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RESUMO 

 

 

Fusarium verticillioides é o principal fitopatógeno das culturas de milho, além de causar 

danos à planta produz metabólitos secundários tóxicos denominados de micotoxinas, sendo o 

principal produtor de fumonisinas. A Fumonisina B1 é o metabólito prevalente e mais tóxico 

e e pode causar grandes prejuízos econômicos e riscos à saúde de seres humanos e animais. 

Portanto, torna-se fundamental a busca por métodos de controle do crescimento de F. 

verticillioides, além de minimizar a contaminação por fumonisinas. O controle biológico 

utilizando bactérias lácticas (BAL) consiste em um método promissor, pois além da atividade 

antifúngica, estes micro-organismos apresentam a capacidade de detoxificação de 

micotoxinas. O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antifúngica de cepas de BAL 

frente a 5 cepas de F. verticillioides e avaliar a detoxificação in vitro de fumonisina B1 

utilizando bactérias lácticas (viáveis e inativadas por tratamento térmico). Também foi 

avaliada a influência da concentração do caldo MRS, pH e concentração do ácido láctico e 

ácido acético no antagonismo fúngico, assim como a concentração inibitória mínima dos 

ácidos láctico e acético. As BAL apresentaram diferentes níveis de inibição frente a F. 

verticillioides, sendo que as cepas Lactobacillus reuteri LR-92 e L. plantarum BG112 

demonstraram maior atividade antifúngica contra a cepa 97L, com diâmetros de inibição de 

30 e 24 mm, respectivamente. A cepa 97L demonstrou ser a mais sensível à presença do ácido 

acético e láctico com diâmetros de inibição que variaram de 26 a 55 mm e 10 a 17 mm, 

respectivamente. Todas as cepas de BAL demonstraram capacidade em remover a FB1 in  

vitro com porcentagens que variaram de 30,1% a 78,0% (células viáveis) e 49,5% a 88,0% 

(células inviáveis). L. fermentum ATCC 9339 e L. reuteri LR-92 apresentaram maiores 

percentagens de remoção da FB1, 78,0% e 80,7% (célula viável e inviável) e 71,9% a 88,0% 

(células viáveis e inviáveis), respectivamente. As BAL demostraram atividade antifúngica e 

capacidade de remoção da FB1, indicando potencial para serem utilizadas como um aditivo 

para minimizar os riscos à saúde animal. 

 

Palavras-chave: Antagonismo. Bactéria láctica. Lactobacillus reuteri. Lactobacillus 

plantarum. Lactobacillus fermentum. Adsorção. 
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ABSTRACT 

 

 

Fusarium verticillioides is the major corn phytopathogen and producer of fumonisins, which 

are toxic secondary metabolites (mycotoxins). Fumonisin B1 is the prevalent mycotoxin and 

the most toxic and can cause great economic losses and health risks to humans and animals. 

Therefore, it is essential to search for fungal growth control methods, as well as for 

minimization of contamination by mycotoxins. Biological control using lactic acid bacteria 

(LAB) is a promising method, because in addition to the antifungal activity, it has 

detoxification capacity of mycotoxins. The objective of this study was to evaluate the 

antifungal activity of LAB strains against five F. verticillioides strains and in vitro fumonisin 

B1 detoxification using lactic acid bacteria (viable and unviable cells). In addition, it was 

evaluated the influence of the MRS broth concentration, pH and concentration of lactic acid 

and acetic acid in the fungal antagonism, and the minimal inhibitory concentrations of lactic 

and acetic acids. The LAB strains showed different levels of inhibition against F. 

verticillioides, and the Lactobacillus reuteri LR-92 and Lactobacillus plantarum BG112 

strains showed higher antifungal activity against 97L strain, with inhibition zones of 30 mm 

and 24 mm, respectively. F. verticillioides 97L strain proved to be more sensitive to the acetic 

acid and lactic acid with inhibition diameters ranging from 26 to 55 mm and from 10 to 17 

mm, respectively. All the LAB strains demonstrated ability to remove FB1 in vitro with 

percentages ranging from 30.1% to 78.0% (viable cells) and 49.5% to 88.0% (unviable cells). 

L. fermentum ATCC 9339 and L. reuteri LR-92 showed the highest removal of FB1, 78.0% 

and 80.7% (viable and unviable cell) and 71.9% to 88.0% (viable and unviable cells), 

respectively. LAB strains demonstrated antifungal activity and FB1 removal capacity 

indicating potential to be used as an additive in order to minimize animal health hazards. 

 

Key words: Antagonism. Lactic acid bacteria. Lactobacillus reuteri. Lactobacillus 

plantarum. Lactobacillus fermentum. Adsorption. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

O Brasil ocupa a 3ª posição no ranking dos maiores produtores de milho do 

mundo. A produção estimada para a safra de 2014/2015 é de 78,4 milhões de toneladas de 

milho, sendo que na safra de 2013/1014 o Estado do Paraná foi considerado o segundo maior 

produtor nacional, com uma produção estimada de 15,6 milhões de toneladas (CONAB, 

2015).  

O milho é um cereal amplamente consumido no mundo, porém sua 

composição nutricional favorece o crescimento de fungos filamentosos toxigênicos. Esses 

micro-organismos são produtores de micotoxinas, metabólitos secundários tóxicos que podem 

comprometer a saúde humana e animal (LOGRIECO et al., 2002; PLACINTA; D’MELLO; 

MACDONALD, 1999). Fusarium spp. são os principais contaminantes de culturas de milho 

(MILLS, 1989), sendo Fusarium verticillioides a mais prevalente em grãos de milho recém-

colhidos (ORSI et al., 2000). Esta espécie está amplamente distribuída no mundo, acometendo 

cerca de 90% da produção mundial de milho (BACON; NELSON, 1994). Além disso, está 

associada a diversas micotoxicoses por produzirem altos níveis de micotoxinas (RHEEDER; 

MARASAS; VISMER, 2002).   

A principal micotoxina produzida por F. verticillioides é a fumonisina 

(MARASAS, 2001). Desde a sua descoberta, foram descritos vinte e oito análogos sendo as 

fumonisinas B1 (FB1), B2 (FB2) e B3 (FB3) as mais frequentes em milho e derivados 

naturalmente contaminados. A FB1 é a mais abundante e a mais tóxica (GALVANO et al., 

2002; RHEEDER; MARASAS; VISMER, 2002; MALLMANN et al., 2001; SHEPHARD et 

al., 1996) e está associada a diversas micotoxicoses humanas e animais. A Agência 

Internacional de Pesquisa sobre o câncer classifica a fumonisina B1 no grupo 2B, sendo 

considerada como um provável carcinógeno humano (IARC, 2002). Estima-se que esta 

micotoxina seja responsável por 70% da contaminação de alimentos no mundo (THIEL et al., 

1991). 

Em seres humanos, o consumo desta micotoxina a partir de grãos de milho 

contaminados está associado com a incidência de câncer esofágico em algumas regiões da 

África (RHEEDER et al., 1992; SYDENHAM et al., 1990) e China (SUN et al., 2007; 

WANG et al., 2000), câncer hepático primário (UENO et al., 1997) e defeitos no tubo neural 

em algumas regiões do México e da Guatemala (CIFUENTES, 2002; MISSMER et al., 2006). 

Em animais, as manifestações mais graves incluem leucoencefalomalácia em eqüinos 
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(MALLMANN, SANTURIO; DILKIN, 1999), diminuição do ganho de peso, aumento do 

tamanho do fígado e hiperplasia biliar em frangos de corte (LEDOUX et al., 1992) e em 

suínos, edema pulmonar, alterações hepáticas, cardiovasculares e no metabolismo de 

esfingolipídeos (HARRISON et al., 1990; HASCHEK et al., 2001).    

Os métodos de controle de micotoxinas tem por objetivo a diminuição da 

concentração para um nível considerado seguro ou ainda a utilização de compostos não 

tóxicos que degradam a toxina, sem que haja perda na qualidade nutricional do alimento. 

Esses métodos são classificados em duas categorias principais: prevenção da contaminação e 

crescimento fúngico e detoxificação dos compostos tóxicos produzidos pelo fungo 

(MALLMANN et al., 2006).  

Nos últimos anos, diversas estratégias de detoxificação de micotoxinas em 

cereais vêm sendo estudadas com o objetivo de minimizar a contaminação de rações por esses 

metabólitos tóxicos. Os métodos de detoxificação são classificados em químicos, físicos e 

biológicos (HUWIG et al., 2001), sendo que este último vem ganhando um lugar de destaque, 

devido à segurança que o método proporciona, além da busca recorrente na utilização de 

produtos naturais, que substituem os aditivos químicos e fungicidas em rações (GOURAMA; 

BULLERMAN, 1995; HOCKING et al.; 2006).  

Diversas bactérias lácticas têm sido avaliadas devido ao seu potencial 

antimicrobiano e sua capacidade de detoxificação de micotoxinas (BETTIOL; GHINI, 1995; 

DALIÉ; DESCHAMPS; RICHARD-FORGET, 2010). Os mecanismos que podem estar 

envolvidos com o efeito inibitório sobre o crescimento fúngico incluem a competição 

nutricional, produção de metabólitos secundários, pH ou a combinação destes fatores 

(HANSEN, 2002).  

A detoxificação microbiológica pode envolver mecanismos como a inibição 

da biossíntese de micotoxinas por bactérias lácticas, descontaminação de micotoxinas por 

meio da adsorção com componentes estruturais de bactérias lácticas e a degradação ou 

biotransformação enzimática (JUODEIKIENE et al., 2012).  

Considerando os problemas associados à contaminação de milho por F. 

verticillioides e consequentemente pela fumonisina B1, os riscos à saúde humana e animal e as 

vantagens na utilização de um método de biocontrole, este trabalho teve como objetivo avaliar 

a antibiose de bactérias lácticas frente a cepas de Fusarium verticillioides e analisar a 

detoxificação de fumonisina B1 in vitro.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 MILHO 

 

O milho (Zea mays L.) é um cereal que apresenta ampla utilização na 

alimentação de seres humanos e animais, principalmente devido à composição nutricional, na 

qual, predominam carboidratos e lipídeos (PAES, 2006). A importância social e econômica do 

grão é evidenciada pela sua inclusão como base alimentar em diversos países, sendo utilizado 

na produção de mais de 500 produtos alimentícios, além de participar diretamente na 

avicultura e suinocultura como ingrediente de rações (LAFIS, 2003; MELO FILHO; 

RICHIETTI, 1997). No Brasil cerca de 70% a 80% do milho é destinado para alimentação 

animal principalmente de aves, bovinos e suínos (DUARTE et al., 2010; GARCIA et al., 

2006). No ano de 2013 foram utilizados cerca de 39 milhões de toneladas de milho para a 

produção de ração (SINDIRAÇÕES, 2014).  

A produção de milho no Brasil é caracterizada por apresentar duas épocas 

de plantio. A primeira safra ou plantio de verão é realizado em épocas tradicionais 

caracterizadas por períodos chuvosos, que variam desde o final de agosto na região Sul, até os 

meses de outubro/novembro nas regiões Sudeste e Centro-oeste. A segunda safra ou 

“safrinha” refere-se ao milho plantado extemporaneamente nos meses de fevereiro ou março, 

com predomínio nas regiões Centro-Oeste e nos estados do Paraná e São Paulo (CRUZ et al., 

2006).  

O milho é considerado um grão altamente energético, sendo a composição média em 

base seca do grão cerca de 72% de amido, 9,5% de proteínas, 9% de fibra e 4% de óleo. A 

qualidade do grão depende do seu destino final, por exemplo, o milho com alto teor de óleos 

(6,0 a 7,5%) e alto teor de proteínas (> 12%) é destinado à alimentação animal, enquanto que 

o milho com alto teor de amilose à indústria alimentícia ou de papel (PAES, 2006). 

