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RESUMO

Penicillium roqueforti € um fungo deteriorante que ocasiona perdas principalmente em queijo
parmesdo, devido alteraces no sabor e na cor do produto final. O controle bioldgico com
leveduras do género Saccharomyces tem capacidade antifingica e algumas tém efeito
probidtico. Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi utilizar leveduras como
biocontrole do fungo P. roqueforti em queijo parmesdo. Inicialmente, realizou analises in
vitro para verificar a capacidade das leveduras S. cerevisiae UFT 5962, UFT 5992, UFT 5976,
YEF 186 e S. boulardii em reduzir a quantidade de esporos produzidos por P. roqueforti e
como também investigar o potencial de substancias GRAS (bicarbonato de sédio, carbonato
de sddio, carbonato de calcio, cloreto de célcio nas concentracbes 1, 3 e 5% e cloreto de
potéssio nas concentracdes 0,1; 0,5 e 1%) na inibi¢do deste fungo. Foi realizada a segunda
etapa do experimento atraves de testes em queijos parmesdo utilizando o controle bioldgico
classico aplicando as leveduras e o controle bioldgico integrado onde utilizou a substancia
GRAS selecionada associado as leveduras antagonistas. Os resultados foram calculados pela
area de contaminacdo e realizado o tratamento estatistico com teste Scott-Knott. Além disso,
foi averiguado o tempo de permanéncia das leveduras na superficie dos queijos parmeséo,
através da inoculacdo e re-isolamento das leveduras no queijo. Nos resultados in vitro a S.
cerevisiae UFT 5992 reduziu 92% dos esporos no 7° dia, e ndo foi observado modificaces
nas estruturas dos esporos. Das cinco substancias GRAS testadas o bicarbonato de sédio a 1%
obteve 100% de inibicdo do crescimento fungico, e as leveduras antagonistas (S. boulardii e
S. cerevisiae UFT 5992) sobreviveram por 60 dias nesta solucdo. Os resultados obtidos dos
ensaios de controle bioldgico classico constataram que a levedura S. cerevisiae YEF 186,
reduziu em 17,5% o crescimento do P.roqueforti comparado com o controle no 13° dias. No
controle integrado (S. cerevisiae UFT 5992+ BS), a reducdo fungica foi de 18%. Nos dois
processos, as leveduras sobreviveram por 50 dias demostrando uma boa adaptacdo das
leveduras em queijo parmesdo e podendo agregar valor probiético ao produto final,
estendendo sua vida de prateleira por tempo considerado.

Palavras-Chaves: Controle Bioldgico; Controle Bioldgico Integrado; Penicillium roqueforti;
Saccharomyces cerevisiae; Saccharomyces boulardii.



ABSTRACT

Penicillium roquefortiis a filamentous fungus that can to produce loses, mainly in parmesan
cheese, due the alterations on organoleptic characteristics. The biological control, using yeasts
from Saccharomycesgenus can to control this pathogen and some species from this genus are
considered probiotic. In this way, the objective of this work was to use yeasts to control P.
roqueforti in parmesan cheese. Initially, were performed in vitro assays to verify the S.
cerevisiae, strains UFT 5962, UFT 5992, UFT 5976, YEF 186 and S. boulardii capacity in to
reduce the spore production by P. Roqueforti. At the same time, were verified the activities of
some GRAS substances (sodium bicarbonate, calcium carbonate and calcium chloride at 1, 3,
and 5 % and potassium chloride at 0.1, 0.5, and 1 %) over this pathogen. After this, were
realized a classical biological control (using only the yeasts to control the pathogen) and
integrated biological control (using yeast plus the selected GRAS substances) assays in the
cheese. The results were obtained measuring the growing area of pathogen and the values
were analyzed by Scott-Knott test. The time of endurance of the yeasts in the parmesan
surface was obtained by re-isolation of the yeasts inoculated on cheese surface. S. cerevisiae
UFT 5992 reduced 92 % of spore production after 7 days, but were not observed
morphological alterations in the spores. Sodium bicarbonate at 1 % reduced totally the
pathogen growth, and the antagonistic yeasts (S. boulardii e S. cerevisiae UFT 5992) keep
alive in sodium bicarbonate (1 %) by 60 days. In the classical biological control, S. cerevisiae
YEF 186, reduced the pathogen growth in 17.5 %after 13 days. The integrated control (S.
cerevisiae UFT 5992+ BS) reduced the pathogen in 18 %.In both process, the yeasts keep
alive by 50 days in parmesan surface, showing a good possibility of their use as probiotic and
increasing the shelf life of this product.
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1 INTRODUCAO GERAL

