, GAFFOOR,
VOGEL, 2005).

As espécies produtoras de micotoxinas do género Fusarium spp estédo
presentes em todas as zonas climaticas. Diversas espécies de Fusarium spp
produzem metabdlitos toxicos, incluindo a zearalenona, micotoxina estrogénica nao
esteroide (STOPA et al., 2014).

3.3 MICOTOXINAS

As micotoxinas constituem um grupo estruturalmente diverso de
compostos organicos, sintetizadas durante o metabolismo secundario de alguns
fungos filamentosos, especialmente aos pertencentes aos géneros Aspergillus spp,
Penicillum spp ou Fusarium spp. Em condicbes de temperatura e umidade
adequadas, as micotoxinas podem contaminar diversos cereais e ragoes,

representando um grave risco a saude humana e animal. As micotoxinas mais
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frequentes sdo aflatoxinas, ocratoxinas, tricotecenos, fumonisinas e zearalenona
(SWEENEY, DOBSON, 1998; TOMASEVIC-CANOVIC et al., 2003; LUONGO et al.,
2006; MOLINA-MOLINA et al., 2014; TATAY et al., 2014).

As micotoxinas podem entrar na dieta humana diretamente por meio do
consumo de cereais, e indiretamente por meio de carnes, leite e ovos de animais
gue ingerem racOes previamente contaminadas (RICHARD, 2007). A ingestdo de
alimentos contaminados com micotoxinas pode induzir efeitos agudos e cronicos. Os
efeitos agudos ocorrem apds a exposicdo Unica a uma grande concentracdo de
micotoxina, podendo levar a morte. A exposicdo a pequenas concentracdes de
micotoxinas, durante um longo periodo, pode levar a efeitos crénicos, que consistem
em efeitos teratogénicos, carcinogénicos, estrogénicos e imunossupressores. As
concentracfes de micotoxinas e seus efeitos relativos sdo dependentes da espécie,
dose relativa, e fase de vida em que a toxina é ingerida (TOMASEVIC-CANOVIC et
al., 2003; ZAIN, 2011).

Uma Unica espécie de fungo toxigénico € capaz de produzir um ou
mais tipos de micotoxina, e uma micotoxina especifica pode ser produzida por uma
ou mais espécies de fungos. Entretanto, nem todas as espécies fungicas e nem
todos os metabdlitos secundarios sao toxicos (HUSSEIN, BRASEL, 2001).

3.3.1 Zearalenona

Descrita quimicamente como uma lactona de &cido B-resorcilico, a
zearalenona (ZEA) é uma micotoxina estrogénica, biossintetizada por diversas
espécies de Fusarium spp, particularmente por Fusarium graminearum, F.
culmorum, F. cerealis, F. equiseti, F. verticillioides e F. incarnatum (MARIN et al.,
2013). Estas espécies de Fusarium spp sao encontradas no solo de paises de clima
temperado e quente, sendo contaminante frequente de culturas de cereais em todo
o0 mundo (ZINEDINE et al., 2007; MOLINA-MOLINA et al., 2014).

A contaminagé&o por ZEA ocorre principalmente no campo, entretanto, a
producdo da micotoxina pode também ocorrer durante 0 armazenamento
inadequado. ZEA é comumente detectada em diversos cereais, com a maior
concentracdo em trigo, milho e seus derivados (ZATECKA et al., 2014; GENG et al.,
2014).
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3.3.1.1 Propriedades fisico-quimicas

A zearalenona (Figura 1) pode ser descrita quimicamente como lactona
do é&cido 6-(10 hidroxi-60oxo-trans-1-undecenilo) B-resorcilico. O nome de
zearalenona € derivado da combinacédo: “zea” de G. zeae; “ral” lactona do acido
resorcilico; “eno” para a presenca de duplas ligagdes em C-10 a C-2; e “ona” para a
C-60-cetona (ZINEDINE et al., 2007). Possui formula molecular CigH2,05 € um
composto cristalino branco com ponto de fusdo de 164 - 165 °C. O maximo de
absorcao de UV em metanol ocorre a 236, 274 e 316 nm, a fluorescéncia maxima
ocorre em etanol sobre irradiacdo a 314 nm, com emissdao a 450 nm. Apresenta
solubilidade em &gua 0,002 g / 100 mL; possui ligeira solubilidade em n-hexano e
progressiva solubilidade em benzeno, acetonitrila, cloreto de metileno, metanol,
etanol e acetona. Possui estabilidade térmica (sem alteracdes de concentracdo apos
aquecimento a 150 °C durante 44 horas) (KUIPER-GODMAN, SCOTT, WATANABE,
1987).

Figura 1: Estrutura quimica da zearalenona e seus derivados: (a) zearalenona (b) a-
zearalenol , (c) B-zearalenol), (d) zearalanona, (e) a-zearalanol e (f) B-zearalanol.

a

Fonte: Zinedine et al. (2007).
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3.3.1.2 Biossintese

A estrutura quimica da zearalenona apresenta uma por¢cdo nao
reduzida de policetideo, sintetizado por meio de reacdes de condensacéao catalisada
por uma policetideo sintase ndo redutora. Inicialmente, cinco unidades de malonil-
CoA sédo condensadas em um hexacetidio. Em seguida, outra policetideo sintase
(FgPKS13) adiciona 3 unidades de malonil-CoA resultando em um nonacetideo.
Este nonacetideo é submetido a duas reac¢des de ciclizacado, resultando na formacao
de um anel aromatico e uma estrutura de anel macrolideo, com uma ligacado de
lactona. A conversdo final de zearalenol em zearalenona é catalisada por uma
oxidase de alcool isoamilico (ZEB1), que converte o macrolideo ligado a um grupo
cetona (KIM, LEE, JIM, 2005; GAFFOOR, TRAIL, 2006).

Figura 2: Biossintese de zearalenona.

-+ 8 X Malonil CoA
-CoA

.
¢

ZEA

Fonte: adaptado de Kim, Lee, Jim (2005).

3.3.1.3 Mecanismo de acao, biotransformacéo e efeitos toxicoldgicos

A toxicidade de ZEA e os seus metabdlitos esta relacionada com suas
propriedades estrogénicas, devido a sua estrutura ser similar a hormonios

estrogénios de ocorréncia natural, como estradiol, estrona e estriol (MIKSICEK,
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1994; KUIPER et al., 1998). Ap6s administracao oral, ZEA é rapidamente absorvida
(80 — 85 %), sendo possivel detectar ZEA, ou seus produtos de degradacao (Figura
3), 30 minutos ap0s a ingestdo, ligada a globulinas como horménios sexuais
(OLSEN et al.,1987; BIEHL et al., 1993), As manifestacfes especificas de ZEA séo
dependentes da espécie, dose relativa, e fase de vida em que a zearalenona &
ingerida( ZATECKA et al., 2014).

Figura 3: Biotransformagao da zearalenona.
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Fonte: adaptado de Duca et al. (2010).

O metabolismo de zearalenona pode ocorrer através de trés
mecanismos (Figura 3) (DUCA et al., 2010):

- Enzimas monooxigenases convertem zearalenona em uma forma
hidroxilada (carbono 8). Os citocromos capazes de realizarem esta reagao Sao:
citocromo humano P450 (CYP), CYP3A4 e CYP2C8 (BRAVIN et al.,, 2009;
PFEIFFER, HEYTING, METZLER, 2007);

- Desidrogenases Hidroxiesteréide convertem ZEA por reducdo da

cetona presente no carbono 7 em dois metabdlitos estereocisébmeros: a-zearalenol e
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B-zearalenol, que podem ser reduzidos a a-zearalanol e B-zearalanol através da
reducao da dupla ligacéo entre os carbonos 11 e 12;

- Conjugacdo com &cido glucurénico catalisada pela uridina difosfato
glicuronil transferase (UDPGTS), sendo posteriormente eliminada pela urina (DUCA
et al., 2010).

Estudos com zearalenona marcada radioativamente em camundongos
detectaram ZEA em tecidos alvos de estrogénio, tais como Utero, células intersticiais
dos testiculos e foliculos do ovario. Marcadores radioativos também foram
encontrados em tecido adiposo, indicando que o armazenamento no tecido adiposo
pode ocorrer (KUIPER-GODMAN, SCOTT, WATANABE, 1987).