O elevado volume de produção do milho aliado a fatores climáticos 

(tropical-subtropical) torna-o susceptível ao desenvolvimento de fungos toxigênicos, que são 

responsáveis pela podridão em raízes, colmo e espiga, assim como pela deterioração do grão 

que resultam em grandes prejuízos econômicos (FERROCHIO et al, 2013). Além disso, esses 

fungos podem produzir metabólitos secundários tóxicos, denominados micotoxinas (BUIATE 

et al., 2008). Esses compostos, quando ingeridos ou inalados em baixas concentrações, podem 

causar danos à saúde em seres humanos e animais (HUSSEIN; BRASEL, 2001; 

RODRIGUEZ-AMAYA, 2000). 
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2.2 MICOTOXINAS 

 

As micotoxinas são metabólitos secundários tóxicos produzidos por fungos 

filamentosos. Esses produtos naturais compõem um grupo heterogêneo de compostos 

orgânicos, que apresentam baixa massa molecular e podem originar uma variedade de efeitos 

tóxicos a animais e seres humanos (BENNETT, 1987; BENNET, KLICH, 2003; SMITH, 

MOSS, 1985). Os principais gêneros de fungos produtores de micotoxinas em alimentos são 

Aspergillus, Fusarium e Penicillium. (MURPHY et al., 2006; SWEENEY; DOBSON, 1998) 

Foram descritas mais de 400 micotoxinas, porém apenas algumas 

apresentam riscos à saúde (BENNET, KLICH, 2003). As micotoxinas podem entrar na cadeia 

alimentar humana de forma direta, por meio do consumo de cereais, oleaginosas e derivados. 

A contaminação indireta ocorre pelo consumo de carne, ovos e leite provenientes de animais 

contaminados por micotoxinas através da ração (MOLIN, 1999).  A contaminação de 

alimentos com micotoxinas ocorre no mundo todo, principalmente em grãos e cereais, que são 

alimentos suscetíveis à contaminação de fungos toxigênicos (MAZIERO; BERSOT, 2010).   

 

2.2.1 Fungos Produtores de Fumonisinas 

 

As fumonisinas compõem um grupo de micotoxinas produzidas 

principalmente por F. verticillioides (= Fusarium moniliforme) e F. proliferatum, sendo que o 

primeiro apresenta maior prevalência em milho (GELDERBLOM et al., 1988). Outras 

espécies produtoras de fumonisina incluem F. anthophilum, F. nygamai, Alternaria alternata 

f. sp. Lycopersici (BENNETT; KLICH, 2003; CHEN et al., 1992; MUNKVOLD; 

DESJARDINS, 1997; RHEEDER, MARASAS; VISMER, 2002; ROSS et al., 1990). 

Os fungos do gênero Fusarium estão associados a patologias de diversas 

culturas de importância mundial, como o milho, o trigo e a cana-de-açúcar, acarretando a 

diminuição da produtividade e da qualidade dos produtos. Além disso, produzem 

micotoxinas, que causam diversas micotoxicoses, resultando em grandes prejuízos 

econômicos e riscos à saúde de seres humanos e animais (SMITH; SEDDON, 1998). 

F. verticillioides e F. proliferatum atingem cerca de 90% da produção de 

milho, sendo que 90% das linhagens de F. verticillioides isoladas são capazes de produzir 

fumonisinas (BACON; NELSON, 1994; FANDOHAN et al., 2003; RHEEDER; MARASAS; 

VISMER, 2002). 
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Segundo a classificação taxonômica o gênero Fusarium constitui um estado 

anamórfico da ordem Hypocreales do filo Ascomycota, pertence à classe Sordariomycetes, 

subdivisão Pezizomycotina. Inclui espécies que produzem colônias com colorações diversas 

(púrpura, alaranjado, rosa pálido, roxo e branco). São produtoras de macroconídios hialinos 

septados que podem ou não apresentar microconídios e clamidósporos (BURGESS et al., 

1994).  

Fusarium verticillioides pertence à seção Liseola do complexo Gibberella 

fujikuroi. Dentro deste complexo existem oito espécies designadas por letras de A a H, sendo 

que as designadas A, D e E são frequentemente encontradas em milho. As principais 

características deste complexo são células conidiogênicas que suportam o microconídio e 

dispõem os esporos. F. verticillioides apresenta cadeias longas de microconídios em 

monofiálide (LESLIE; SUMMERELL, 2006).  

Esta espécie de fungo causa doença em todas as fases de desenvolvimento 

do milho, causando podridão de raiz, colmo, espiga e deterioração dos grãos armazenados 

(MUNKVOLD; DESJARDINS, 1997). Apresenta ampla distribuição geográfica abrangendo 

regiões de clima temperado, tropical úmido e subtropical.  

O desenvolvimento do fungo no grão depende de fatores como pH, 

atividade de água (aw) e temperatura. As condições ótimas para o crescimento de F. 

verticillioides em milho são atividade de água (aw) de 0,98 e temperatura de 25°C (MARÍN et 

al., 1998).  

 

2.2.2 Fumonisinas 

 

As fumonisinas foram caracterizadas quimicamente em 1988 na África do 

Sul por meio do seu isolamento de culturas de Fusarium moniliforme MRC 826 

(GELDERBLOM et al., 1988). Foram caracterizados 28 análogos, sendo divididos em quatro 

grupos principais, identificados como fumonisinas: A, B, C e P (DUTTON, 1996; 

RHEEDER, MARASAS, VISMER, 2002; WHO, 2000).  

As fumonisinas B1 (FB1), B2 (FB2) e B3 (FB3) são os análogos mais 

frequentes como contaminantes naturais em milho e derivados. A fumonisina B1 (FB1) 

constitui a forma mais tóxica e prevalente, representando cerca de 70% da contaminação total 

de alimentos e rações naturalmente contaminados (GALVANO et al., 2002; MALLMANN, 

2001; NIDERKORN et al., 2009).  
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2.2.2.1 Propriedades químicas e físicas 

 

As fumonisinas apresentam uma estrutura composta de 19 ou 20 carbonos 

lineares com grupos hidroxil e ácido tricarboxílico, ligados em várias posições ao longo da 

cadeia. A FB1 possui a fórmula empírica C34H59NO15, é um diéster de propano 1,2,3 – ácido 

tricarboxílico e 2 – amino – 12,16 dimetil – 3, 5, 10, 14, 15 – pentahidroxieicosano (Figura 1) 

e nos carbonos C14 e C15 os grupos hidroxilas apresentam esterificação com o grupo 

carboxiterminal de propano 1, 2, 3 – ácido tricarboxílico (BEZUIDENHOUT et al., 1988).   

 

Figura 1 – Estrutura química das fumonisinas B1, B2 e B3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Cast (2003) 

 

São moléculas polares que apresentam alta solubilidade em água, metanol e 

acetonitrila: água (IARC, 2002; SHEPHARD, 1998). Diferentemente de outras micotoxinas 

não contém nenhuma estrutura aromática ou cromófora que facilita a detecção analítica 

(MURPHY et al., 2006). Apresenta estabilidade em acetonitrila - água (1:1) ao longo de um 

período de seis meses a 25°C. Em metanol, a FB1 é estável durante seis semanas quando 

armazenada a -18°C. Quando está presente em alimentos é estável ao processamento térmico 

e à luz (VISCONTI et al., 1993; WHO, 2000).  

 

2.2.2.2 Biossíntese 
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As fumonisinas são sintetizadas durante o metabolismo secundário do 

fungo, através da via das policetidas. O início da biossíntese ocorre com a formação da cadeia 

carbônica principal através da condensação de uma molécula de acetil-CoA, oito moléculas de 

malonil-CoA e duas moléculas de metionina. O produto desta reação é catalisado por uma 

policetida sintase formando um policetídeo de 18 carbonos que será condensado a uma 

alanina (Figura 2). Em seguida ocorrem subsequentes reações de oxidação nos C-14 e C-15 

catalisadas por oxigenases citocromo P-450 dependentes; esterificações catalisadas por uma 

aciltransferase nas hidroxilas dos carbonos 14 e 15 e hidroxilação no C-5 catalisada pela 

dioxigenase 2-ceto-glutarato-dependente (Figura 2) (BOJJA et al., 2004).  

 

 

Figura 2 – Representação esquemática da via de biossíntese da fumonisina 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Bojja et al.(2004) 

 

2.2.2.3 Mecanismo de ação 

 

O principal mecanismo de toxicidade das fumonisinas está relacionado com 

o metabolismo de esfingolipídeos, componentes de membranas que estão presentes em todas 

as células eucarióticas (MERRILL JÚNIOR et al., 1997). Os esfingolipídeos apresentam um 

papel fundamental na célula, atuando na manutenção da estrutura lipoprotéica das 

membranas, interação entre células e a matriz extracelular, modulação de receptores de 
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fatores de crescimento e atuação como segundo mensageiros, mediando o crescimento, 

diferenciação e morte celular (MOBIO et al., 2000; TURNER; NIKIEMA; WILD, 1999).  

A FB1 é estruturalmente semelhante às bases esfingóides livres 

denominadas esfinganina (Sa) e esfingosina (So) (Figura 3). Essas bases desempenham um 

papel importante como intermediários na síntese e degradação das bases esfingóides de cadeia 

longa e esfingolipídeos mais complexos. A FB1 atua bloqueando a síntese de novos 

esfingolipídeos através da ligação ao sítio catalítico da enzima ceramida sintase [esfingosina 

(esfinganina)-N-acetiltransferase] (Figura 4), que apresenta um papel fundamental na 

biossíntese e degradação de esfingolipídeos (TURNER; NIKIEMA; WILD, 1999). 

 

Figura 3 – Semelhança estrutural da fumonisina B1 e as bases esfingóides (esfingosina e 

esfinganina) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Cast (2003) 

 

O bloqueio inicial da ceramida sintase acarreta a inibição da biossíntese de 

ceramidas (unidade estrutural fundamental dos esfingolipídeos), assim ocorre o aumento da 

esfinganina e esfingosina livres, redução da reacilação da esfingosina e de esfingolipídeos 

provenientes da dieta, gerando toxicidade e alterações das funções celulares essenciais. Além 

disso, o acúmulo da esfinganina pode ser tóxico para muitas células (FINK-GREMMELS, 

1999; RILEY et al., 2001; SORIANO; GONZÁLEZ; CATALÁ, 2005).  

Os eventos sequenciais decorrentes da atuação da FB1 na biossíntese dos 

esfingolipídeos resultam em toxicidade, caracterizada por alterações na atividade de proteínas 

quinase e peroxidação lipídica. Essas alterações também ocasionam uma modificação no 

crescimento, diferenciação e apoptose da célula (SORIANO; GONZÁLEZ; CATALÁ, 2005), 



 21 

sendo fatores relacionados com a carcinogenicidade. Portanto, parte dos efeitos patológicos 

decorrentes da exposição à FB1 pode ser causada pela alteração do metabolismo de 

esfingolipídeos (RILEY et al., 1996).   

 

Figura 4 – Inibição da via de biossíntese de esfingolipídeos pela FB1 (O símbolo X representa 

os locais da inibição) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: IARC (2002) 
 

 

2.2.2.4 Micotoxicoses causadas por fumonisinas 

 

Micotoxicose é definida como qualquer enfermidade que acomete seres 

humanos e animais, decorrente da exposição a micotoxinas (HUSSEIN; BRASEL, 2001). Os 

efeitos das micotoxicoses na saúde humana e animal são dependentes da toxicidade e dose da 

micotoxina, tempo de exposição, raça, espécie, gênero e idade (BENNETT; KLICH, 2003).  

Diversas micotoxicoses causadas por fumonisinas têm sido relatadas, 

incluindo a leucoencefalomalácia em equinos (LEME) (MALLMANN; SANTURIO, 

DILKIN, 1999; DEL FAVA et al., 2010) edema pulmonar em suínos (OSWEILER et al., 

1992), diarréia e redução de peso em aves (LEDOUX et al., 1992), incidência de câncer 

esofágico e defeito no tubo neural em seres humanos (DESJARDINS, 2006; RHEEDER et 

al., 1992, 2002; SYDENHAM et al., 1990; UENO et al., 1997).  

O equino é considerado a espécie mais sensível à toxicidade da fumonisina. 

A LEME é uma doença degenerativa que acomete o sistema nervoso central, sendo 

caracterizada por lesões macroscópicas incluindo necrose e degeneração liquefativa dos 
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hemisférios cerebrais, podendo ocorrer no tronco cerebral, cerebelo e na medula espinhal 

(REED; BAYLY, 2000). Os sinais clínicos ocorrem de forma aguda, e os principais sintomas 

são apatia, sonolência, hipersensibilidade, debilidade da função motora, paralisia do lábio 

inferior e língua, ataxia e convulsões. Essa doença geralmente é fatal, porém, em certos casos, 

o animal apresenta morte aguda sem a presença da sintomatologia clínica (HUSSEIN; 

BRASEL, 2001; NORRED; VOSS, 1994).  

Além da forma neurotóxica, os equinos também podem apresentar a 

síndrome hepatotóxica. Esta ocorre com menor frequência e os sinais clínicos iniciais são 

semelhantes à síndrome neurotóxica, como inapetência e depressão, seguidas por edema facial 

e icterícia. A síndrome aparece de forma aguda e o animal pode ir a óbito em questão de horas 

ou dias (NORRED; VOSS, 1994; REED; BAYLY, 2000).   