O queijo é um alimento de alto teor nutricional, popularmente utilizado na culinaria
brasileira (JUSTUS et al., 2011). Segundo o Ministério da Agricultura, Portaria N° 146,
(1996) que fixa a Identidade e Qualidade de Queijos, é definido como um produto fresco ou
maturado obtido por separacdo parcial do soro do leite e coagulados através de enzimas
produzidas por bactérias especificas.

Dentre os diversos tipos de queijo, o parmesdo tem sua origem italiana, sendo
antigamente conhecido como Parmigiano Reggiano por ser produzido com leite cru e na
regido do Vale do P6 na Italia (BATTISTOTI e CORRADINI, 1996). No Brasil, a sua
primeira producéo foi identificada na regido da Serra da Mantiqueira no Estado Minas Gerais,
sendo muito utilizado na culinaria brasileira para temperar sopas, apreciacdo do vinho e dos
pratos tipicos europeus (HOMEWOOD e HESS, 1993).

O queijo parmesdo é definido como um queijo maturado, obtido através da coagulacéo
do leite por coalho ou outros coagulantes apropriados, complementado pela a¢do de bactérias
lacticas especificas, tendo sua consisténcia dura, textura compacta, coloragdo amarelada e
sabor salgado ligeiramente picante (BRASIL, 1997)

Entre os microrganismos deteriorantes envolvidos na contaminagdo de queijos, 0S
fungos filamentosos s@o 0s mais comumente encontrados, geralmente ocasionam alteracoes
visuais e sensoriais no produto, devido ao seu crescimento na parte superficial destes
produtos, prejudicando a aceitabilidade dos consumidores e desta forma acarretam prejuizos
econdmicos para as industrias e os varejistas (ROPARS et al., 2012).

A producdo de metabdlitos secundarios produzido por fungos em alimentos €
conhecido como micotoxinas e apresentam efeitos toxicos sobre a salde humana e outros
animais, causando efeitos crbénicos, como mutagénicas, carcinogénicas, teratogénico ou
imunossupressores (LIMA et al., 2016). Entre estas podem citar as aflatoxinas (B1, B2, G1, G2
e My), acido fusarico, patulina, roqueforti C e entre outros, que tem capacidade de causar
intoxicagOes alimentares (MAZIERO e BERSOT, 2010).

Os principais géneros de contaminacdo envolvidos em queijos sdo Aspergillus e
Penicillium com capacidade de produzir micotoxinas (MONTEIRO, 2012), além disso, estes
fungos produzem esporos que pode contaminar as varias etapas do processo de producéo,

maturagdo, embalagem e até a distribuigdo nos pontos de vendas (AZAR e NEJAD, 2009).
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O Brasil por ser um pais de clima tropical umido, favorece o desenvolvimento de
microrganismos deteriorantes, como por exemplo o P. roqueforti que produz Roquefortine C,
uma micotoxina causadora de atividade neurotoxica e &cido micofendlico, causador de
atividades mutagénicas capaz de induzir alteracbes cromossémicas (HYMERY et al., 2014).