Micotoxicoses causadas por ZEA estdo relacionadas com efeitos
estrogénicos, infertilidade, reducédo dos niveis de testosterona no soro, reducao de
esperma e mudanca nos niveis de progesterona (SHIER et al., 2001). O
metabolismo de zearalenona pode ocorrer no figado, sendo observada a sua
capacidade de inducdo de lesBes hepéaticas com posterior desenvolvimento de
carcinoma hepatocelular e alteracbes em parametros enzimaticos em ratos
(MAAROUFI et al., 1996).

Collins, Sprando, Black (2006) estudaram o efeito de ZEA na dieta de
ratos fémeas Sprague-Dawley gravidas. Doses de ZEA de 0, 1, 2, 4 ou 8 mg / kg
corporal foram administradas diariamente. Foram observados desenvolvimento
tardio e reducdo de peso fetal em todos os tratamentos. Nesse estudo, os autores
concluiram que ZEA é téxica para o sistema reprodutivo, resultando em aumento do
Utero, alteracdes no trato reprodutivo, reducdo da ninhada, diminuicdo da fertilidade
e alteracdes nos niveis de progesterona e estradiol nos animais.

Stopa et al. (2014) avaliaram o efeito de exposicdo a longo prazo a
doses de ZEA na histologia uterina de cadelas pré-puberes. Foram administradas
doses de ZEA de 50 pg/kg e 75 pg/kg de peso corporal durante 42 dias. Os
resultados do estudo indicaram que a exposi¢cao a doses baixas de ZEA, 100 % e
150 % do NOAEL (No Observable Adverse Effect Level) provoca a hiperplasia
glandular do endométrio simples acompanhado angiogénese e vasodilatacdo com
consequéncias relacionadas.

Zatecka et al. (2014) avaliaram a exposicado de ratos machos a duas
concentracbes de ZEA dissolvida em agua potavel (150 ug/L e 0,15 pg/L). Os
resultados apontaram diminuicdo da concentracdo de espermatozoéides (em 40 %),
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aumento do numero de espermatozoéides morfologicamente anormais e aumento de
espermatozoides apoptoticos.

Os suinos sdo os animais mais sensiveis aos efeitos toxicos de ZEA,
podendo ocorrer hiperestrogenismo em doses acima de 1 ug/g de ZEA na dieta
(BENNETT, KLICH, 2003). Matrizes suinas prenhas foram submetidas a uma dieta
contendo 4,42 mg DON e 0,05 mg ZEA por kg de ragdo entre o 35° e 70° dia de
gestacdo. Foram analisadas amostras do baco e do figado dos fetos e das matrizes,
ndo sendo visualizadas alteragbes macroscopicas. Foi observada uma alta
concentracédo de Fe** no baco das matrizes, aumento do contetido de glicogénio e
mudancas na arquitetura de mitocondrias no figado dos fetos, indicando que ZEA
pode ser transferida via placenta (TIEMANN et al., 2008).

Marin et al. (2010) investigaram os efeitos de ZEA e seus metabdlitos
(a-zearalenol, B-zearalenol e zearalenona) nas funcdes de neutrdfilos isolados de
amostras de sangue de suinos. As concentracdes de toxinas necessarias para inibir
em 50 % a viabilidade de neutréfilos foram: 73,4 mM para ZEA; 59,0 mM para a-
zearalenol; 56,8 mM de [-zearalenol e 53,1 mM para zearalanona. Os resultados
indicaram que ZEA era menos toxica que seus metabdlitos.

Taranu et al. (2015) estudaram as alteragbes moleculares que ocorrem
quando o intestino de suinos € exposto a ZEA. Para o estudo, foram utilizadas
células epiteliais de suino (IPEC-1) tratadas com 10 mM de ZEA durante 24 horas. A
concentracdo de ZEA avaliada ndo afetou a viabilidade das células, mas pode
aumentar a expressao de receptores Toll (TLR1-10) e de certas citocinas envolvidas
na inflamacao. Foi observado o aumento da regulacéo do gene CD97 e a regulagao
de genes supressores de tumor (DKK1, PCDH11X e TC531386), demonstrando o
potencial carcinogénico de ZEA.

ZEA compete com 17 B-estradiol, ligando-se a receptores estrogénicos
humanos desencadeando processos transcricionais (MIKSICEK, 1994). Zearalenona
também apresenta sérios riscos a saude humana. A ingestdo de alimentos
contaminados com ZEA pode causar hiperestrogenismo em mulheres, diminuicdo da
libido, ndo ovulacao, infertilidade e lesGes neoplasicas em todo o sistema reprodutor
(SHIER et al., 2001).

Um estudo realizado na Polénia com o objetivo de demonstrar a
presenca de ZEA no soro de mulheres com lesdes neoplasicas do sistema

reprodutivo demonstrou que 13,5 % dos casos registrados apresentaram resultados
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positivos, indicando a presenca desta toxina em conjunto com o seu derivado a-
zearalenol (GAJECKI et al., 2004). Rubert et al. (2014) avaliaram 35 amostras de
leite  materno humano com o propédsito de investigar a contaminacdo por
micotoxinas. ZEA foi detectada em 13 amostras (37 %) e as concentracdes variaram
de 2,1 a 14,3 ng/mL.

Huuskonen, Auriola, Pasanen (2015) relataram que células da placenta
humana (JEG-3) s&do capazes de metabolizar in vitro ZEA e zearalenol em
metabolitos que possuem maior afinidade com os receptores de estrogénio. Estes
metabolitos podem agir na sinalizacéao fisiologica da placenta, levando a interrupcao

do progresso da gestacao.
3.3.1.4 Limites maximos e ocorréncia de contaminacao de ZEA em alimentos

A ZEA é um contaminante comum de milho, podendo contaminar
também cevada, aveia, trigo, sorgo, milheto, arroz, soja e seus derivados como
farinhas, malte, cerveja, silagem de milho e farinha de soja. A legislagao brasileira
(Resolucdo N° 7, de 18 de fevereiro de 2011) estabelece limites maximos de
contaminacdo de zearalenona (Tabela 1). A Unido Europeia determina o teor
méaximo de zearalenona através do REGULAMENTO N.° 1126/2007 de 28 de
Setembro de 2007.

Diversos autores relataram a ocorréncia de ZEA em amostras de
cereais e derivados destinados a alimentacdo humana e animal. Na regidao de
Yogyakarta, na Indonésia, um estudo mostrou que 36 % de 89 amostras de milho e
derivados apresentaram contaminagao por zearalenona, variando de 5,5 - 526 pg/kg
(NURYONO et al., 2005). Outro estudo realizado em Tlaxcala, México, mostrou que
70 % das 24 amostras de milho destinado a alimentacdo humana, apresentaram
concentracdo de ZEA, que variou de 3,25 - 83,63 ug/kg (BRIONES-REYES,
GOMEZ-MARTINEZ, CUEVA-ROLON, 2007).

Cervero et al. (2007) avaliaram 25 amostras de alimentos a base de
milho nos mercados de Valéncia, Espanha, e relataram que 44 % das amostras
foram positivas para ZEA, sendo a maior concentracdo detectada em amostras de
snack de milho frito (216 pg/kg). Em outro estudo realizado na Espanha, na
comunidade da Catalunha, as concentracées maximas de ZEA em pao fatiado (20,9
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ug/kg) e salgadinhos de milho (22,8 pg/kg) foram inferiores aos limites maximos
estabelecidos (50 pg/kg) pela Unido Européia (CANO-SANCHO et al., 2012).

Tabela 1: Limites maximos de zearalenona permitidos segundo Resolucédo N° 7, de
18 de fevereiro de 2011.

Produto pa/kg

Alimentos a base de cereais para alimentacao infantil (lactentes e

criancas de primeira infancia) 20
Farinha de trigo, massas, crackers e produtos de panificacdo, cereais e 100
produtos de cereais exceto trigo incluindo cevada malteada.

Arroz beneficiado e derivados 100
Milho de pipoca, canjiquinha, canjica, produtos e subprodutos a base de 150
milho.