Em 1989, diversos surtos de uma doença fatal em suínos ocorreram no 

meio-Oeste e Sudeste dos EUA. Após extensa investigação constatou-se que o milho utilizado 

na alimentação desses animais apresentava contaminação por F. verticillioides, sendo a FB1 o 

agente causador dos óbitos. Essa doença fatal foi denominada edema pulmonar suíno (PPE) 

caracterizado por edema pulmonar grave e hidrotórax. A patogênese do PPE se deve aos 

danos do endotélio pulmonar, danos ao epitélio alveolar e falência cardíaca, podendo 

apresentar danos hepáticos (DIAZ; BOERMANS, 1994; GUMPRECHT et al., 2001).  

Os sinais clínicos mais evidentes são dispneia com início agudo, fraqueza e 

cianose. O óbito pode ocorrer dentro de 4-7 dias após a ingestão diária de fumonisinas em 

concentrações iguais ou superiores a 6 mg/Kg de peso corporal/ dia (HASCHEK et al., 2001). 

Algumas alterações dos parâmetros bioquímicos séricos são observadas, como a elevação dos 

níveis de AST (aspartato transaminase) e ALT (alanina transaminase), fosfatase alcalina, 

bilirrubina, GGT (gama glutamil transpeptidase) e colesterol (DIAZ; BOERMANS, 1994).         

Os principais efeitos decorrentes da exposição de aves a fumonisinas 

consistem de: aumento do consumo de água e ração, diarreia e diminuição do ganho de peso, 

inapetência, lesões orais, alterações hepáticas e alta mortalidade (NORRED; VOSS, 1994).  

Ledoux et al. (1992) avaliaram a exposição de 45 frangos de corte a rações 

contendo 100, 200, 300 ou 400 mg de FB1/kg de ração durante 21 dias. Após o período do 

teste verificaram que o peso das aves e da média de ganho de peso diário diminuiu conforme 

o aumento da dose da micotoxina. Também foram observados hepatomegalia, diarreia, 

hiperplasia biliar e necrose hepática multifocal. Outros estudos avaliando a exposição de aves 

a FB1 também apresentaram resultados semelhantes (BAILLY et al., 2001; BROWN; 

ROTTINGHAUS; WILLIAMS, 1992). 
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Em seres humanos, estudos epidemiológicos demonstraram a associação de 

altos índices de câncer esofágico com o consumo de alimentos contendo altos níveis de 

fumonisinas. Em estudo realizado com amostras de milho coletadas no período de 1976 a 

1989 na região de Transkei na África do Sul, foi constatado que o milho com os maiores 

níveis de contaminação por FB1 e FB2 era proveniente de regiões com maior incidência de 

câncer esofágico (RHEEDER et al., 1992).   

Outros estudos avaliando a correlação entre o câncer esofágico e 

fumonisinas foram realizados na China, Irã, nordeste da Itália e sudeste dos EUA. Os 

resultados demonstraram a presença de altas concentrações de fumonisinas em milho e 

derivados utilizados na alimentação nessas regiões, sendo que nesses locais havia altos índices 

de câncer esofágico (NORRED; VOSS, 1994; POZZI et al., 2002; SORIANO; GONZÁLEZ; 

CATALÁ, 2005).  

Ueno et al. (1997) avaliaram 120 amostras de milho durante três anos 

consecutivos, nas regiões de Haimen e Penlai (China), que apresentavam altos e baixos 

índices de câncer hepático primário, respectivamente. Os maiores níveis de fumonisinas 

foram detectados em locais com maior incidência de câncer hepático primário.  

Outro estudo que relaciona a FB1 com efeitos toxicológicos em seres 

humanos está relacionado com a ingestão materna de milho contendo FB1 durante a gravidez e 

o aumento de defeitos no tubo neural (DTNs). Esta relação tem sido alvo de pesquisas em 

regiões onde o milho faz parte da base alimentar como na Guatemala, China e em Transkei na 

África do Sul (KROMBERG; JENKINS, 1982; NCAYIYANA, 1986; XIAO et al, 1990; 

MOORE et al., 1997; MARASAS et al., 2004). 

De acordo com estudos experimentais e clínicos, a origem dos DNTs é 

multifatorial, dependendo de fatores genéticos, ambientais e nutricionais. Porém, tem sido 

proposto que a exposição a fumonisinas também é um fator de risco para populações que 

consomem grandes quantidades de milho ou derivados contaminados com fumonisinas 

(MARASAS et al., 2004).   

 

2.2.2.5 Ocorrência de fumonisinas em milho e derivados 

 

Inúmeros trabalhos sobre a ocorrência de micotoxinas em milho e em 

produtos derivados têm sido realizados em todo o mundo (DE NIJS et al., 1998; SHEPHARD 

et al., 1996; TSENG; LIU, 2001; VIQUEZ; CASTELL-PEREZ; SHELBY, 1996). No Brasil, 
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essas avaliações foram realizadas principalmente nas regiões centro-sul e no sul do país 

(KAWASHIMA; SOARES, 2006; ONO et al., 1999, 2004, 2008).  

A ocorrência natural de micotoxinas nos produtos agrícolas em todo o 

mundo resultou no estabelecimento ou redução dos limites regulatórios em diversos países. 

Em 2003, cerca de 99 países apresentavam alguma legislação para micotoxinas, representando 

um aumento de 30% em relação a 1995 (FAO, 2004).  

A Comissão Europeia estabeleceu limites regulatórios para os níveis de 

fumonisinas (FB1+FB2) em milho e derivados destinados ao consumo humano direto. O nível 

máximo para a soma de FB1 + FB2 deve ser de 1.000 µg/kg (COMISSÃO EUROPEIA, 

2007). Para alimentos destinados aos animais o nível máximo tolerado deve ser de 60.000 

µg/kg (COMISSÃO EUROPEIA, 2006). 

Nos EUA, o U.S.Food and Drug Administration (FDA) recomenda os 

limites máximos para fumonisinas totais (FB1 + FB2 + FB3) de 2.000 a 4.000 µg/kg em 

alimentos para seres humanos e 5.000 a 100.000 µg/kg em alimentos para animais (FDA, 

2001).  

No Brasil, a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), por meio 

da resolução RDC 07/2011, estabeleceu um limite máximo tolerado (LMT) de 5.000 µg/kg e 

2.500 µg/kg para as fumonisinas em milho não processado e para produtos a base de milho, 

respectivamente. Em relação à alimentação animal, em 2006 foi criado o Grupo de Trabalho 

sobre Micotoxinas pelo Ministério da Agricultura, que recomendou um limite máximo 

tolerado para grãos de milho e trigo ou outros subprodutos destinados a alimentação animal 

de 10.000 µg/kg, enquanto que rações destinadas a animais monogástricos o limite máximo 

deve ser de 5.000 µg/kg (BRASIL, 2011). 

Sydenham et al. (1990) publicaram um dos primeiros trabalhos sobre a 

ocorrência natural de FB1 em milho. As análises foram realizadas em amostras de milho 

mofado provenientes de uma região de Transkei, África do Sul, local com alta incidência de 

câncer esofágico em seres humanos. Os níveis detectados variaram entre 44.000 a 83.000 

µg/kg.  

Doko et al. (1995) verificaram a ocorrência natural de FB1 e FB2 (n = 96) 

em 26 variedades de milho na Itália e 72 linhagens cultivadas na Croácia, Polônia, Portugal, 

Romênia, Benin e Zambia. Os países que apresentaram maiores frequências de contaminação 

foram a Itália, Portugal, Zambia e Benin com 100, 100, 100 e 82%, respectivamente, sendo 

que os níveis máximos de fumonisinas foram 2.850, 4.450, 1.710 e 3.310 µg/kg, 

respectivamente.   
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Kedera, Plattner e Desjardins (1999) avaliaram amostras de milho (n = 197) 

da safra de 1996 provenientes de diversos distritos situados no Oeste do Quênia. Cerca de 

47% das amostras apresentaram contaminação por FB1, no entanto, apenas 5% estavam acima 

de 1.000 µg/kg, sendo que nas amostras mais contaminadas os níveis de fumonisina variaram 

de 3.600 a 11.600 µg/kg.  

Fandohan et al. (2005) avaliaram a ocorrência natural de fumonisinas em 

amostras de milho provenientes das safras de 1999-2003 produzidos em Benin, oeste da 

África. Os níveis de fumonisinas totais variaram de 8.240 a 16.690 µg/kg, sendo que a FB1 foi 

detectada em maior concentração (cerca de 12.020 µg/kg).  

Bryden et al. (1995) analisaram amostras de milho (n = 53) destinados a 

alimentação humana e animal provenientes do Estado de New South Wales, Austrália. Em 

89% das amostras foram detectadas fumonisinas, com concentrações que variaram de 1.000 a 

40.000 µg/kg.   

Outras pesquisas sobre ocorrência de fumonisinas também foram realizadas 

na África do Sul, China e Argentina, com níveis máximos detectados de 17.900 µg/kg, 10.200 

µg/kg e 8.160 µg/kg, respectivamente (ALBERTS et al., 1990; SYDENHAM et al., 1993; 

YOSHIZAWA; YAMASHITA; LUO, 1994).  

No Brasil, Hirooka et al. (1996) analisaram 39 amostras de milho 

provenientes do Estado do Paraná e 9 dos Estados do Mato Grosso do Sul e Goiás, coletadas 

entre 1990 e 1991. As fumonisinas foram detectadas em 100% das amostras do Estado do 

Paraná, com níveis de FB1 variando de 3.250 a 4.790 µg/kg e 2.340 a 3.450 µg/kg para FB2. 

Ono et al. (1999) avaliaram a ocorrência de fumonisinas em 150 amostras 

de milho recém colhido das regiões Centro-Sul, Centro-Oeste e Norte do Paraná. A FB1 foi 

detectada em 100% das amostras (média 2.390 µg/Kg) e FB2 em 97,7% (média 1.090 µg/Kg).  

Camargos et al. (2000) analisaram a presença de FB1 e FB2 em 19 amostras 

de milho cultivada em campos experimentais de diferentes cidades do interior do Estado de 

São Paulo, durante a safra de 1997/1998. Todas as amostras estavam contaminadas com 

fumonisinas, sendo que os níveis de FB1 variaram de 1.630 a 25.690 µg/kg (média de 5.610 

µg/kg) e a FB2 de 380 a 8.600 µg/kg (média de 1.860 µg/kg).   

Orsi et al. (2000) avaliaram a ocorrência de fumonisinas em 195 amostras, 

em milho recém colhido e armazenado no Estado de São Paulo. Do total das amostras, em 

90,2% foi detectada a FB1, enquanto que em 97,4% a FB2. Os níveis de FB1 variaram de 870 

a 49.310 µg/kg e de FB2 de 960 a 29.160 µg/kg. 
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Kawashima & Soares (2006) pesquisaram a presença de FB1 em 74 

amostras de produtos à base de milho, provenientes da cidade de Recife (PE), durante 1999 e 

2001. As fumonisinas foram detectadas em 94,6% das amostras, com concentração variando 

de 20 a 8.600 µg/kg.  

Rocha et al. (2009) investigaram a ocorrência de fumonisinas em 200 

amostras de milho recém colhido provenientes de Várzea Grande (Mato Grosso, MT), Nova 

Odessa (São Paulo, SP), Santa Maria (Rio Grande do Sul, RS) e Oliveira do Campinhos 

(Bahia, BA). A FB1 foi detectada em 98% (n = 196) das amostras e a contaminação por FB1 + 

FB2 foi detectada em 74,5% (n = 149).  

Moreno et al. (2009) analisaram 300 amostras de milho da safra 2003/2004 

da região norte do Paraná. A coleta foi realizada em dois pontos da cadeia produtiva, sendo 

detectadas fumonisinas em 100% das amostras com concentrações médias de 2.540 µg/kg na 

recepção e 3.120 µg/Kg na pré-secagem. Na safra de 2004, foram detectadas fumonisinas em 

98,9% e 95% das amostras, na recepção e pré-secagem, respectivamente. 

O Laboratório de Análises Mitoxicológicas - LAMIC (2011) analisando 

26,29 mil amostras de milho procedentes da região sul do Brasil, no período de 1996 a 2011, 

detectou fumonisinas em 76% das amostras.  

Através dos resultados obtidos pelos diversos estudos sobre ocorrência de 

fumonisinas, pode-se concluir que a contaminação de milho por fumonisinas abrange os cinco 

continentes. Em muitos casos os níveis de fumonisinas são superiores aos que os valores 

estabelecidos pela União EUROPEIA e pelo FDA.  