A fim de evitar a contaminacgdo deste fungo que pode atuar como agente deteriorante e
patogénico, varios métodos sdo utilizados, como a aplicagdo de Analise de Perigos e Pontos
Criticos de Controle, tratamentos fisicos, térmicos e quimicos. Entre os tratamentos quimicos
0s mais utilizados séo a aplicacéo de cloreto de sodio, acido lactico e outros produtos, devido
a capacidade desses compostos em inibir o crescimento dos fungos através da reducéo de pH
e da diferenca de pressfes osmdticas. Ja entre os tratamentos fisicos mais conhecidos o
emprego de embalagens com atmosfera modificada, armazenamento a frio ou irradiacdo estdo
entre 0os mais comumente empregados (SALADINO et al, 2016; LAY et al., 2016).

Alguns métodos alternativos vém sendo estudados para o controle de fungos em
queijos. Entre estes métodos, o controle bioldgico pode apresentar resultados significativos,
como demonstra o estudo de Lynch et al, (2014) ao aplicar bactérias lacticas produtora de
acido organicos como fontes de atividade antifngica em queijo chedder, obteve inibicdo no
crescimento de Penicillium expansum por quatro dias.

Alguns trabalhos ja demonstraram a capacidade antifungica de leveduras, como a S.
cerevisiae em reduzir o crescimento de P. digitatum, P. commune e Botrytis cinerea e S.
boulardii contra Aspergillus parasiticus, supostamente através da inibicdo pela competicdo
por espaco e nutriente que é um dos mecanismos de controle bioldgico utilizados por estas
espécies (PLATANIA et al., 2012; PARAFATI et al., 2015; SILVA et al., 2015).

O género de leveduras Saccharomyces € muito utilizado em controle biol6gico, pois
sdo microrganismos considerados seguros para o consumo humano de acordo com o Food
Drugs Administration (FDA) (SWINNEN et al., 2016), a S. bourardii além de possuir um
efeito probidtico comprovado, apresenta capacidade terapéutica contra varias doencas como
diarréia e outras indisposi¢des no trato gastrointestinal do homem (GOEBEL, et al., 2013;
MIRANDA et al., 2016; TRIGUEROS et al., 2016).

A eficiéncia do controle biolégico pode ser melhorada pela combinacdo das leveduras
antagonistas com as substancias GRAS (Generally recognized as safe) como bicarbonato de
sodio, carbonato de sodio, quitosana e entre outros, devido a esses compostos apresentarem
capacidade antifingica e ndo promover alteracGes visuais e sensoriais nos alimentos, visto que
ja sdo utilizados como aditivos alimentares (BELGUESMIA et al., 2014; HONG et al., 2014).
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O controle biolégico € um metddo aplicado em pés-colheitas de frutas para a inibi¢do
do crescimento de fungos deteriorentes através do uso de leveduras antagonistas (PIMENTA
et al., 2010; YOUSSEF e ROBERTO, 2014; YOUSSEF et al., 2014). Nesse sentido o método
pode ser adaptado para uso em alimentos processados, como 0 queijo parmesdo. Visto que é
um método ainda h& pouco explorado e pode se tornar uma estratégia eficiente no controle de
fungos deteriorantes destes produtos.

Desta forma a utilizacdo de leveduras em consorciacdo ao uso de substancias GRAS
pode ser considerada uma estratégia para o controle biologico de P. roqueforti em queijo
parmesdo, uma vez que este fungo causa perdas econémicas aos comerciantes provocando a
reducdo de vida de prateleira deste produto.

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi analisar a capacidade de inibicdo do P.
roqueforti na deterioracdo do queijo parmesao utilizando leveduras do género Saccharomyces

e a associacdo com substancias GRAS.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Queijo parmesao

O queijo tipo parmesdo tem origem italiana, sendo muito utilizado na culinaria
brasileira para temperar sopa, molho de macarrdo e pratos tipicos europeus. E fabricado com
leite de vaca cru ou pasteurizado, tendo o produto final baixa umidade, consisténcia dura e
textura compacta, granulosa, com crosta firme e lisa. Apresenta coloracdo ligeiramente
amarelada e formato cilindrico, sendo comercializado geralmente em pecas que pesam entre 5
a 10 Kg (PERRY, 2004).