Trigo integral, farinha de trigo integral, farelo de trigo. 200
Arroz integral 400
Milho em gréo e trigo para posterior processamento 400
Farelo de arroz. 600

Fonte: BRASIL (2011)

Almeida et al. (2011) analisaram 277 amostras de ragdes destinadas a
alimentacédo de suinos de engorda em Portugal, e detectaram ZEA em 24,9 % das
amostras com concentracdes variando de 5 a 73 ug/kg. Das 127 amostras de racdes
destinadas a alimentagdo de marrds (suinos fémea antes da primeira cria), 29,9 %
foram positivas para ZEA (5 - 57,7 pg/kg). Aldana et al. (2014) avaliaram 48
amostras de farinhas (trigo, milho e mixes de ambos), coletadas em supermercados
de Coimbra (Portugal) e Utrecht (Holanda). Dentre as amostras avaliadas, 37,5 %
apresentaram contaminacéo por ZEA. A maior incidéncia de contaminacéo por ZEA
foi detectada em farinha de milho (intervalo de 5,9 — 111,7 pg/kg).

Igbal et al. (2014a) coletaram um total de 147 produtos derivados de
trigo (massas), de diferentes marcas, adquiridos em diferentes estabelecimentos da
cidade de Punjab, Paquistdo. Destas, 30 amostras apresentaram contaminacao de
zearalenona superior a 20 pg/kg (limite admissivel pela Unido Europeia para
alimentacéo de lactantes e criangas de primeira infancia). Em outro trabalho Igbal et

al. (2014b) avaliaram 237 amostras de cereais matinais, onde 53 % das amostras
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estavam contaminadas com zearalenona e 19 amostras estavam com contaminagao
superior a 50 pg/kg.

Sassahara, Yanaka, Netto (2003) avaliaram a ocorréncia de ZEA em
189 amostras de alimentos fornecidos a bovinos leiteiros na regido norte do Estado
do Parand, Brasil, sendo 32 (16,9 %) amostras positivas e acima do limite de 200
mg/Kg. Oliveira et al. (2006) coletaram 480 amostras de racfes avicolas no Estado
do Rio de Janeiro — Brasil e detectaram ZEA em 77,1 % das amostras, com niveis
de ZEA variando de 0,1 a 7 pg/g. Queiroz et al. (2012) avaliaram zearalenona em
40 amostras milho destinadas a alimentacdo animal, armazenadas por agricultores
familiares da regido Central de Minas Gerais. ZEA foi detectada em 38 amostras,
sendo a concentragdo méxima detectada de 99 ug/kg. Tralamazza et al. ( 2016)
coletaram 150 amostras de trigo récem-colhido em trés estados brasileiros (Sao
Paulo, Parana e Rio Grande do Sul). A frequéncia de ZEA variou entre as regioes,
as amostras de trigo do Rio Grande do Sul (84 %) e Sao Paulo (12 %) apresentarm
concentracbes médias de 70,9 e 57,9 pg/kg, enquanto que ZEA néo foi detectada

nas amostras do Parana.

3.4 ESTRATEGIAS PARA A MINIMIZACAO DA CONTAMINACAO DE
ZEARALENONA

Estratégias que auxiliem na minimizagdo da contaminacdo de
micotoxinas devem ser adotadas nos estagios de pré-colheita, durante a colheita,
transporte, estocagem e processamento do produto (JOUANY, 2007; IAMANAKA,
OLIVEIRA, TANIWAKI, 2010).

Uma das principais estratégias de controle da contaminacao pré-
colheita € a aplicacdo de fungicidas, entretanto sua utilizacdo pode ser prejudicial a
saude humana e animal e ao meio ambiente. Com a crescente demanda por
produtos isentos de substancias sintéticas, surge a necessidade do desenvolvimento
de tecnologias mais limpas e seguras (LIU et al., 2011; MEDEIROS et al., 2012). O
controle biologico de doencas pré e poés-colheita, € uma alternativa eficiente e
segura para a reducdo de contaminacdo de micotoxinas em alimentos (ALTALHI,
2007; CHANCHAICHAOVIVAT, RUENWONGSA, PANIJPAN, 2007).

Devido as perdas econdmicas, o impacto a saude humana e animal

gerado por zearalenona, diversos autores avaliaram métodos fisicos, quimicos e
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biolégicos de detoxificacdio de alimentos contaminados (BATA, LASZTITY, 1999;
FANDOHAN et al., 2005; JOUANY, 2007; ZINEDINE et al., 2007). A utilizacdo de
adsorventes como aditivos na alimentacédo animal, reduz o risco de micotoxicoses e
minimiza o carry-over de micotoxina em produtos de origem animal (SABATER-
VILLAR et al., 2007).

3.4.1 Potencial antagonista de leveduras frente a fungos toxigénicos

Diversos micro-organismos com atividade antimicrobiana vém sendo
isolados, identificados e testados. Os mecanismos de atividade antimicrobiana
incluem: antibiose, competicdo, parasitismo e producdo de substancia extracelular
(SCHISLER et al., 2015; KOHL et al., 2015).

As leveduras s&o capazes de produzir compostos proteicos,
extracelulares, com atividade antimicrobiana, denominados toxinas Kkiller. A
capacidade de sintese de toxina killer representa uma vantagem seletiva entre
espécies competidoras em um mesmo habitat (SATO, PASTORE, PARK, 1993). O
fenbmeno killer é observado em muitos géneros de leveduras, como
Sacchamomyces spp, Candida spp, Cryptococcus spp, Debaryomyces spp,
Hanseniaspora spp, Kluyveromyces spp, Pichia spp, Williopsis spp,
Zygosacchoromyces spp, Hansenula spp, Kloeckera spp, Metschnikowia spp,
Rhodothorula spp, Schwanniomyces spp, Torulopsis spp, Ustilago spp e
Zigowillopsis spp (CHEN et al., 2000).

Uma toxina Killer obtida a partir da levedura Mrakia frigida 2E00797
(isolada de sedimentos do mar na Antartida) foi purificada e caracterizada. A toxina
killer purificada possui massa molecular de 55,6 kDa, com atividade killer 6tima em
pH 4,5 e a temperatura de 16 °C. Das oito espécies de leveduras testadas no
referido estudo, a toxina Killer foi capaz de inibir Metschnikowia bicuspidata, Candida
tropicalis e Candida albicans (LIU et al., 2012). Villalba et al. (2016) caracterizaram
parcialmente uma toxina killer (TAKT) produzida por T. delbrueckii NPCC 1033. A
toxina TAKT apresentou massa molecular inferior a 30 kDa, e atividade enziméatica
de quitinase e glucanase. A atividade o6tima killer foi estavel em pH 4,2 e 4,8 sendo

inativada em temperaturas superiores a 40 °C.
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Vérios pesquisadores relataram a utilizacao de leveduras na inibicdo do
crescimento de fungos, sendo a competicdo por nutrientes o provavel mecanismo
envolvido no antagonismo de fungos filamentosos (ARMANDO et al., 2013).

Korres et al. (2011) avaliaram o potencial de inibicdo de Candida krusei
BTO0701, e Kloeckera apis BT0703 frente a dois isolados de Fusarium guttiforme, um
isolado de F. guttiforme (E-261) resistente a benzimidazol e outro isolado suscetivel
(E-203). Candida krusei BT0701 inibiu 75,8 % do crescimento de F. guttiforme E-
261, e 75,3 % de inibicdo para F. guttiforme E-203. Kloeckera apis BT0703
apresentou 41,4 % de inibicdo de F. guttiforme E-261 e inibicdo de 47,9 % para F.
guttiforme E-203.

Kapetanakou et al. (2012) demonstraram que o crescimento de A.
carbonarius foi inibido de acordo com os niveis relativos de inoculacdo de leveduras
e fungo: 10° UFC/mL 10? esporos/mL (61 — 93 %) > 10° UFC/mL 10° esporos/mL (49
— 85 %) > 10% UFC /mL 10° esporos/mL (0 — 48 %).