 

2.3 ESTRATÉGIAS DE PREVENÇÃO DO CRESCIMENTO FÚNGICO E DA CONTAMINAÇÃO POR 

MICOTOXINAS 

 

A contaminação de alimentos por fungos toxigênicos e micotoxinas é 

recorrente em todo o mundo. No Brasil, estima-se que cerca de 10% da produção de grãos são 

perdidos devido a contaminantes advindos das fases de pré e pós-colheita (LORINI; 

BACALTCHUK, 2007). Portanto, é de suma importância que haja o desenvolvimento de 

estratégias de prevenção e controle de micotoxinas, no intuito de minimizar a contaminação 

por fungos toxigênicos e micotoxinas. É cada vez mais frequente a preocupação com a 

segurança alimentar tanto por parte dos produtores, armazenadores, processadores, 

exportadores e consumidores.  
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A prevenção da contaminação de plantas com fungos toxigênicos consiste 

na forma mais eficaz para a diminuição da contaminação dos cereais por micotoxinas. O 

gerenciamento da produção agrícola por meio de boas práticas agrícolas e boas práticas na 

manipulação, no processamento, no armazenamento e na distribuição, consistem nas 

principais formas de prevenção. Porém, mesmo adotando as melhores estratégias de 

gerenciamento não é possível eliminar totalmente a contaminação por micotoxinas (AWAD et 

al., 2010; JOUANY, 2007). 

As estratégias de prevenção são classificadas em pré e pós-colheita. Na fase 

de pré-colheita existem algumas medidas importantes para redução das micotoxinas: redução 

do estresse da planta por meio de irrigação, nutrição mineral; proteção contra danos causados 

por insetos; redução dos resíduos vegetais e outras fontes de inóculo do fungo; utilização de 

cultivares resistentes à infecção fúngica; utilização de antifúngicos; rotação de culturas 

(JOUANY, 2007; RILEY; NORRED, 1999).  

As principais estratégias da fase de pós-colheita consistem de colheita do 

milho apenas quando apresentar umidade ideal; remoção de grãos danificados; secagem do 

grão antes do armazenamento; controle de insetos, roedores, umidade e temperatura; limpeza 

frequente dos locais de armazenamento (JOUANY, 2007; RILEY; NORRED, 1999).  

Uma estratégia de prevenção ideal seria aquela com uma abordagem 

múltipla e integrada (CAST, 2003). Entretanto, é importante ressaltar que essas estratégias de 

pré e pós-colheita dependem, na maioria das vezes, das condições climáticas do ambiente, 

sendo assim, dificilmente controlada (AWAD et al., 2010).  

 

2.4 MÉTODOS DE DESCONTAMINAÇÃO DE MICOTOXINAS 

 

Os métodos de descontaminação referem-se aos tratamentos pós-colheita, 

que tem como objetivo principal a inativação ou eliminação da micotoxina (MALLMANN et 

al., 2006). Os métodos são classificados em físicos, químicos e biológicos (HUWIG, et al., 

2001). Um método é considerado ideal, quando apresentar características como completa 

inativação, destruição ou remoção da toxina; não formação de compostos intermediários 

tóxicos; promoção da destruição dos esporos e do micélio do fungo para prevenir a produção 

de micotoxina; preservação das características organolépticas e nutricionais do grão 

(BEAVER, 1991; MAGAN; OLSEN, 2004; PARK, 1993; POMERANZ et al., 1990).   

 

 



 28 

2.4.1 Métodos Químicos e Físicos 

 

Os principais métodos físicos de descontaminação incluem a separação 

física, a moagem, a inativação térmica, a radiação gama, a luz ultravioleta e a adição de 

adsorventes (SORIANO; DRAGACCI, 2004).  

A separação física de grãos de milho consiste em um método preliminar na 

descontaminação de fumonisinas. A eliminação do germe ou do pericarpo pode reduzir os 

níveis de fumonisinas de 26,2% e 64,4% (SORIANO; DRAGACCI, 2004).  

Outro método físico importante consiste na inativação térmica. As 

fumonisinas são compostos termoestáveis, porém, a utilização de temperaturas acima de 

150°C no processamento do grão resulta na diminuição dos níveis de fumonisinas. Entretanto, 

este método transforma a fumonisina intacta em fumonisina hidrolisada, que em alguns 

estudos in vitro apresenta maior toxicidade (HUMPF; VOSS, 2004; SEEFELDER et al., 

2003). 

Os adsorventes são compostos que se ligam às micotoxinas, limitando sua 

absorção no trato gastrointestinal. A eficiência da ligação depende das características físicas e 

químicas de ambas as moléculas (AVANTAGGIATO, HAVENAAR, VISCONTI, 2004). 

Alguns exemplos de adsorventes são o carvão ativado, montimorilonita, bentonita e extrato de 

parede celular de levedura (ABDEL-WAHHAB; NADA; AMRA, 1999; BORDINI et al., 

2014; HUEBNER et al., 1999; LI et al., 2012).  

Os métodos químicos envolvem a utilização de um agente capaz de 

degradar estruturalmente a molécula da micotoxina. Alguns exemplos de compostos incluem 

o hipoclorito de sódio, peróxido de hidrogênio, ozônio, bissulfito de sódio, ácidos, álcalis e 

amônia. Apesar de alguns estudos demostrarem a eficiência destes métodos, em certos casos 

ocorre perda do valor nutricional do alimento, além de ocasionar a formação de compostos 

tóxicos (BATA; LÁSZTITY, 1999). 

Os métodos químicos e físicos vêm sendo bastante desenvolvidos no intuito 

de obter um método ideal de descontaminação de micotoxinas. No entanto, muitos destes 

métodos requerem equipamentos sofisticados ou reagentes muito caros (REDDY; 

NURDIJATI; SALLECH, 2010). 
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2.4.2 Métodos Biológicos 

 

Os métodos biológicos consistem na utilização de micro-organismos, que 

atuam no controle do fungo toxigênico por meio de diversos mecanismos, como competição 

por nutrientes ou espaço, interações ou antibiose (FAZELI et al., 2009). Alguns micro-

organismos (leveduras, fungos filamentosos, bactérias lácticas e algas) também são capazes 

de detoxificar micotoxinas, devido a capacidade de degradação de diversos compostos 

orgânicos, incluindo a micotoxina ou pela adsorção da micotoxina pela estrutura da parede do 

microrganismo (MEGHARAJ et al., 1997).  

Os métodos de controle biológico surgem como uma alternativa para 

substituição aos métodos químicos, uma vez que o apelo por um método “natural” vem 

crescendo entre os consumidores (BATA; LASZTITY, 1999). É cada vez maior o número de 

estudos referentes aos métodos biológicos, sendo que um método ideal para a utilização na 

descontaminação comercial de micotoxinas em alimentos, deve apresentar especificidade, 

eficiência, baixo custo e ser ambientalmente correto (WU et al., 2009). 

 

2.4.2.1 Bactérias lácticas  

 

As bactérias do ácido láctico (BAL) ou bactérias lácticas são conhecidas 

como importantes antagonistas biológicos naturais, e vêm sendo amplamente utilizadas em 

diversos estudos com o objetivo de garantir a descontaminação de alimentos com micotoxinas 

(CORASSIN et al., 2013; DALIÉ; DESCHAMPS; RICHARD- FORGET, 2010; KHOURY; 

ATOUI; YAGHI, 2011; OLIVEIRA et al., 2015).  Alguns autores descrevem as BALs como 

agentes antifúngicos adequados, pois além de inibir o crescimento de alguns fungos (EL-

GENDY; MARTH, 1980) promovem a diminuição da produção de micotoxinas (EL-

GENDY; MARTH, 1981; KARUNARATNE; WEZCNBERG; BULLERMAN, 1990).  

O grupo das bactérias lácticas é composto por bactérias diversificadas, mas 

que apresentam as seguintes características em comum: cocos ou bacilos Gram-positivos, não 

esporuladas, catalase negativa, anaeróbias e aerotolerantes, ácido tolerantes e 

nutricionalmente exigentes. Além disso, são fermentadoras e tem como principal produto da 

fermentação o ácido láctico (EARLY, 2000). 

As BALs compõem um grupo de aproximadamente 20 gêneros, entretanto, 

são considerados mais importantes os Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, 

Streptococcus, Oenococcus, Carnobacterium, Vagococcus, Enterococcus, Tetragenococcus e 
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Weisella (AXELSSON, 2004). Os principais gêneros reconhecidos por sua capacidade de 

prevenir ou limitar o crescimento de fungos toxigêncos são Lactobacillus, Lactococcus, 

Leuconostoc e Pediococcus (DALIÉ; DESCHAMPS; RICHARD-FORGET, 2010).  

Este grupo de bactérias é amplamente utilizado em alimentos fermentados, 

por serem reconhecidos como “GRAS” (generally recognized as safe), além de ocorrer 

naturalmente em diversos alimentos e compor a microbiota intestinal. Diversos estudos 

demonstram a importância dessas bactérias na saúde dos seres humanos e animais e na 

biopreservação de alimentos (OUWEHAND et al., 2002; SAXELIN et al., 2005; WOOD; 

HOLZAPFEL, 1995). 

 

2.4.2.1.1 Bactérias lácticas no antagonismo de fungos toxigênicos  

 

As BALs produzem compostos antagônicos capazes de controlar o 

crescimento de bactérias patogênicas e outros micro-organismos indesejáveis, como alguns 

fungos toxigênicos (DALIÉ; DESCHAMPS; RICHARD-FORGET, 2010). Segundo Gourama 

& Bullerman (1995), a utilização de bactérias lácticas em alimentos poderia aumentar a vida 

útil de muitos produtos, além de reduzir os riscos à saúde pela exposição a micotoxinas.  

O primeiro efeito antimicrobiano da BAL é devido a produção de ácido 

láctico, que causa a redução do pH, inibindo o crescimento de uma diversidade de micro-

organismos patogênicos e deteriorantes (DAESCHEL, 1989; DE MUYNCK et al., 2004).  

Outras substâncias com potencial antagônico também são produzidas como 

os ácidos orgânicos (ácido acético e ácido propiônico), peróxido de hidrogênio (H2O2) e 

dióxido de carbono (CO2) (EKLUND, 1984; EKLUND, 1989; KONG; DAVISON, 1980; 

GEREZ et al., 2009). Também são produzidos compostos antimicrobianos de baixa massa 

molecular (reuterina), ácidos graxos, dipeptídeos cíclicos e compostos protéicos (ONILUDE 

et al., 2005; ROUSE et al., 2008; SJÖGREN et al., 2003; YANG; CHANG, 2010). 

Os ácidos orgânicos, como o ácido láctico, propiônico e acético têm sido 

relatados como os principais envolvidos na atividade antifúngica. O ácido láctico atua sobre a 

membrana plasmática, neutralizando seu potencial eletroquímico e aumentando a 

permeabilidade pelas formas não dissociadas. A forma mais hidrofóbica atravessa a 

membrana e libera íons H+, acidificando o citoplasma e causando um colapso eletroquímico 

no gradiente de prótons, causando a morte do microrganismo suscetível (AXELSSON, 1990; 

BATISH et al., 1997; EKLUND, 1989; PIARD; DESMAZEAUD, 1991).  
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O ácido acético e o ácido propiônico atuam de modo similar ao ácido 

láctico, alterando o gradiente eletroquímico das membranas celulares. Porém, o efeito destes 

dois ácidos depende da diminuição do pH ocasionado pela presença do ácido láctico 

(EKLUND, 1989). 

Outro produto da fermentação é o H2O2 que apresenta efeito oxidante sobre 

a célula de alguns micro-organismos, destruindo estruturas moleculares de origem protéica 

(DAVIDSON et al., 1983). A presença do CO2 pode criar um ambiente anaeróbico que inibe a 

descarboxilação enzimática e acúmulo de CO2 na bicamada lipídica alterando a 

permeabilidade da membrana (EKLUND, 1984). A inibição varia de acordo com o tipo de 

micro-organismo e de CO2, porém uma concentração entre 20 a 50% resulta numa forte 

atividade antifúngica (LINDGREN; DOBROGOSZ, 1990). 

A reuterina (3-hidroxipropionaldeido) é um antimicrobiano de amplo 

espectro que apresenta baixa massa molecular, originalmente é produzido por Lactobacillus 

reuteri (AXELSSON et al., 1987, 1989; TALARICO; DROBOGOZS, 1989). A reuterina atua 

contra vários tipos de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, leveduras e bolores. É 

resistente a presença de enzimas lipolíticas e hidrolíticas e estável a diferentes variações de 

pH (CHUNG et al., 1989; EL-ZINEY; DEBEVERE; JAKOBSEN, 2000; TALARICO et al., 

1988, 1989).  