Nally et al. (2012) isolaram 225 leveduras de trés ambientes de
viniculturas no distrito de Zonda, Argentina. Desses isolados, 65 apresentaram
propriedades antagonistas in vitro contra Botrytis cinerea. Ensaios realizados in vivo
demonstraram que 16 leveduras das 65 com atividade antagonista in vitro (15 cepas
de S. cerevisiae e uma Schizosaccharomyces pombe) reduziram em 70 % ou mais o
progresso da doencga causada por Botrytis cinerea.

Armando et al. (2013) avaliaram a capacidade in vitro de duas cepas
de S. cerevisiae (RC008 e RCO016), de inibir o crescimento de F. graminearum. S.
cerevisiae RC016 inibiu completamente o crescimento de F. graminearum em todas
as condicdes testadas. S. cerevisiae RC008 foi capaz de reduzir significativamente a
taxa de crescimento de F. graminearum em pH 4 a 25 °C, porém em pH 6 néo
houve inibicdo estatisticamente significativa.

Matic et al. (2014) isolaram 66 leveduras de sementes de arroz, das
quais quatro apresentaram potencial inibitério do crescimento de Fusarium fujikuroi.
As quatro leveduras apresentaram reducdo da doenca causada por F. fujikuroi, em
plantas de arroz cultivadas em casas de vegetacdo. O tratamento das sementes de
arroz com as leveduras antagonistas reduziu o indice da doenca de 93,0 %
(controle) para 20,0 % em sementes tratadas com Pichia guilliermondii R9, e 28,5 %

em sementes tratadas com Metschnikowia pulcherrima R23.
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Schisler et al. (2015) combinaram o agente de controle biolégico
Cryptococcus flavescens OH 182,9 (NRRL Y-30216) com protioconazol (fungicida)
na inibicdo de Fusarium graminearum. Foram selecionadas as células de
Cryptococcus flavescens OH 182,9 (NRRL Y-30216) tolerantes a protioconazol. Em
testes em casa de vegetacdo, Cryptococcus flavescens OH 182,9 tolerante a
protioconazol reduziu a doenca causada por F. graminearum em 83 % em

comparacao com 36 % para a cepa néo tolerante.

3.4.2 Utilizagdo de leveduras na detoxificagdo de zearalenona

A parede celular da levedura Saccharomyces cerevisiae € constituida
de duas camadas, compostas principalmente por trés macromoléculas:
manoproteinas, glucana (um polissacarideo de B-1,3 e B-1,6 glucano) e quitina (um
polimero de (-1,4 N-acetilglicosamina), unidos por ligagbes covalentes. A
manoproteina (30 % do peso seco da parede celular) compde a camada mais
externa da parede, estando ligada covalentemente a cadeias de B-1,6-glucana.
Aproximadamente 75 % do peso seco da parede da levedura é constituida por
polissacarideos. A B-1,6-glucana (5 % do peso seco da parede celular) é uma
molécula relativamente pequena, com cerca de 140 residuos de glicose. Mais da
metade da parede celular (50 — 60 %) é formada por B-1,3-glucana, que € composta
por moléculas lineares com cerca de 1500 residuos de glicose (KOGAN, KOCHER
2007; SHETTY, JESPERSEN, 2006). O esquema da parede celular de levedura esta
representado na Figura 4.

Existem relatos da ligagcdo de diferentes micotoxinas a superficie
celular de levedura, que é atribuida as glucanas (HUWIG et al., 2001). A interacao
ZEA e B-D-glucanas ocorre por complementariedade estereoquimica, que envolve
interacBes de Van Der Waals. Os grupos hidroxil, cetona e lactona de ZEA ligam-se
através de ligagbes de hidrogénio e outras forgas moleculares estaveis, aos grupos
hidroxil da Unica hélice da estrutura (1,3)p-D-glucanas (YIANNIKOURIS et al., 20083;
YIANNIKOURIS et al., 2004).

Joannis-Cassan et al. (2011) avaliaram produtos a base de parede
celular de levedura (5 mg/mL) em diferentes concentrac¢des iniciais de aflatoxina B;
(AFB;) (0,005 a 10 pg/mL), ocratoxina (OTA) (0,005 a 10 ug/g) e ZEA (0,5 a 10

Mg/g). A adsorcdo diminuiu conforme o aumento da concentracdo inicial das
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micotoxinas. As percentagens de adsorcao variaram de 3 a 49 % AFB;, 14 a 72 %
para OTA e 11 a 68 % para ZEA.

Figura 4: Esquema da parede celular de levedura.
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Fonte: Kogan, Kocher (2007).

Armando et al. (2012) avaliaram o potencial de detoxificacdo de ZEA
por cepas de Saccharomyces cerevisiae. Em concentracdes de 1 e 5 pg/mL de ZEA,
a percentagem de ligagao variou de 48 a 87 %, enquanto que em concentracdes de
ZEA mais elevadas (20 e 50 pg/mL) a percentagem de ligagéo variou de 41 a 68 %.
O estudo demonstrou que quanto mais espessa a parede celular da levedura, maior
seria o nivel de detoxificacao.

Fruhauf et al. (2012) correlacionaram a capacidade de produtos a base
de parede celular de levedura a se ligarem a AFB; e ZEA com o conteudo de cinzas
e glucanas dos produtos. Produtos com teores superiores a 30 % de cinzas
apresentaram valores de adsorcdo de 90 % de AFB;, enquanto que produtos com
menos de 10 % de cinzas ndo excederam as taxas de adsor¢cdo de 20 %. A
eficiéncia de adsorcdo de ZEA variou entre 10 e 60 %. Produtos com contetdos de
mananoligossacarideos e [-glucanas inferiores a 10 %, apresentaram menos
eficiéncia de adsorcdo de ZEA, comparado a produtos com teores de
mananoligossacarideos e 3-glucanas superiores a 50 %.

Bordini et al. (2014) testaram o potencial de detoxificagdo de
zearalenona por uma mistura de adsorventes (carvdo ativado e parede celular de

levedura). A mistura adsorvente de parede celular de levedura/carvdo ativado de
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75:25 apresentou a maior eficiéncia de adsorgédo de ZEA (> 96,1 %). A proporcao de
87,5:12,5 (parede celular de levedura/carvao ativado) apresentou adsorcéo de 81,3-
93,7 %. A parede celular de levedura pura foi menos eficiente, apresentando
adsorcao de 55,7 - 78,1 %.

Faucet-Marquis et al. (2014) analisaram o potencial de derivados de
paredes de leveduras na detoxificacdo de ZEA e OTA. A melhor adsorcédo de ZEA
ocorreu em pH 5 (75 %), enquanto OTA s0 foi significativamente adsorvida em pH 3
(50 %).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MICRO-ORGANISMOS

4.1.1 Cepas de Fusarium graminearum

Foram utilizadas duas cepas de Fusarium graminearum (FSP 27 e FRS
26) cedidas pela Micoteca do Laboratorio de Fungos Toxigénicos e Micotoxinas do
Departamento de Microbiologia do ICB/USP. Ambas as cepas foram mantidas a 4
°C, em tubos de ensaio inclinados contendo Agar-Batata-Dextrose (BDA).

4.1.2 Isolamento e armazenamento de Saccharomyces cerevisae de fermento

biolégico comercial

As cepas de Saccharomyces cerevisiae foram isoladas de cinco
diferentes marcas de fermento bioldgico utilizados em panificacdo. Os fermentos
biolégicos foram adquiridos em mercados da cidade de Londrina — PR.

Uma aliquota de 10 g do fermento foi diluida em 90 mL de agua
peptonada estéril a 0,1 % (v/v) e submetida a diluicbes seriadas em agua peptonada
0,1 % até a diluicdo 10™°. Uma aliquota de 100 pL de cada diluicdo foi semeada em
placas de Petri estéril contendo Agar Sabouraud Dextrose com o auxilio de uma alca
de Drigalski. As placas foram incubadas a 28 °C durante 48 h. As colbnias com
caracteristicas de leveduras foram repicadas por esgotamento em 4gar Sabouraud e
em seguida incubadas a 28 °C durante 48 h.

O isolamento por meio da técnica de semeadura por esgotamento foi
realizado sucessivamente até a obtengdo de culturas puras. Para o armazenamento,
as culturas puras foram repicadas em tubos contendo agar YPD (peptona 20 g,
extrato de levedura 10 g, glucose 20 g e agar 20 g/L), incubados a 28 °C durante 48
h e armazenados a 5 °C.

As leveduras foram identificadas como ScA, ScB, ScC, ScD e ScE.,
sendo ScD isolada de fermento bioldgico fresco, e as demais isoladas de fermento

bioldgico liofilizado.

42 AVALIACAO DO POTENCIAL ANTAGONISTA DE LEVEDURAS DE
PANIFICACAO
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4.2.1 Preparo dos in6culos

Ambas as cepas de F. graminearum foram repicadas em placas de
Petri contendo BDA e incubadas a 25 °C por sete dias.

As leveduras foram repicadas em placas de Petri contendo 20 mL de
agar YPD, incubadas a 25 °C por 48 h. Uma alcada do cultivo de leveduras descrito
anteriormente, foi transferido para erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL de caldo
YPD (peptona 20 g, extrato de levedura 10 g, glucose 20 g/L), incubado a 25 °C, 150
rpm por 24 h. Decorrido o tempo de incubacdo a concentracdo celular de leveduras

foi padronizada com o auxilio de uma camara de Neubauer.
4.2.3 Avaliacao do potencial antagonista de leveduras de panificagdo em meio sélido

O potencial antagonista foi avaliado de acordo com a metodologia
descrita por Zhao et al. (2014), com modificacdes.

Discos de 8 mm de BDA contendo crescimento fungico de sete dias,
foram depositados no centro de placas de Petri, acrescidas com agar Sabouraud e
1 mL de caldo YPD contendo trés concentracdes diferentes de leveduras : 10°, 10° e
10’ células/mL. O ensaio foi realizado em triplicata.

As placas contendo levedura e fungo teste foram incubadas durante
sete dias, a 25 °C. Decorrido o tempo de incubagéo, foram medidos dois diametros
de cada colbénia, denominados D, e Dy. Depois de realizado o célculo da média do
diametro do crescimento fungico, a percentagem de inibicdo do crescimento fungico
foi calculada por meio da Formula 1, onde: Do = diametro da colénia do controle

(mm) e Dn = diametro da col6nia do tratamento (mm)

Taxa de inibicdo (%) = [(Do-Dn) / Do]x100% (Férmula 1)

4.3 AVALIACAO MICROSCOPICA DAS ALTERACOES MORFOLOGICAS DE F.

graminearum
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A avaliacdo das alteracbes morfolégicas de micélios de F.
graminearum FRS 26 e FSP 27 foi realizada com adaptacfes das metodologias
descritas por Zhao et al. (2014) e Miguel et al. (2015).

4.3.1 Cultivo da interacdo de Fusarium graminearum X levedura de panificacado

Os preparos dos pré indculos de F. graminearum e das leveduras de
panificacdo foram realizados conforme descrito no item 4.2.1 . Um disco de 8 mm de
diametro de crescimento fangico de sete dias foi inoculado em caldo batata-dextrose
acrescido com 1 mL de caldo YPD contendo 10° células/mL de levedura. O cultivo
foi incubado por 5 dias a 25 °C, 150 rpm. Decorrido o tempo de incubacéo, o cultivo
foi interrompido por centrifugacéo (9620 x g) por 15 minutos a 0 °C. A biomassa foi

lavada trés vezes com tampéao fosfato salina (PBS) 0,1 M.
4.3.2 Preparo da amostra e analise por Microscopia Eletronica de Varredura

A preparacdo para Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) foi
realizada conforme descrito por Zhao et al (2014) e Miguel et al. (2015) com
adaptacoes.

O material foi fixado em glutaraldeido 2,5 % com tampé&o fosfato (0,1
M) pH 7,2 durante 4 horas a temperatura ambiente, sendo posteriormente submetido
a trés lavagens com tampéo fosfato pH 7,2 (duracdo de 15 minutos cada). A pos-
fixacdo da amostra foi realizada em tetréxido de ésmio 1 %, sendo posteriormente
desidratada em série gradual de etanol (trés lavagens de etanol 70, 80, 90 e 100 %
com duracao de 15 minutos cada).

A amostra micelial foi seca 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 Microsystems, Liechtenstein). As alteracdes
morfolégicas de F. graminearum foram visualizadas em MEV FEI Quanta 200 do
LMEM da Universidade Estadual de Londrina.

4.4 AVALIACAO DO POTENCIAL DE DETOXIFICACAO DAS LEVEDURAS DE
PANIFICACAO
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O ensaio de detoxificacdo de zearalenona foi realizado conforme

descrito por Armando et al. (2013) e Bordini et al. (2014), com modificacfes.

4.4.1 Calibracéo do padréao de ZEA

A determinacdo da concentracdo do padrdo de ZEA foi realizada
através da metodologia de calibracdo do Instituto Adolfo Lutz (2008), utilizando um
espectrofotdmetro UV/VIS. O padrdo de ZEA foi dissolvido em 1 mL de metanol
(grau HPLC) e a absorvancia da solugéo foi determinada a 334 nm. A concentracao
foi calculada através da Formula 2:

pg de micotoxina/mL= (A x FC x MM x 1000) (Férmula 2)
E

Onde:

A = absorvancia

FC = fator de correcdo do espectrofotdmetro
MM = massa molecular de zearalenona (318)
E = absorvidade molar de zearalenona (6000)

4.4.2 Preparo das células de leveduras

4.4.2.1 Cultivo

As leveduras foram repicadas em placas de Petri, contendo 20 mL de
agar YPD, incubadas a 25 °C por 48 horas. Uma algcada do cultivo de leveduras
descrito anteriormente foi transferido para erlenmeyers de 250 mL, contendo 50 mL
de caldo YPD, incubado a 25 °C, 150 rpm por 24 h. Os cultivos foram realizados em

quadruplicata.

4.4.2.2 Preparo das células de levedura

As células foram divididas em dois grupos: células com tratamento

térmico e sem tratamento térmico. Decorrido o tempo de incubacdo uma aliquota
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das células foi autoclavada durante 15 min a 121 °C (células inviaveis), separada por
centrifugacédo (9620 x g por 15 min a 0 °C), enquanto que as células sem tratamento
foram centrifugadas para interrup¢cdo do cultivo (viaveis). Os pellets de levedura
foram resuspensos em tampao PBS (0,1 M, pH 7,4), submetidos a 3 lavagens
sucessivas com 0 mesmo tampdo e 3 lavagens com agua ultrapura estéril. Em
seguida, o pellet foi ressuspenso em agua ultrapura estéril, padronizado com o
auxilio de camara de Neubauer a uma concentracdo de 10° células/mL, em um

volume final de 25 mL.
4.4.3 Ensaio de detoxificacdo de zearalenona

A suspenséo de células descrita no item 4.4.2 foi centrifugada (9620 x
g por 15 min a 0°C) e ressuspensa em 10 mL de tamp&o PBS (pH 7,4) a uma
concentracdo de zearalenona de 500 ng/mL. O ensaio de detoxificagéo foi incubado
a 37 °C, sob agitacdo de 250 rpm, por 1 h. Decorrido o tempo de incubacao, o
ensaio foi interrompido por meio de centrifugacao (9620 x g por 15 minutos a 0 °C).

Foram realizados controles livres de leveduras. O ensaio foi realizado em duplicata.
4.4.3.1 Pré-limpeza de zearalenona

A extracdo de ZEA foi realizada de acordo com a instrucdo do
fabricante de colunas de imunoafinidade Zearalatest® WB, com adaptacbes. Uma
aliguota de 5 mL do sobrenadante do ensaio 4.4.2.2 foi diluido 1:5 com agua
ultrapura, 10 mL desta diluicdo foi aplicada a coluna de imunoafinidade com fluxo de
1-2 gotas/s, em seguida a coluna foi lavada com 10 mL de agua ultrapura (1-2
gotas/s). ZEA foi eluida com 1,5 mL de metanol grau HPLC. O eluato foi seco sob
fluxo de gas N, a 45 °C. As amostras foram acondicionadas a -20 °C para posterior

analise.
4.4.3.2 Determinacédo de zearalenona adsorvida

ZEA foi determinada de acordo com Bordini et al. (2014). As amostras
acondicionadas foram ressuspensas em 200 pL de metanol:dgua (70:30 v/v) e 20 pL

foi injetada em Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia, com sistema isocratico de
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fase reversa (bomba shimadzu LC-10 AD e detector de fluorescéncia RF-10A XL),
utilizando coluna C18 Luna 5p 100 A (4,6 x 250 mm, Phenomenex). Os
comprimentos de excitagcdo e emissédo foram 280 e 460 nm (respectivamente). A
fase movel foi constituida de metanol:dgua (70:30, v/v) com fluxo de 1 mL/mim. A
concentracdo de zearalenona adsorvida foi calculada subtraindo a concentracao
determinada nos tratamentos da concentracédo determinada no controle.