Os ácidos graxos podem ser produzidos por algumas bactérias do gênero 

Lactobacillus e Lactococcus em determinadas condições. Os ácidos graxos insaturados 

apresentam atividade contra bactérias Gram-positivas e fungos, sendo que a atividade 

antifúngica depende do comprimento da cadeia, concentração e pH do meio (GOULD, 1991; 

SANZ et al., 1988).  

Os dipeptídeos cíclicos são compostos de baixa massa molecular que 

apresentam múltiplas propriedades bioativas. Estes compostos estão associados com atividade 

anticancerígena, antiviral, antihiperglicemiante, neuroprotetora, além das propriedades 

antibacterianas e antifúngicas (AXEL et al., 2014; BORTHWICK, 2012).  

Outros compostos que apresentam atividade antagônica são as bacteriocinas 

que são definidas como pequenos peptídeos antimicrobianos (20 a 50 aminoácidos) 

sintetizados ribossomalmente que apresentam uma extremidade hidrofílica e hidrofóbica 

(COTTER; HILL; ROSS, 2005; DAW; FALKINER, 1996; HAUGE et al., 1998; NISSEN-

MEYER; NES,1997). 

As bacteriocinas geralmente apresentam uma estreita faixa de ação, atuando 

principalmente contra bactérias Gram-positivas (JACK; TAGG; RAY, 1995). Apesar disso, 
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alguns estudos vêm sendo realizados (ADEBAYO; ADERIYE, 2010; AHMADOVA et al., 

2013; CODA et al., 2011; GUPTA; SRIVASTAVA, 2014; MAGNUSSON; SCHNURER, 

2001; SATHE et al., 2007; STOYANOVA et al., 2011) evidenciando a sua ação antifúngica 

que em alguns casos é perdida por meio da utilização de enzimas proteolíticas (BATISH; 

GROVER; LA, 1989).  

A atividade antifúngica das BALs consiste em um fenômeno complexo que 

não está completamente elucidado, entretanto estudos indicam que este fenômeno está 

relacionado com uma série de fatores, incluindo efeitos de sinergia entre os compostos 

antagônicos (VOULGARI et al., 2010; YANG; CHANG, 2010). 

 

2.4.2.1.2 Bactérias lácticas na detoxificação de micotoxinas 

 

Diversos estudos têm demonstrado a capacidade de diferentes linhagens de 

BAL na detoxificação de micotoxinas. Apesar dos resultados promissores, o mecanismo 

envolvido na detoxificação ainda não está completamente elucidado. Na maioria dos estudos, 

o principal mecanismo envolvido consiste na ligação da micotoxina com a parede celular 

bacteriana (SHETTY; JESPERSEN, 2006). Outros possíveis mecanismos seriam a atuação 

das bactérias lácticas na biossíntese da micotoxina ou ainda a produção de metabólitos que 

degradam a micotoxina (DALIÉ; DESCHAMPS; RICHARD- FORGET, 2010). 

A estabilidade das ligações entre a micotoxina e a parede celular bacteriana 

depende da cepa, do tratamento utilizado (ácido, básico, térmico) e das condições do ambiente 

(HASKARD et al., 2001). Portanto, é importante que todos os parâmetros sejam elucidados e 

padronizados para garantir a ação da BAL na descontaminação de alimentos com micotoxinas 

(BOVO et al., 2013; EL-NEZAMI et al., 2002).   

Stiles & Bullerman (2002) estudaram o efeito de Lactobacillus rhamnosus 

no crescimento e na produção de micotoxinas em diversas espécies de Fusarium, incluindo F. 

proliferatum, F. verticillioides e F. graminearum. Os resultados demonstraram que houve 

redução da produção de FB1, FB2, desoxinivalenol (DON) e zearalenona em 63,2%, 43,4%, 

92% e 87,5%, respectivamente. 

Niderkorn, Boudra & Morgavi (2006) avaliaram a capacidade de diversas 

espécies de bactérias lácticas em remover, in vitro, DON e FB1 e FB2 produzidas por 

Fusarium.  A porcentagem de remoção da fumonisina variou entre as diversas espécies, sendo 

que as espécies que apresentaram melhores porcentagens foram Leuconostoc mesenteroides 

R1107 com 82% (FB1) e 96% (FB2), Pediococcus pentosaceus R1044 com 79% (FB1) e 92% 
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(FB2) e Lactobacillus plantarum R1096 74% (FB1) e 97% (FB2). Os autores ainda concluíram 

que o mecanismo responsável pela remoção foi o da ligação da micotoxina com a parede 

celular bacteriana, pois não houve diferença na remoção quando foram utilizadas bactérias 

viáveis e não viáveis e, além disso, não foram detectados produtos de degradação da toxina.  

Niderkorn et al. (2009) investigaram componentes da parede celular das 

BALs e grupos funcionais da fumonisina (FB) envolvidos na interação BAL-FB. Foram 

utilizados diversos tratamentos físico-químicos, enzimáticos e genéticos, com o objetivo de 

remover ou inibir os grupos funcionais. Os autores concluíram que o peptidioglicano (PG) e o 

ácido tricarboxílico presentes, respectivamente, na BAL e na FB, eram os principais 

componentes envolvidos na interação.   

Dalié et al. (2012) verificaram a capacidade in vitro e no milho de 

Pediococcus pentosaceus L006 na modulação da biossíntese de fumonisinas (FB1, FB2 e FB3) 

produzida por F. verticillioides. Os estudos demonstraram que em certas condições de 

estresse, em que foram inoculados simultaneamente P. pentosaceus e F. verticillioides, houve 

aumento da produção de fumonisina. Porém, alguns compostos produzidos pela bactéria 

láctica foram capazes de reduzir significativamente a produção de fumonisinas em meio 

líquido e no milho. Após a incubação de P. pentosaceus em grãos de milho por cerca de 20 

dias, verificou-se uma diminuição de 75% a 80% da fumonisina.  

Hassan & Bullerman (2013) verificaram a capacidade de Lactobacillus 

paracasei subsp. tolerans na redução das concentrações de deoxinivalenol (DON) e FB1 em 

meio líquido, utilizando células viáveis e inativadas por tratamento térmico. A porcentagem 

de ligação de DON foi dependente do pH do meio, sendo que a adsorção variou entre 47% e 

99%. A redução dos níveis de FB1 ocorreu quando foram utilizadas as células viáveis, porém 

a ligação entre a micotoxina e a BAL era muito fraca.  

A parede celular das bactérias lácticas, assim como de todas as Gram-

positivas, apresenta, na sua maior parte, uma estrutura espessa formada por múltiplas camadas 

de peptideoglicano (HASKARD et al., 2001), e em menores proporções de ácido teicóico e 

lipoteicóico, camada protéica S e polissacarídeos neutros. Os principais componentes 

relacionados com a interação da BAL e da micotoxina são os polissacarídeos e o 

peptideoglicano que compõe a parede celular (RAJENDRAN; OHTA, 1998).  

Em vários estudos, os autores utilizam o tratamento térmico (aquecimento) 

das células bacterianas para verificar os possíveis mecanismos de detoxificação das 

micotoxinas (ELSANHOTYA et al., 2014; FRANCO et al., 2011; NIDERKORN; BOUDRA; 

MORGAVI, 2006). O aquecimento das células viáveis pode causar desnaturação das 
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proteínas ou formação de produtos da reação de Maillard. Além disso, pode ocasionar a 

diminuição da espessura do peptideoglicano e/ou aumento dos poros. Essas alterações são 

responsáveis pela ligação da micotoxina a estruturas que não estavam disponíveis quando a 

célula estava intacta (EL-NEZAMI et al., 2002). 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

• Avaliar o potencial de antibiose de bactérias lácticas frente a cepas de Fusarium 

verticillioides e analisar a capacidade de detoxificação de fumonisina B1 

 

3.2  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Avaliar a atividade inibitória das bactérias lácticas comerciais frente a cinco cepas 

(97L, 97K, 103F, 113F e 103G) de F. verticillioides;  

• Avaliar a influência da concentração do caldo MRS, do ácido acético e ácido láctico e 

do pH na atividade inibitória das cepas de F. verticillioides; 

• Determinar a concentração inibitória mínima do ácido acético e do ácido láctico; 

• Avaliar a capacidade de detoxificação in vitro da fumonisina B1 das diferentes cepas 

de bactérias lácticas comerciais.  
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 MATERIAL 

 

4.1.1 Cepas de Fusarium verticillioides 

 

As cepas de Fusarium verticillioides foram gentilmente cedidas pela Profa. 

Dra. Elisa Yoko Hirooka do Departamento de Ciência e Tecnologia de Alimentos da 

Universidade Estadual de Londrina. Foram utilizadas cinco cepas de F. verticillioides (97L, 

97K. 103F, 113F e 103G) isoladas a partir de ração a base de milho associadas com 

intoxicação animal e identificadas morfologicamente na Science University of Tokyo, Japão.  

 

4.1.2 Bactérias Lácticas Comerciais 

 

Um total de 11 bactérias lácticas provenientes de coleções de culturas 

internacionais (American Type Culture Collection - ATCC) e do Departamento de Ciência e 

Tecnologia de Alimentos da Universidade Estadual de Londrina e culturas comerciais foram 

gentilmente cedidas pela Profa. Dra. Sandra Garcia do Departamento de Ciência e Tecnologia 

de Alimentos da Universidade Estadual de Londrina: 

 

• Lactobacillus plantarum ATCC® 14917 

• Lactobacillus plantarum ATCC® 94914 

• Lactobacillus fermentum ATCC® 9339 

• Lactobacillus rhamnosus 

• Lactobacillus paracasei 

• Lactobacillus gasseri 

• Lactobacillus plantarum 

• Lyofast LR-92 (Lactobacillus reuteri), Sacco.  

• Lyofast LH3 (Lactobacillus helveticus), Sacco.  

• Lyofast BG112 (Lactobacillus plantarum), Sacco.  

• Lyofast LA3 (Lactobacillus.acidophilus), Sacco.  
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4.2 AVALIAÇÃO DO ANTAGONISMO EM MEIO SÓLIDO 

 

A avaliação da atividade antifúngica foi realizada por meio da técnica de 

semeadura em profundidade conforme Motomura e Hirooka (1996), na qual, as placas de 

Petri estéreis foram previamente inoculadas com 105 esporos/mL de F. verticillioides (5 

cepas) e 20 mL de BDA (Ágar Batata Dextrose).  

Após a solidificação, foi inoculada uma alíquota de 100 µL do cultivo dos 

micro-organismos citados no item 4.2.1 em orifícios (diâmetro 5 mm) no centro da placa. Em 

seguida as placas foram incubadas a 25°C durante 7 dias. Posteriormente, o diâmetro de 

inibição foi medido utilizando um paquímetro. Todos os testes foram realizados em triplicata.  

 

4.2.1 Bactérias Lácticas 

 

As culturas de bactérias lácticas foram ativadas por meio do cultivo em 

caldo MRS (De Man Rogosa Sharpe) (ANEXO B) a 37°C durante 24 h. Esse procedimento 

foi repetido 3 vezes até a obtenção do inóculo ativado. Em seguida, 5 mL do cultivo ativado 

foi inoculado em 50 mL de caldo MRS. O cultivo foi incubado a 37°C, sem agitação, durante 

24 h. Para a utilização no teste de antagonismo, o cultivo foi ajustado de acordo com o tubo 

10 da escala nefelométrica de Mc Farland que corresponde a uma concentração aproximada 

de 3,0 x 109 UFC/mL e uma absorvância de 2,180 (ANEXO A).  

 

4.2.1.1 Avaliação da influência de outros parâmetros no antagonismo frente a Fusarium 

verticillioides  

 

4.2.1.1.1 Influência da concentração de ácido acético e ácido láctico 

 

A influência de ácido láctico e de ácido acético no desenvolvimento de F. 

verticillioides foi avaliada de acordo com a metodologia de Schnürer e Magnusson (2005). 

Foram preparadas soluções de caldo MRS contendo ácido acético e ácido láctico, cujas 

concentrações finais foram 10, 20, 30, 40 e 50% (v/v). Uma alíquota de 100 µL do caldo 

MRS foi adicionada nos orifícios (5 mm) no centro do BDA previamente inoculado com 105 
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esporos/mL de F. verticillioides seguidas das demais etapas, conforme descrito no item 4.2. 

Todos os ensaios foram realizados em triplicata (DE MUYNCK et al., 2004).  

 

4.2.1.1.2 Influência da concentração do caldo MRS 

 

Seguindo a metodologia proposta por De Muynck et al. (2004), o caldo 

MRS foi preparado com concentrações variando de 2, 4, 6, 8 e 10 vezes mais de meio de 

cultura em relação às instruções do fabricante. Foram aplicados 100 µL do caldo MRS 

modificado sobre os orifícios (5 mm) do ágar BDA previamente inoculado com 105 

esporos/mL de F. verticillioides seguidas das demais etapas, conforme descrito no item 4.2. 

Todos os ensaios foram realizados em triplicata. 

 

4.2.1.1.3 Influência do pH do meio 

 

A avaliação da influência do pH do meio foi realizada segundo De Muynck 

et al. (2004). As placas de Petri contendo BDA foram previamente inoculadas com 105 

esporos/mL de F. verticillioides. Após a solidificação do meio, foi inoculada uma alíquota de 

100 µL de caldo MRS estéril com pH ajustado em orifícios (diâmetro 5 mm) no centro da 

placa. O pH foi ajustado para 1, 2, 3, 4, 5 e 6 utilizando HCl 3 mol/L. Os testes foram 

realizados em triplicata para as 5 cepas de F. verticillioides conforme descrito no item 4.2.  

 

4.2.1.2 Determinação da concentração mínima inibitória (CMI) do ácido láctico e do ácido 

acético 

 

A concentração mínima inibitória (CMI) do ácido láctico e acético foi 

determinada para as cinco cepas de F. verticillioides. A CMI é definida como a menor 

concentração do ácido capaz de inibir o crescimento do fungo em um período de pelo menos 

72 h. As concentrações utilizadas de ácido láctico e acético foram 0,4, 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 

3,0, 3,5 e 4,0% (m/v) e 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7 e 0,9% (m/v), respectivamente. Uma 

alíquota de 100 µL de cada solução foi adicionada nos orifícios (5 mm) no centro do BDA 

previamente inoculado com 105 esporos/mL de F. verticillioides. As placas foram 

acondicionadas a 25°C durante 7 dias. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.  
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4.3 ENSAIOS DE DETOXIFICAÇÃO DE FUMONISINA B1 

 

4.3.1 Preparo da Suspensão de Bactérias Lácticas 

 

As bactérias lácticas comerciais foram cultivadas em caldo MRS a 37 ± 1°C 

durante 24 h, sendo o cultivo sucessivo repetido no mínimo 3 vezes para a ativação da 

bactéria. Posteriormente, foram inoculados 1 mL da cultura em um Erlenmeyer contendo 100 

mL de caldo MRS e incubados a 37°C durante 24 h. O cultivo foi centrifugado (3000g, 10 

minutos, 5°C) e no caso das amostras com tratamento térmico (inviáveis) a biomassa 

resultante foi ressuspensa em 100 mL de água ultrapura e autoclavadas durante 15 min a 

121°C. A padronização do número de células foi realizada por meio da medida da 

absorvância em espectrofotômetro a 600 nm e a concentração final foi ajustada para 3,0 X109 

UFC/mL de acordo com a escala de Mc Farland. A suspensão de células foi centrifugada 

(3000g, 10 min, 5°C). A biomassa resultante foi lavada 3 vezes com tampão fosfato salino 

(PBS) pH 7,2 e 4 vezes com água ultra pura estéril. Todos os ensaios foram realizados em 

triplicata.  

 

4.3.2 Preparo do Padrão de Fumonisina B1 

 

O padrão de Fumonisina B1 – 98% pureza (SIGMA-ALDRICH®) foi 

ressuspenso em metanol:água (3:1) e sonicado durante 15 minutos. Em seguida, alíquotas 

com as concentrações desejadas foram colocadas em frasco âmbar e secas sob fluxo de N2 

gasoso a 40°C. 

As alíquotas do padrão foram utilizadas na realização da curva de calibração 

e nos ensaios de detoxificação. No caso da curva de calibração os padrões foram ressuspensos 

em acetronitrila: água (1:1). No teste de detoxificação foi utilizado PBS pH 7,2.  

 

4.3.3 Análise da Detoxificação de Fumonisina B1 em meio líquido 
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A análise de detoxificação foi realizada segundo Pizzolitto, Salvano e 

Dalcero (2012), Niderkorn, Boudra e Morgavi (2006) e Hernandez-Mendoza, Garcia e Steele 

(2009) com algumas modificações. O pellet de bactérias lácticas (item 4.3.1) foi ressuspenso 

em uma solução de FB1 2,5 µg/mL diluído em PBS pH 7,2, resultando em um volume final de 

2 mL. O experimento foi realizado em Tubo Falcon de 50 mL, acondicionados à 37 ± 1°C/ 1 

h. Foram preparados controles positivos em Tubo Falcon de 50 mL contendo 2 mL de uma 

solução de FB1 2,5 ug/mL, os controles foram acondicionados e processados da mesma forma 

que as amostras. Após a incubação, a determinação da FB1 no sobrenadante foi realizada por 

cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE). 

 

4.4 DETERMINAÇÃO DE FUMONISINA B1 POR CLAE 

 

Uma alíquota de 1 mL do sobrenadante do ensaio (item 4.3.3) foi 

adicionada a 1 mL de metanol:água (3:1, v/v), sendo a mistura agitada em vortex durante 1 

min, posteriormente filtrada em papel filtro Whatman nº IV.  

O filtrado (1 mL) foi submetido à pré-limpeza utilizando cartucho de troca 

aniônica (Sep-Pak Accell Plus QMA – Waters), previamente acondicionada com 5 mL de 

metanol, seguido de 5 mL de metanol:água (3:1, v/v). Após aplicação de 1 mL de amostra, a 

coluna foi lavada com 6 mL metanol:água (3:1), seguidos de 3 mL de metanol, a fim de 

eliminar possíveis interferentes. As fumonisinas foram eluídas com 10 mL de solução de 

ácido acético a 0,5% em metanol. O eluato foi seco sob fluxo de nitrogênio gasoso a 45ºC e o 

resíduo resultante dissolvido em 800 μL de metanol: água (3:1, v/v), a seguir fracionado em 

alíquotas de 200 μL. As alíquotas foram novamente secas sob fluxo de gás N2 a 45ºC, 

acondicionadas a -20ºC para posterior determinação de fumonisinas por cromatografia líquida 

de alta eficiência.  

A determinação de fumonisinas foi realizada segundo metodologia descrita 

por Shephard et al. (1990), modificada por Ueno et al. (1993). A alíquota de 200 μL foi 

redissolvida em acetonitrila: água (1:1, v/v), e derivatizada com o-ftaldialdeído (OPA - 40 mg 

de OPA, 1 mL de metanol, 5 mL de tetraborato de sódio 0,1M e 50 μL de 2-mercaptoetanol.  

A análise foi realizada por CLAE, consistindo de sistema isocrático de fase 

reversa (bomba Shimadzu LC-10 AD e detector de fluorescência RF-10A XL), utilizando 
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coluna C18 (2) 5 µm 100 Å (250 x 4,6 mm, Luna Phenomenex). Os comprimentos de onda de 

excitação e emissão foram 335 e 450 nm, respectivamente. A fase móvel consistiu de 

metanol: fosfato de sódio 0,1 mol/L (80: 20, v/v), com pH ajustado para 3,3 (ácido 

ortofosfórico). O fluxo foi de 1,0 mL/min a 25ºC. A recuperação da FB1 em nível de 2,5 

µg/mL foi de 88,3%.  

A porcentagem da toxina removida foi calculada de acordo com a fórmula a 

seguir: 

Toxina removida (%) = 100 x 1 – (Área do pico do sobrenadante da amostra) 

          (Área do pico do controle) 

 

4.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

As diferenças entre as médias das porcentagens de redução da FB1 in vitro utilizando 

diferentes cepas de BAL e dois tratamentos (células viáveis e inviáveis) foram avaliadas 

estatisticamente utilizando ANOVA e teste de comparações múltiplas de Tukey (p<0,05). As 

análises foram realizadas utilizando o software Statistica Versão 7 (Stat Soft Inc., Tulsa, OK, 

USA). 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Os resultados e discussão foram redigidos sob a forma de artigo 

científico a ser submetido para publicação de acordo com as normas do periódico Journal 

of Applied Microbiology.  
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5.1 ARTIGO A: 

 

EFFECT OF LACTIC ACID BACTERIA ON FUSARIUM VERTICILLIOIDES GROWTH AND FUMONISIN B1 

DETOXIFICATION  

 

Abstract  

 

Aims: Fusarium verticillioides is a primary corn pathogen with global importance because it 

causes economic losses and risks to human and animal health due to production of 

fumonisins. This study aimed to evaluate the effect of lactic acid bacteria (LAB) strains on F. 

verticillioides growth and fumonisin B1 (FB1) detoxification.  

Methods and Results: The antagonistic activity of eleven LAB strains was evaluated against 

five F. verticillioides strains. The influence of pH, MRS broth, acetic acid and lactic acid 

concentration on fungal antagonism and the minimal inhibitory concentration of lactic and 

acetic acids were evaluated. In vitro FB1 detoxification assay was carried out in PBS using 

viable and unviable cells (heat inactivated cells). Lactobacillus reuteri LR-92 and L. 

plantarum BG112 strains showed the highest inhibition zone diameters, 30 mm and 23.7 mm, 

respectively. All the F. verticillioides strains showed altered growth due to lactic and acetic 

acids, and the 97L strain was shown to be the most susceptible strain, with inhibition zone 

diameter ranging from 26 to 55 mm and from 10 to 17 mm according to the concentration of 

acetic acid and lactic acid, respectively. All the LAB strains showed FB1 removal ability in 

vitro with percentages ranging from 30.1% to 78.0% (viable cells) and 49.5% to 88.0% 

(unviable cells). L. fermentum ATCC 9339 and L. reuteri LR-92 strains showed the highest 

FB1 removal ability, 78.0% and 80.7 (viable and unviable) and 71.9% and 88.0% (viable and 

unviable cells), respectively.  

Conclusions: LAB strains showed antifungal activity and in vitro FB1 detoxification ability. 

Significance and Impact of the Study: The LAB strains can be used as an additive in food 

and feed to minimize health risks caused by FB1.  
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1.Introduction  

 

Fusarium verticillioides is the main fungal contaminant of maize in the world (Leslie 

1996; Mills 1989). It is estimated that about 90% of world maize production is contaminated 

by this fungus (Rheeder et al. 2002). 

Fumonisins are a group of toxic secondary metabolites produced mainly by F. 

verticillioides (Marasas 2001; Theumer et al. 2012). Although 28 analogs have been 

characterized, fumonisin B1 is the most abundant and the most toxic (Galvano et al. 2002; 

Mallmann et al. 2001; Rheeder et al. 2002; Shephard et al. 1996). It is estimated that this 

mycotoxin is responsible for 70% of worldwide food contamination (Thiel et al. 1991). 

In humans, the detection of this mycotoxin in maize has been associated with the 

incidence of esophageal cancer in Africa, China and North East Italy (Peraica et al. 1999), 

primary liver cancer (Sydenham et al. 1990; Ueno et al. 1997) and neural tube defects in 

Mexico and Guatemala (Meredith 1999; Missmer et al. 2006). The International Agency for 

Research on Cancer has classified FB1 in group 2B, i.e, a probable human carcinogen (IARC 

2002). 

 In animals, the most severe effect include leukoencephalomalacia in horses (Ledoux 

et al. 1992; Mallmann et al. 1999), decreased weight gain, enlargement of the liver, biliary 

hyperplasia in broilers and pigs, pulmonary edema, liver abnormalities, and sphingolipids 

metabolism (Harrison et al. 1990; Haschek et al. 2001). 

The control methods for mycotoxins aims to decrease the concentration to a level 

considered safe or to use non-toxic compounds that degrade toxins, without loss in nutritional 

quality of food. These methods are classified into two main categories: prevention of 

contamination and fungal growth and detoxification of toxic compounds produced by the 

fungus (Mallmann et al. 2006). 

Several lactic acid bacteria (LAB) have been evaluated for antimicrobial activity and 

detoxification ability of mycotoxins (Bovo et al. 2013; Corassin et al. 2013; Dalié et al. 2010; 

Franco et al. 2011; Fuchs et al. 2008; Khoury et al. 2011; Niderkorn et al. 2006; Niderkorn et 

al. 2009; Pizzolitto et al. 2012; Sezer et al. 2013). The mechanisms that may be involved in 
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the inhibitory effect on fungal growth are based on nutrient competition, production of 

secondary metabolites, pH, or a combination of these factors (Hansen 2002). 