O limite de deteccéo e o limite de quantificacdo foram calculados como
3 vezes e 5 vezes 0 desvio padrao de 7 replicatas do branco de uma amostra
(INMETRO, 2007).

4.5 ANALISE ESTATISTICA

As médias das taxas de inibicdo de F. graminearun (%) foram
avaliadas estatisticamente através da andlise de variancia (ANOVA) seguido do
teste de comparacbes mdultiplas de Tukey (p < 0,05). Diferencas na remocdo ZEA
média (%) foram avaliados estatisticamente utilizando ANOVA seguido pelo teste de
comparacdes multiplas de Tukey e as diferencas na média de remocgdo ZEA (%)
entre células viaveis e inviaveis (células inativadas pelo calor) por meio do teste t (p
< 0,05).



37
5 RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados e discussao foram redigidos sob a forma de artigo

cientifico a ser submetido para publicacdo. O artigo foi redigido de acordo com as
normas do periodico Journal of Applied Microbiology.
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ARTIGO A

5.1 Baker's yeast application in Fusarium graminearum antibiosis and zearalenone

detoxification

Abstract

Aims: Considering the serious economic losses and the health hazards caused by
the natural occurrence of zearalenone (ZEA), a toxic secondary metabolite produced
by Fusarium graminearum, this study evaluated the ability of Saccharomyces
cerevisiae strains isolated from baker's yeast to inhibit fungal growth and remove
ZEA in vitro.

Methods and Results: The antagonistic effect of Saccharomyces cerevisiae strains
was evaluated against two strains of F. graminearum (FRS 26 and FSP 27) by the
agar diffusion method. In addition, the interaction between the fungi and yeast in
liquid medium was evaluated by scanning electron microscopy (SEM). The ability to
remove ZEA by viable and heat inactivated yeast cells was analyzed in vitro. All the
yeast strains tested inhibited the fungus with inhibition rates ranging from 47 to 71 %,
and were able to remove ZEA in vitro from 70 to 87 %. Electron micrographs showed
some slight morphological abnormalities caused by S. cerevisiae strains.
Conclusions: All the S. cerevisiae strains inhibited F. graminearum growth and
competition for nutrients was the probable antagonistic mechanism. In addition, yeast
strains showed potential for in vitro ZEA removal.

Significance and Impact of the Study: This study suggests potential application of
Saccharomyces cerevisiae strains isolated from baker's yeast to inhibit F.

graminearum and remove ZEA in vitro.
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decontamination.

1. Introduction

Brazil is the third largest producer of pork worldwide accounting for 3.3 % of
production. Parana state, Southern Brazil, has the largest swine herd, representing
16.9 % of the national total (SEAB 2015a). By the third quarter of 2015, Brazil
exported 355.822 tons of fresh pork, and the largest exporting states were: Santa
Catarina, Rio Grande do Sul and Parana. The main importing countries were Russia
(55.6 %), Hong Kong (15.3 %) and Angola (6.7 %) (Brazil 2015).

In Brazil, approximately 60 % of corn production is intended for feed
production for swine and poultry (ABIMILHO, 2015). Corn production was 84.4 million
tons in the 2014/2015 harvest season, ranking Brazil as the third largest corn
producer in the world. Parana State is the second main corn producer accounting for
20 % (16 million tons) of national production (SEAB 2014; SEAB 2015b; CONAB
2016).

Because of the nutritional quality corn becomes a good substratum for
development of toxigenic fungi, producers of toxic secondary metabolites
(mycotoxins) (Ferrochio et al. 2013). Zearalenone (ZEA), a lactone of B-resorcylic
acid, is a mycotoxin produced mainly by Fusarium graminearum commonly detected
in wheat and corn. The toxicity of ZEA and its metabolites is related to their
estrogenic properties such as infertility, vulvovaginitis and rectal and vaginal prolapse

in swine (Kuiper et al. 1998; Marin et al. 2013).
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The main control strategy for minimizing pre-harvest mycotoxin contamination
is fungicide application, but its use can be hazardous to human and animal health
and to environment. The increasing demand for pesticide free agricultural products
require cleaner and safer technologies (Liu et al. 2011; Medeiros et al. 2012).
Biological control of pre and post-harvest diseases is an effective and safe alternative
for minimizing mycotoxins in food production chain (Altalhi 2007; Chanchaichaovivat
et al. 2007).

Yeasts can produce extracellular compounds with antimicrobial activity called
"killer" toxins (Chanchaichaovivat et al. 2007, Medeiros et al. 2012), but the most
probable mechanism involved in biological control of filamentous fungi is competition
for nutrients and space (Cavaglieri et al. 2004). Several studies have shown the
potential of yeasts to inhibit fungal growth such as Aspergillus carbonarius
(Kapetanakou et al. 2012), Botrytis cinerea (Nally et al. 2012), Fusarium
graminearum (Armando et al. 2013) and F. fujikuroi (Matic et al. 2014).

A post-harvest approach to minimize mycotoxin contamination is detoxification
of contaminated cereals (Zinedine et al. 2007). The use of adsorbents as additives in
animal feed reduces the risk of mycotoxicosis and minimizes carry-over of
mycotoxins in products of animal origin (meat, eggs and milk) (Sabater-Villar et al.
2007).

Several authors have reported the application of yeasts in the detoxification of
ZEA, ochratoxin A and aflatoxin B; (Joannis-Cassan et al. 2011; Fruhauf et al. 2012;
Faucet-Marquis et al. 2014). The cell wall of Saccharomyces cerevisiae has an inner
layer constituted by B-D-glucans and chitin, with an outer layer formed by heavily
glycosylated mannoproteins. The mannoprotein and glucan provide numerous

binding sites readily accessible with different connection mechanisms, such as
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hydrogen bonds, hydrophobic or ionic interactions (Huwig et al. 2001, Yiannikouris et
al. 2004).

Considering the potential of yeasts, especially Saccharomyces cerevisiae, as
well as the demand for pesticide-free products, the aim of this study was to isolate
baker's yeast and evaluate their application in Fusarium graminearum antibiosis and

their ability for ZEA removal.

2. Materials and Methods

2.1 Yeast and fungal strains

Saccharomyces cerevisiae strains were obtained from fresh baker's yeast,
acquired at Londrina markets, Parana, Brazil. A total of five yeast strains were
obtained, denominated ScA, ScB, ScC, ScD e ScE.

Two strains of Fusarium graminearum (FSP 27 and FRS 26) used as fungal
test were provided by the Mycological collection of Laboratory of Toxigenic Fungi and
Mycotoxins of the Department of Microbiology of Biomedical Sciences Institute,

University of Sdo Paulo (Sao Paulo-Brazil).

2.2 Evaluation of antifungal activity

Evaluation of antifungal activity was performed according to Zhao et al. (2014),
Velluti et al. (2004) and Matic et al. (2014) with some modifications. Yeast cells were
reactivated in YPD (yeast, peptone, dextrose) agar, incubated at 25 + 1 °C for 24 h.

Then an aliquot of the inoculum subculture was transferred to Erlenmeyer flasks
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containing 50 ml YPD broth, the culture was incubated at 25° = 1 °C, 150 rpm for 48
h. Yeasts cell concentrations were standardized at 10° 10° and 10’ cells/ml . One
milliliter of cell suspension was mixed and poured into 20 ml of Sabouraud agar. An
8-mm agar plug from an actively grown mycelium of F. graminearum FRS 26 and F.
graminearum FSP 27 was placed on the center of the Petri dish. All the plates were
incubated at 25 £+ 1 °C for 7 days and the diameters of fungal colonies were
measured. Experiments were performed in triplicate. The inhibition ratios of F.
graminearum mycelium growth were calculated according to the following formula:

Inhibition ratio (%) = (C - T) x100%
C

Where:
C = the diameter of the control colony;

T = the diameter of treatment colony.

2.3 F. graminearum mycelium preparation for ultrastructural study

For this experiment, the yeast strain which showed the best antifungal activity
on solid medium was selected. The methodology used was adapted from Zhao et al.
(2014) and Miguel et al. (2015). The yeast culture was reactivated in erlenmeyer
flasks containing 50 ml YPD broth, and shaken at 150 rpm, 25 £+ 1 °C for 24 h. The
yeast cell concentration was standardized at 10° cell/ml. An 8-mm potato dextrose
agar (PDA) plug of F. graminearum actively grown for seven days at 25 £+ 1 °C was
added to the culture. The Erlenmeyer flasks were incubated at 150 rpm, 25 = 1 °C for
five days. After the incubation time the culture was stopped by centrifugation (9620
xg for 15 minutes at 0 °C). The F. graminearum mycelium was collected for scanning

electron microscopy analysis.
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2.4 Scanning electron microscopy (SEM)

The methodology used was adapted from Zhao et al. (2014) and Miguel et al.
(2015). Samples of F. graminearum mycelium were fixed with 2.5 % glutaraldehyde
at 25 °C for 4 h, rinsed 4 times with phosphate-saline buffer (PBS) (0.1 M) and
subsequently treated with 1 % osmium tetroxide for 1 h at 20 £ 1°C. The samples
were subjected to gradual dehydration in ethanol concentrations (70 %, 80 %, 90 %
and 100 %) for 15 min each and dried to the critical point (CPD 030 Ciritical 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). The mycelia were analyzed using a

FEI Quanta 200 scanning electron microscope.

2.5 Detoxification assay

ZEA detoxification assay was performed according to Bordini et al. (2014) and
Armando et al. (2012) with some modification. Yeast strains were grown in YPD agar
and incubated at 25 + 1 °C for 24 h. Subsequently, the culture was transferred to an
erlenmeyer flask containing 50 ml of sterile YPD broth and incubated at 25 + 1 °C,
150 rpm for 24 h. The experiments were divided into two groups: viable cells (no heat
treatment) and unviable cells (heated at 121 °C for 15 min). After treatment, the cell
suspensions (viable and unviable) were centrifuged (9620 xg at 0 °C for 15 min). The
resulting pellet was washed three times with PBS solution, pH 7.4 and four more
times using ultrapure sterile water. The suspension was standardized at 10° cells/ml
in a final volume of 25 ml. This suspension was centrifuged, the pellet was

suspended in 10 ml PBS (7.4) to a ZEA final concentration of 500 ng/ml. The assays



44
were then incubated at 37 °C, 250 rpm for 1 h. The experiment was discontinued by
centrifugation (9620 xg at 0 °C for 15 min). The supernatant was used to determine
the ZEA adsorbed. Controls (without yeast) were prepared simultaneously and yeast
cells and the ZEA concentration adsorbed was calculated subtracting the
concentration determined in controls and the supernatant of tests with yeast cells,
according to the formula:

Adsorption ratio (%) = (Z - Z") x100%
Z

Where:
Z = ZEA concentration detected in control tests (ng/ml);

Z' = ZEA concentration detected in supernatant of adsorption tests (ng/ml).
2.6 Zearalenone determination

The supernatant was subjected to clean up with immunoaffinity column
(ZearalaTest®; VICAM, Milfort, MA, USA), according to the manufacturer's
instructions (with adaptations). An aliquot of 5 ml of the supernatant was diluted 1:5
with ultrapure water, then 10 ml of this dilution was applied to the immunoaffinity
column. The column was washed with ultrapure water, and ZEA was eluted with 1.5
ml of methanol, dried under nitrogen stream at 45 °C and stored at -20 °C.

ZEA was determined according to Bordini et al. (2014). The samples were
dissolved in 200 pl methanol:water (70:30, v/v) and 20 pl were injected into a
reversed phase high performance liquid chromatography system (Shimadzu LC-10
AD pump and RF-10A XL fluorescence detector, Shimadzu, Tokyo, Japan), using a

C-18 Luna Phenomenex column (250 x 4.6 mm, 5 um, Scharlau, Barcelona, Spain).
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The excitation and emission wavelengths were 280 and 460 nm, respectively. The
mobile phase was methanol:water (70:30, v/v) at a flow rate of 1 ml/mim.

The limits of detection and quantification were 1.3 ng/ml and 2.35 ng/ml,

respectively, defined as 3 fold and 5 fold the standard deviation of 7 replications of an

unspiked sample (INMETRO 2007).

2.7 Statistical analysis

Differences in mean inhibition ratio of yeast strains against F. graminearum
isolates were evaluated statistically using ANOVA followed by the Tukey multiple
comparison test (p < 0.05). Differences in mean ZEA removal (%) were evaluated
statistically using ANOVA followed by the Tukey multiple comparison test and
differences in mean ZEA removal (%) between viable and unviable (heated

inactivated cells) using t test (p < 0.05).

3. Results

Evaluation of antifungal activity of yeast strains on solid medium

The antifungal activity of yeast strains against F. graminearum FRS 26 and
FSP 27 is shown in Tables 1 and 2, respectively. The yeast strains showed different
degrees of inhibition against F. graminearum FRS 26 (from 48 to 71 %) and F.
graminearum FSP 27 (from 47 to 64 %). Regarding F. graminearum FRS 26, all the
yeast strains showed the highest inhibition rate at 10’ cells/ml. For ScA strain, the

inhibition rate was proportional to the cell concentration. On the other hand, for ScC,
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ScD and ScE strains the inhibition rate did not differ significantly between 10° and
10° cells/ml. Regarding F. graminearum FSP 27, all the strains also showed the
highest inhibition rate at 10" cells/ml, but there was no significant difference among

the cell concentrations for ScA, ScC and ScE strains.

Physical interaction of yeasts and fungal strains

S. cerevisiae ScE strain was used to study the possible morphological
changes in F. graminearum mycelia. The electron micrographs (Figure 1) revealed
some morphological changes of F. graminearum FSP 27 mycelia such as thinner
hyphae and an extracellular material around the hyphae resembling a biofilm (Figure
1 C). On the other hand, was no structural changes were observed in F.

graminearum FRS 26 (Figure 1 D).

Zearalenone detoxification

In vitro ZEA removal by viable yeast cells ranged from 67 (ScE) to 76 %
(ScD). There was no significant difference in mean ZEA removal among the viable
yeast strains. Unviable cells showed ZEA detoxification ranging from 78 (ScE) to 86
% (ScD) (Table 3).

Comparing the ZEA removal (%) by the same S. cerevisiae strain, unviable
cells of ScC and ScD strains showed higher ability (p < 0.05) than the viable cells.
Other strains showed no significant difference (p > 0.05) in mean ZEA removal (%)

between viable and heat inactivated cells.
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4. Discussion

The biological control of toxigenic fungi is extensively studied. Several authors
have studied the application of yeasts for antagonism of Aspergillus carbonarius, A.
ochraceus, A. tubingensis, Botrytis cinerea, Fusarium fujikuroi, F. graminearum, F.
guttiforme and Penicillium digitatum (Korres et al. 2011; Platania et al. 2012;
Armando et al. 2013; Matic et al. 2014; Aloui et al. 2015; Pantelides et al. 2015;
Parafati et al. 2015; Schisler et al. 2015; Zhu et al. 2015).

Walker et al. (1995) associated the antagonistic activity of yeast with the ability
to synthesize killer toxins. However, other authors associated the antagonistic effect
with the competition for nutrients (Armando et al. 2013).