Some authors have reported that the major mechanism of in vitro FB1 detoxification is 

probably the mycotoxin binding to bacterial cell wall (El-Nezami et al. 2002; Niderkorn et al. 

2009). Other studies have demonstrated that some microorganisms produce enzymes that alter 

the structure of mycotoxin and its pathogenicity (Westby et al. 1997).  

Considering the potential of LAB for mycotoxin detoxification and the few number of 

published manuscripts relating the LAB with antifungal activity against F. verticillioides and 

FB1 detoxification, the aim of this study was to evaluate the effect of lactic acid bacteria on F. 

verticillioides growth and FB1 detoxification in vitro.  

 

2.Material and Methods 

 

2.1. Micro-organisms and culture conditions 

 

In this study the effect of LAB cultures on F. verticillioides growth and FB1 removal 

was evaluated. The LAB (11) strains were L. plantarum ATCC 14917, L. plantarum ATCC 

94917, L. fermentum ATCC 9339 (American Type Culture Colection); L. rhamnosus, L. 

paracasei, L. gasseri, L. plantarum (Culture colection by Departament of Food Science and 

Technology – State University of Londrina) L. reuteri Lyofast LR-92 (Sacco), L. helveticus 

Lyofast LH3 (Sacco), L. plantarum Lyofast BG112 (Sacco) and L. acidophilus Lyofast LA3 

(Sacco) (comercial cultures). Seven LAB strains were used for FB1 removal experiments. The 

LAB strains were cultured in Man Rogosa Sharpe (MRS) broth at 37°C for 24 h and 

subcultured at least three times. They were maintained as frozen stock cultures at – 20°C in 

MRS supplemented with 25% (v/v) glycerol.  

A total of five F. verticillioides strains (97L, 97K, 103F, 113F and 103G) was kindly 

provided by Dr. Elisa Yoko Hirooka from the Department of Food Science and Technology, 

State University of Londrina. These F.verticillioides strains were isolated from corn feed 

involved in animal intoxication outbreaks and morphologically identified at the Science 
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University of Tokyo, Japan. The strains were grown on PDA (Potato Dextrose Agar) at 25°C/ 

7 days and stored at 4°C.  

 

2.2 Evaluation of Antifungal activity  

 

Evaluation of antifungal activity was performed by the agar diffusion assay according 

to Corsetti et al. (1998) with some modifications. Sterile Petri dishes were inoculated with a 

suspension of 105 propagules mL-1 of F. verticillioides strains and 20 ml of PDA (Potato 

Dextrose Agar). 

After agar solidification, an aliquot of 100 L of MRS broth with LAB adjusted 

concentrations of 3.0 x 109 CFU mL-1 was inoculated in holes (5 mm diameter) in the center 

of the plate (Ammor et al. 2006). Then the plates were incubated at 25°C for 7 days and the 

inhibition zone was measured. Inhibition zone was defined as the diameter without fungal 

growth around the hole. All the tests were performed in triplicate. 

 

2.3 Evaluation of effect of pH, acetic acid, lactic acid and media concentration on antifungal 

activity 

 

The agar diffusion method was carried out according to De Muynck et al. (2004) and 

Magnusson and Schnurer (2005). The antifungal activity was evaluated using sterile MRS 

broth with different concentrations of acetic acid and lactic acid (10%, 20%, 30%, 40% and 

50% w/v). MRS broth raging from 2, 4, 6, 8 and 10-fold more concentrated and MRS broth 

with pH adjusted at 1, 2, 3, 4, 5 and 6 using hydrochloric acid (5 mmol mL-1) were evaluated. 

An aliquot of 100 L of MRS broth was added in the holes (5 mm) in the center of the PDA 

agar previously inoculated with 105 propagules mL-1 F. verticillioides. All the assays were 

performed in triplicate 
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2.4 Determination of the minimum inhibitory concentration (MIC) of lactic acid and acetic 

acid in the fungal growth  

 

The minimum inhibitory concentrations of lactic and acetic acid were determined for 

the five F. verticillioides strains. The MIC was defined as the lowest concentration of acid 

capable of inhibiting fungal growth over a period of at least 72 h. Lactic and acetic acid were 

used at 0.4, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 3.5 and 4.0% (w/v) and 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7 

and 0.9% (w/v), respectively. An aliquot of 100 L of MRS broth was added in the holes (5 

mm) in the center of the PDA agar previously inoculated with 105 propagules mL-1 F. 

verticillioides. All the assays were performed in triplicate 

 

2.5 Fumonisin B1 detoxification assay 

 

The detoxification analysis was performed according to Pizzolito et al. (2012), 

Niderkorn et al. (2006) and Hernandez-Mendoza et al. (2009) with some modifications. The 

final concentration of LAB was standardized at 3.0 x 109 CFU ml-1 after centrifugation (5000 

g, 10 min, 4°C), followed by subsequent washes with phosphate-buffered saline (PBS) pH 7.2 

and ultrapure water. In order to evaluate the effect of cell viability on detoxification, heat 

inactivated LAB cells (121ºC for 15 min) were also used. The preparation procedure was the 

same as for viable cells (no heat treatment). The resulting pellet was resuspended in a FB1 

solution (2.5 g mL-1). The toxin was prepared using FB1 (Sigma, St. Louis, MO, USA) 

diluted in PBS (pH 7.2) to a final concentration of 2.5 g mL-1. The experiment was carried 

out in 50 mL Falcon tubes at 37 ± 1°C. Positive controls were prepared in 50 mL Falcon tubes 

containing 2 ml of FB1 solution (2.5 g mL-1), and processed in the same way as the samples. 

After incubation, FB1 determination in the supernatant was performed by high-performance 

liquid chromatography (HPLC). 

The percentage of toxin removed was calculated according to the following formula:  

Toxin removed (%) = 100 x 1 -     (Peak area of toxin in the supernatant) 

                                                                (Peak area of positive control) 
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2.6 Quantification of fumonisin B1 by HPLC 

 

An aliquot of 1 mL of test supernatants was mixed in 1 ml of methanol: water (3: 1, 

v/v), then 1 mL of the mixture was cleaned up using anion exchange cartridge (Sep-Pak 

Accell Plus QMA - Waters). 

Fumonisin determination was performed according to Shephard et al. (1990), modified 

by Ueno et al. (1993). The aliquot of 200 L was redissolved in acetonitrile: water (1: 1, v/v) 

and derivatized with o-phthaldialdehyde (OPA - 40 mg OPA in 1 ml methanol, 5 ml of 0.1 

mmol l-1 sodium tetraborate and 50 l of 2-mercaptoethanol). 

The analysis was performed by reversed-phase isocratic high performance liquid 

chromatography (HPLC), system (Shimadzu LC-10 AD pump and RF-10A XL fluorescence 

detector) using Nucleosil 100-5 C18 column (4.6 x 250 mm, Macherey-Nagel GmbH & Co.). 

The excitation and emission wavelengths were 335 and 450 nm, respectively. The mobile 

phase consisted of CH3OH: 0.1 mol l-1 NaH2PO4 (80:20, v/v), pH adjusted to 3.3 

(orthophosphoric acid). The flow rate was 1.0 ml min-1 at 25°C. 

The recovery rate of FB1 from positive control sample with 2.5 µg mL-1 averaged 

88.3%.  

 

2.7 Statistical Analysis 

Differences in mean FB1 removal (%) among different LAB strains and viable and 

unviable (heat inactivated cells) were evaluated statistically using ANOVA followed by the 

Tukey multiple-comparison test (p<0.05). Statistical analysis was performed by Satitistic 

software, version 7 (Stat Soft, Inc., Tulsa, OK, USA).  

 

3.Results  
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3.1 Evaluation of antifungal activity  

 

The antifungal activity was based on the inhibition diameter and classified according 

to Rouse et al. (2008) in (-) no inhibition; (+) very weak inhibition (diameters from 1 to 15 

mm), (++) moderate inhibition (diameters from 16 to 30 mm), (+++) medium inhibition 

(diameters from 31 to 45 mm) and (++++) great inhibition (diameters greater than 45 mm). 

The antifungal activity of LAB against five F. verticillioides strains is shown in Table 

1. The LAB strains showed different degrees of inhibition against the five F. verticillioides 

strains. L. reuteri LR-92 and L. plantarum BG112 showed the highest antagonic activity 

against F. verticillioides 97L with inhibition diameters of 30.0 mm and 23.7 mm, respectively 

(moderate inhibition). Antifungal activity of other LAB strains ranged from 2.3 to 11.3 mm 

(L. acidophilus LA3 – 113 F and L. gasseri – 97L, respectively), but the inhibition was 

considered very weak. 

 

3.2 Effect of pH, acetic acid, lactic acid and media concentration on antifungal activity 

 

The effect of different concentrations of the MRS broth, lactic and acetic acid and pH 

on antifungal activity is shown in Table 2. The growth of the five F. verticillioides strains was 

inhibited by different concentrations of acetic acid and lactic acid. The inhibition diameters 

according to the increase in acetic acid concentration ranged from 26 -55 mm (97L), 18-47 

mm (97K), 15-49 mm (103F), 20-43 mm (113F) and 15-37 mm (103G). The 97L strain was 

the most sensitive to the acetic acid. All the strains also showed growth inhibition by lactic 

acid. The inhibition diameters ranged from 10-17 mm (97L), 5-11 mm (97K), 7-13 mm 

(103F), 4-12 mm (113F) and 5-13 mm (103G). 

Concerning the MRS broth concentration the F. verticillioides strains showed no 

growth inhibition. The MRS broth at pH 1 inhibited the growth of the 97L, 103F, 113F and 

103G strains with inhibition zone diameter of 6, 3, 2 and 2 mm, respectively. Other pH values 

were unable to inhibit F. verticillioides growth, suggesting that the antagonism may be related 

to the presence of lactic and acetic acid. 
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3.3 The minimum inhibitory concentration (MIC) of lactic acid and acetic acid on fungal 

growth  

 

The MIC values of lactic acid and acetic acid for the five F.verticillioides strains are 

shown in Table 3. The MIC of lactic and acetic acid for strains 97L, 97K, 103F, 113F and 

103G were 0.4, 1.0, 2.0, 2.0, and 2.0% (w/v) and 0.2, 0.4, 1.0, 0.5 and 0.4% (w/v), 

respectively. The 97L strain showed the lowest MIC values, which was the most sensitive 

strain to the concentration of both acids. 

 

3.4 Fumonisin B1 detoxification assay 

 

The ability of LAB strains to remove FB1 from PBS solution is shown in Table 4. All 

the strains showed FB1 removal ability and reduction rates ranged from 30.1% (viable cells) 

for L. gasseri to 88.0% for unviable cells of L. reuteri LR-92. FB1 removal by the viable cells 

ranged from 30.1% (L. gasseri) to 78.0% (L. fermentum ATCC 9339), with a mean of 51.5%. 

L. fermentum ATCC 9339 showed the highest FB1 removal ability (78.0%), but there was no 

significant difference (p>0.05) from L. reuteri LCR-92 (71.9%). 

Inactivated cells by heat treatment showed FB1 removal percentage ranging from 

49.5% (L. plantarum BG112) to 88.0% (L. reuteri LR-92) and mean value was 67.4%. The L. 

reuteri LR-92 (88.0%), L. paracasei (80.7%), L. fermentum ATCC 9339 (80.7%) and L. 

gasseri (72.9%) strains showed the highest FB1 removal ability, differing significantly 

(p<0.05) from other LAB strains.  

Comparing the FB1 removal (%) by the same strain, heat inactivated cells of L. reuteri 

LR-92, L. paracasei, L. gasseri strains showed the highest ability (p<0.05). Other strains 

showed no significant difference (p>0.05) in mean FB1 removal (%) between viable and heat 

inactivated strains.  

 



 51 

4. Discussion 

 

The lactic acid bacteria (LAB) are important natural biological antagonists, and have 

been widely used in several studies of decontamination of foods by mycotoxins (Dalié et al. 

2010). Some authors describe the LABs as appropriate antifungal agents, inhibiting the 

growth of some fungi (El-Gendy and Marth 1980) and promoting reduced production of 

mycotoxins (El-Gendy and Marth 1981; Karunaratne et al. 1990).  

In this study, F. verticillioides 97L showed to be the most sensitive strain to LAB 

(Table 1). The L. plantarum BG112 and L. reuteri LR-92 strains showed the greatest 

inhibition. Considering the influence of other test compounds, F. verticillioides 97L was also 

the most susceptible to the lactic acid and acetic acid as shown by the MIC values (Table 3). 