The present study evaluated the potential of five Saccharomyces cerevisiae
strains isolated from baker's yeast for Fusarium graminearum antagonism. The
inhibition rate for F. graminearum FRS 26 ranged from 48 to 71 %, whereas for F.
graminearum FSP 27 from 47 to 64 %. F. graminearum FRS 26 was more sensitive
to differences in yeast cell concentration. These results were similar to those reported
by Korres et al. (2011) who demonstrated that Candida krusei BT0701 inhibited 75.8
% of Fusarium guttiforme E-261 growth (resistant to a fungicide), while Kloeckera
apis BT0703 showed 41.4 % inhibition of F. guttiforme E-261 growth. The
Saccharomyces cerevisiae strains evaluated in this study (Table 1 and 2) were not
as efficient as the Saccharomyces cerevisiae strain studied by Armando et al. (2013).
S. cerevisiae RC016 completely inhibited F. graminearum growth in all conditions
tested (water activity 0.95 and 0.99; pH 4 and 6; temperature 25 and 37 °C and

oxygen availability normal and reduced (microaerophilia)) (Armando et al. 2013).
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Evaluation of morphological changes can be applied for the study of
antagonistic mechanism. Some yeasts with antagonistic potential can synthesize
enzymes (glucanase, chitinase, and others) that cause morphological changes in
hyphae (Janisiewicz and Korsten 2002). The scanning electron microscopy (SEM)
analysis showed that Saccharomyces cerevisiae ScE caused defects on hyphae
morphology of F. graminearum FSP 27 (Figure 1 C) such as thinner hyphae (Figure
1 A). The mycelia organization revealed by SEM also showed an extracellular
material around the hyphae, resembling a biofilm. However, it was not possible to
observe morphological changes in Fusarium graminearum FRS 26 mycelia of in the
presence of yeast SCE. These results suggest that the antagonistic mechanism of
yeast against the fungi is based on competition for nutrients. On the other hand,
Korres et al. (2011) reported that yeasts Kloeckera apis BT0703 and Candida krusei
BTO0701 caused changes in Fusarium guttiforme hyphae and were able to adhere to
the surface of the hyphae indicating that the mode of action was associated with
hyperparasitaemia.

The application of fungicides is a key strategy for reducing pathogenic fungi,
but the chemical control has serious drawback caused by increasing resistance of
fungal pathogens and its use can be harmful to the environment, animal and human
health (Medeiros et al. 2012; Wang et al. 2015 ). A potentially cleaner and safer
alternative is the biological control using antagonistic microorganisms. Yeasts with
potential antagonistic activity against the pathogen can be used as an alternative
treatment to fungicides. Epiphytic yeasts are the major component of the microbiota
on the surface of plants and they are easily adaptable to these ecosystems

(Pantelides et al. 2015).
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Some researchers have reported the application of yeast or yeast’s cell wall
for mycotoxin adsorption (Freimund et al. 2003; Fruhauf et al. 2012; Bordini et al.
2014).

The cell wall of Saccharomyces cerevisiae is composed of two layers,
comprising mainly mannoproteins, glucan (a $-1,3 and -1,6 glucan polysaccharide)
and chitin (a polymer of p-1,4 N-acetylglucosamine) bound by covalent bonds (Kogan
and Kocher 2007; Shetty et al. 2007). The different ability of the yeast cell wall for
mycotoxin adsorption is assigned to glucans present in its structure (Huwig et al.
2001). The interaction between ZEA and B-D-glucans occurs by stereochemical
complementarity, involving Van Der Waals interactions. The hydroxyl and ketone
groups of ZEA bind via hydrogen bonds, and other stable molecular forces, to the
hydroxyl groups of the single helix structure of (1,3) B-D-glucan (Yiannikouris et al.
2003; Yiannikouris et al. 2004).

In this study, viable yeast cells showed ZEA adsorption ranging from 67 to 76
%, while unviable yeast cells from 78 to 86 % (Table 3). In all the tested S. cerevisiae
strains, unviable yeast cells (heat treated at 121 °C for 15 min) showed higher
detoxification rates than viable yeast cells, and there were significant differences for
S. cerevisiae, ScC and ScD strains. This result reinforces the hypothesis that the
ZEA removal from the medium does not occur by enzymatic degradation but by
adsorption of the cell wall, since the heat treated cells were more efficient in
removing ZEA. The heat treatment may have altered the conformation of the yeast
cell wall, making the hydroxyl groups present in 3-D-glucan, more available for the
formation of toxin-glucan complex.

ZEA removal (%) was similar for those reported by Faucet-Marquis et al.

(2014), but higher than those obtained by Armando et. al (2012) and Bordini et. al
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(2014) (pure yeast cell wall). Faucet-Marquis et al. (2014) obtained maximum values
of 75 % ZEA detoxification using 5 mg of yeast cell wall derivative (ZEA
concentration of 20 pug/ml, at pH 5). Armando et al. (2012) evaluated the potential of
Saccharomyces cerevisiae strains for ZEA detoxification and reported binding
percentage ranging from 56.7 to 74.2 % at 0.5 pg/ml ZEA concentration. Bordini et
al. (2014) evaluated ZEA adsorption capacity by a mixture of organic (yeast cell wall)
and inorganic (activated charcoal) adsorbents. The adsorbent mixture at 75:25 ratio
showed higher efficiency for ZEA adsorption (> 96.1 %) than the pure yeast cell wall
(55.7 - 78.1 %).

This study showed that yeast strains isolated from baker's yeast can inhibit
the growth of Fusarium graminearum and competition for nutrients was probably the
major mechanism involved in antagonistic effect. All the Saccharomyces cerevisiae
strains tested showed potential for in vitro ZEA removal. Saccharomyces cerevisiae
is Generally Recognized as Safe (GRAS), therefore there is no risk for its application
in food and feed. They can be applied for fungal growth, inhibition or can be included
in a new product for animal feed, reducing economic losses and minimizing risk of

ZEA carry-over to human food.
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Table 1: Inhibition ratio (%) of yeast strains at different cell concentrations against F.

graminearum FRS 26.

Cell concentration (cell/ml)

Yeast strains 10° 10° 10’
Inhibition ratio (%)
ScA 532b¢ 592behb 7124
ScB 51208 6424 7024
ScC 522b8 54 ¢d8B 7024
ScD 48°° 529 B 7124
ScE 5628 57 PcB 7124

* Means followed by a different lowercase letter in the same column are significantly different by the

Tukey test (p < 0.05) for each yeast strain.

* Means followed by uppercase different letter in the same line are significantly different by the Tukey

test (p < 0.05) between the three cell concentrations of the same yeast strain.
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Table 2: Inhibition ratio (%) of yeast strains at different cell concentrations against F.

graminearum FSP 27.

Cell concentration (cell/ml)

Yeast strain 10° 10° 10’

Inhibition ratio (%)

ScA 54 2PA 56 2~ 642~
ScB 51 9B 53 24 592A
ScC 49 PcdA 53 24 59 24
ScD 47 °98 56 2AB 59 24
ScE 57 @A 58 2A 59 2A

* Means followed by a different lowercase letter in the same column are significantly different by the
Tukey test (p < 0.05) for each yeast strain.
* Means followed by uppercase different letter in the same line are significantly different by the Tukey

test (p < 0.05) between the three cell concentrations of the same yeast strain.



Figure 1: Electron micrographs of F. graminearum mycelia FSP 27 and FRS 26 on 5

™ day incubation at 25 °C on the absence (control) - A (F. graminearum FSP 27) and
B (F. graminearum FRS 26), and presence (treatment) - C (F. graminearum FSP 27)

and D (F. graminearum FRS 26) of ScE yeast strains.
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Table 3: In vitro ZEA removal (%) by viable and unviable yeast cells (10® cells/ml) at

the same ZEA concentration (500 ng/mL).

Yeast strains

% ZEA removal

Viable cells  Unviable cells**
ScA 76 27 g22hA
ScB 76 24 8o 2bA
ScC 76 2B g5 2bA
ScD 7128 86 2~
ScE 67 2~ 7804

* Means followed by a different lowercase letter in the same column are significantly different by the

Tukey test (p < 0.05) for each yeast strain.

* Means followed by uppercase different letter in the same line are significantly different by the t test (p

<0.05)

** Unviable cells: heat treatment (121 °C for 15 min).
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