This strain was inhibited by a lower concentration of these acids compared to the other strains 

under the same conditions. These results are in agreement with Plokcová et al. (2001) who 

reported that the antifungal activity of L. reuteri CCM3625 was associated with the 

production of the mixture of lactic acid (0.9% w/w), acetic acid (0.2% w/w) and succinic acid 

(0.2% w/w). In the same study, Plokcová et al. (2001) evaluated the possibility to control 

mould growth (Fusarium sp., Aspergillus sp. and Penicillium sp.) by L. rhamnosus VT1 and 

L. reuteri CCM 3625 using the milk agar plate method. The most sensitive was Fusarium sp., 

whose growth was completely inhibited by both bacteria.  

Although there are many studies reporting the antifungal activity of LABs, there are 

few studies using F. verticillioides strains. Some studies demonstrate the efficiency of LAB 

strains in controlling Fusarium sp. Growth (Hassan and Bullerman 2008; Mauch et al. 2010) 

In the present study L. plantarum BG112 strain stood out for its inhibitory ability. 

Laitila et al. (2002) demonstrated the efficiency of L. plantarum E76 against F. avenaceum, 

F. culmorum, F. oxysporum and F. graminearum. Lavermicocca et al. (2000) evaluated the 

antifungal activity of L. plantarum 21B, and reported inhibition against Eurotium repens 

IBT18000, Eurotium rubrum FTDC3228, Penicillium corylophilum IBT6978, Penicillium 

roqueforti IBT18687, Penicillium expansum IDM / FS2, and Endomyces fibuliger IBT605 

IDM3812, Aspergillus niger FTDC3227/ IDM1, Aspergillus flavus FTDC3226, Monilia 

sitophila IDM / FS5, and Fusarium graminearum IDM623. Further, two novel antifungal 
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compounds (phenylatic and 4-hydroxyphenyllatic acids) were identified in the culture filtrate 

of L. plantarum 21B. 

Although the inhibition growth of F. verticillioides 97L (Table 1) has been probably 

related to the production of lactic acid and acetic acid by L. reuteri LR-92, other compounds 

could be related to inhibition. This species can produce reuterin, antimicrobial compound that 

acts on several micro-organisms including Fusarium sp. (Chung et al. 1989).  

The antifungal activity of LABs consists of a complex phenomenon, because these 

bacteria are capable of producing different antagonistic compounds that often act in synergy 

(Voulgari et al. 2010; Yang and Chang 2010). Thus, additional studies are required in order to 

elucidate which compounds are involved with fungal antagonism. 

There are several studies on LABs and their properties of mycotoxin detoxification 

including fumonisins (Niderkorn et al. 2006; Niderkorn et al. 2009), aflatoxins (Bovo et al. 

2013; El khoury et al. 2011), deoxynivalenol (DON) (Franco et al. 2011; Hassan and 

Bullerman 2013), ochratoxin (Fuchs et al. 2008), and patulin (Hatab et al. 2012). This study 

aimed to evaluate the ability of lactic acid bacterial strains (viable and unviable cells) to 

remove FB1 from PBS solution (pH 7.2). All the seven strains (Table 4) were able to remove 

FB1, and unviable cells showed higher removal percentages (49.5% - 88.0%) than viable cells 

(30.1% – 78.0%). 

FB1 removal percentages (Table 4) were higher than those reported by Pizzollito et al. 

(2012), probably because these authors used lower cell concentrations (6.5 x 108 cell mL-1) 

and different LAB species. Pizzollito et al. (2012) evaluated the ability of Saccharomyces 

cerevisae CECT 1891 and Lactobacillus acidophilus 24 to remove FB1 from PBS solution. 

The authors concluded that the removal was dependent on the mycotoxin concentrations and 

bacterial cell and the mechanism involved in FB1 removal was binding at the bacterial cell 

wall.  

Niderkorn et al. (2006) evaluated DON and fumonisin B1 and B2 removal from MRS 

broth (pH 4.0) by twenty-nine LAB and propionic acid bacteria (PAB). Mycotoxin removal 

differed among the strains, and the highest values were obtained for DON (55%), FB1 (82%) 

and FB2 (100%). Probably, binding seemed to be the mode of action, as no toxin derivatives 

were detected and removal was not impaired in unviable bacteria. 
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Niderkorn et al. (2009) investigated the cell wall components of lactic acid bacteria 

(LAB) and the functional groups of fumonisin (FB) involved in the LAB-FB interaction of 

bacteria. The authors suggested that the peptidoglycan (PG) and tricarboxylic acid in LAB 

and FB, respectively, were the main components involved in the interaction. Other similar 

studies also indicated mycotoxin binding to the bacteria cell wall as the main mechanism 

involved and the highest removal were obtained using unviable cells (Franco et al. 2011; 

Haskard et al. 2000). 

Heating of viable cells can cause protein denaturation or formation of Maillard 

reaction products. Furthermore, the heat treatment may decrease thickness of the 

peptidoglycan and/or increased pore sizes. These changes would be responsible for mycotoxin 

binding to the structures that were not available in the intact cell, therefore improving the 

detoxification process (El-Nezami et al. 2002; Niderkorn et al. 2006). 

The variability in the detoxification ability can be explained by the difference in 

molecular structure of the peptidoglycans which varies with the bacterial species (Niderkorn 

et al. 2009). In this study FB1 removal percentages (Table 4) differed among bacterial species, 

but strains of the same species (L. plantarum) showed similar results (p>0.05). 

In summary, the possible mechanism involved in FB1 removal is binding the 

mycotoxin by the bacterial cell wall. Some strains of LAB were able to inhibit the growth of 

F. verticillioides and to remove FB1 from liquid medium. However, other studies should be 

carried out including the characterization of the antagonist compounds and the effect of these 

on mycotoxin production by F. verticillioides and the elucidation of the mechanisms involved 

in detoxification. Thus the use of LABs may be a promising and safe method for minimizing 

fungal contamination and mycotoxins in food and feed. 
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Table 1 Antagonistic activity of comercial cultures of lactic acid bacteria against five F. 

verticillioides strains (97L, 97K, 103F, 113F e 103G).  

Microorganism   Fusarium verticillioides strains 

 97L 97K 103F 113F 103G 

 Inhibition zone diameter (mm)* 

L. plantarum ATCC 14917 

L. plantarum ATCC 94917 

L. fermentum ATCC 9339 

L. rhamnosus 

L. paracasei 

L. gasseri     

L. plantarum 

L. reuteri LR-92 

L. helveticus LH3 

L. plantarum BG112 

L. acidophilus LA3 

 6.0 

5.0 

3.8 

9.7 

10.7 

11.3 

11.0 

30.0 

0 

23.7 

3.0 

5.0 

5.7 

4.0 

6.4 

6.3 

5.7 

5.7 

0 

0 

0 

0 

5.7 

5.3 

3.3 

6.3 

7.3 

5.7 

0 

0 

0 

0 

0 

6.0 

6.0 

4.0 

6.0 

7.0 

5.3 

6.0 

0 

5.3 

7.7 

2.3 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

4.0 

0 

6.3 

0 

*Results correspond to the means of triplicate 

 

Table 2 Effect of different concentrations of acetic acid, lactic acid, MRS broth and pH on 

fungal antagonism 

Parameters   Fusarium verticillioides strains 

 97L 97K 103F 113F 103G 

  Inhibition zone diameter (mm) 
Acetic Acid 

Concentration  

 

 

10 

20 

30 

40 

50 

26 

39 

55 

55 

55 

 

18 

23 

26 

38 

47 

15 

38 

28 

40 

49 

20 

24 

31 

41 

43 

15 

25 

34 

37 

37 

Lactic Acid 

Concentration 

 

10 

20 

30 

40 

50 

10 

13 

15 

17 

17 

 

5 

6 

9 

9 

11 

7 

5 

5 

10 

13 

4 

7 

8 

10 

12 

5 

5 

8 

12 

13 

MRS Broth 

Concentration 

 

 

2 

4 

6 

8 

10 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

pH of culture 

medium 

 

 

 

 

 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

6 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

3 

0 

0 

0 

0 

0 

2 

0 

0 

0 

0 

0 

2 

0 

0 

0 

0 

0 
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*Results correspond to the means of triplicate 

Table 3 Minimum inhibitory concentrations of lactic and acetic acid against F. verticillioides 

strains (97L, 97K, 103F, 113F and 103G) 

 

 

 

 

*Results correspond to the means of triplicate 

 

Table 4 Fumonisin B1 binding levels (%) by viable and unviable cells of LAB strains at 2.5 

µg mL-1  FB1concentration   

*Results correspond to the means and SD (standard deviation) from triplicate 

Means followed by different lowercase letters (a-e) in the same column differ significantly 

(p<0.05) by the Tukey test 

Means followed by different uppercase letters (A-B) in the same line differ significantly 

(p<0.05) by the Tukey test 

 

 

 

 

 

 

 

  MIC % (m/v) 

 Strains Lactic acid Acetic acid 

97L 0.4 0.2 

97K 1.0 0.4 

103F 2.0 1.0 

113F 2.0 0.5 

103G 2.0 0.4 

  % FB1 removal 

Micro-organism Viable cells Unviable Cells by heat 

treatment 

L.plantarum ATCC 14917 35.6 ± 5.8deB 50.9 ± 1.6bB 

L.plantarum ATCC 94917 46.2 ± 5.8cdB 49.5 ± 4.9bB 

L.fermentum ATCC 9339 78.0 ± 1.9aA 80.7 ± 0.8aA 

L.paracasei 57.2 ± 0.9bcB 80.7 ± 1.9aA 

L.gasseri 30.1 ± 4.2eB 72.9 ± 4.7aA 

L.reuteri LR-92 71.9 ± 3.1abB 88.0 ± 0.1aA 

L.plantarum BG112 41.7 ± 5.2deB 49.5 ± 3.4bB 
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ANEXO A – Considerações sobre Escala nefelométrica de Mc Farland 

 

A escala nefelométrica de Mc Farland é um padrão de turvação utilizado para 

determinar a intensidade da multiplicação em meios de cultivo líquidos. Esta multiplicação se 

manifesta nos meios líquidos por aumento das partículas (bactérias) que se opõe a livre 

passagem da luz, ocasionando na turvação do meio. Quanto maior o número de células, maior 

será a turvação do meio.  

A escala consiste em uma série de 11 tubos numerados de 0,5 a 10, com diferentes 

volumes de BaCl2 (1%) e H2SO4 (1%). Assim obtem-se uma série de tubos contendo uma 

suspensão com turbidez crescente de acordo com a quantidade de BaSO4 formado, como 

demostrado na Tabela a seguir:  

 

Tabela – Valores correspondentes a escala de Mc farland em relação ao número do tubo, 

concentração bacteriana em unidade formadoras de colônia por mL, composição do tubo e os 

valores correspondentes de absorvância para cada padrão.  

 

Nº da escala Composição em mL Concentração 

bacteriana/ mL 

Padrão de 

absorvância 

(Densidade ótica) 
BaCl2 (1%) H2SO4 (1%) 

0,5 0,05  9,95 1,5 x 108 0,159 

1 0,10 9,90 3,0 x 108 0,334 

2 0,20 9,80 6,0 x 108 0,630 

3 0,30 9,70 9,0 x 108 0,750 

4 0,40 9,60 1,2 x 109 0,855 

5 0,50 9,50 1,5 x 109 1,259 

6 0,60 9,40 1,8 x 109 1,470 

7 0,70 9,30 2,1 x 109 1,730 

8 0,80 9,20 2,4 x 109 1,920 

9 0,90 9,10 2,7 x 109 2,070 

10 1,00 9,00 3,0 x 109 2,180 
Fonte: BIER (1990); AVELLAR (2006) 
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ANEXO B – Composição do caldo MRS 

 

Composição g/L 

Peptona protease 10,00 

Extrato de carne 10,00 

Extrato de levedura 5,00 

Dextrose 20,00 

Polisorbato 80 1,00 

Citrato de amônio 2,00 

Acetato de sódio 5,00 

Sulfato de magnésio 0,10 

Sulfato de manganês 0,05 

Fosfato dipotássico 2,00 

 

pH: 6,5 ±0,2 

 

A peptona protease, o extrato de carne e o extrato de levedura são as fontes de 

carbono, nitrogênio e vitaminas necessárias para satisfazer os requisitos gerais de crescimento 

da bactéria. A dextrose é o carboidrato fermentescível e o polisorbato 80 fornece os ácidos 

graxos requeridos para o metabolismo dos Lactobacilos. O acetato de sódio e o citrato de 

amônio inibem o crescimento de alguns micro-organismos.  

 