As caracteristicas fisico-quimicas encontradas na literatura mostram que o pH deste
tipo de queijo varia entre 5,3 a 6,0, a umidade entre 18,2% a 19,6% e atividade de agua entre
0,730 a 0,975, apresentando caracteristicas e nutrinetes propicios para o crescimento dos
microrganismos (PIMENTEL et al., 2002; BARROS et al., 2011).

O processo de coagulacdo do queijo tipo parmeséo é realizado por diversas espécies de
bactérias produtoras de acido lactico que geralmente sdo microrganismos probioticos, aos
quais sdo definidos como agentes ndo patogénicos viaveis, que conseguem sobreviver no trato
gastrointestinal e aderem nas células intestinais epiteliais. Algumas espécies sdo capazes de
manter a quantidade de células vidveis durante a maturacdo do queijo (SOLIERI et al., 2012;
SOLIERI, et al., 2014), trazendo ao consumidor beneficios a saude humana, devido as
propriedades nutricionais e auxilio na digestividade e no controle da microflora intestinal
(BOTTARI et al., 2010; COPPA et al., 2012).

2.2 Contaminacéo do queijo parmesao por fungos

O transporte e armazenamento em temperaturas inadequadas de queijos podem
ocasionar perda de umidade, atividade de agua e consequentemente causar rachaduras nas
superficies do produto que facilitam a penetracdo de microrganismos e por seguinte a

contaminacéo e deterioracdo dos produtos (BARROS et al., 2011).
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Entre os microrganismos mais envolvidos na contaminacéo e deterioracdo de queijos,
estdo os fungos filamentos, onde os géneros mais frequentemente relacionados a deterioragdo
de queijo sdo Mucor spp, Cladosporium spp, Penicillium spp, Fusarium spp, Geotrichum spp,
Aspergillus spp. e Moniliella sp. (LUND, et al., 1995; SALAVESSA, 2009; ABREUS, 2011),
que s8o responsaveis por prejuizos econdmicos e sensoriais em alguns tipos de queijos.

Normalmente, estes microrganismos estdo presentes em forma de esporos na matéria
prima, no processo de manipulacdo e fabricacdo, nas cameras de maturacdo e nos
equipamentos o que facilita a contaminacdo (TORKAR e GOLCTEGER, 2006).

Alguns métodos alternativos ainda estdo sendo estudados para o controle de
crescimento e da produgdo de micotoxinas por estes fungos como a utilizagcdo de algumas
espécies de leveduras no controle biologico que além de ter capacidade inibitoria aos fungos

ainda podem agregar valor ao produto final devido ao seu efeito probidtico.

2.2.1 Penicillium roqueforti

O género Penicillium é importante no que se refere a contaminacdo alimentar, sendo
amplamente encontrado no ar, em solo e em produtos alimenticios de origem animal ou
vegetal como deteriorante (HOUBRAKEN et al., 2010; MONTEIRO, 2012).

O Penicillium roqueforti € classificado como pertencente ao Filo Ascomycota e classe
Eurotomycetes. Esta espécie é muito utilizada para a producdo de queijo do tipo Roquefort,
Danish Blue e Gorgonzola. Porém, é considerado um deteriorante e patogénico para outros
tipos de queijo, pois tem capacidade de crescimento em ambientes extremos, tais como: baixa
temperatura, baixa quantidade de oxigénio e na presenca de conservantes ocasionando uma
alteracdo visual e sensorial do produto (OLIVEIRA et al., 2010; HOUBRAKEN et al., 2010).

Este microrganismo desenvolve em ambientes extremos, € capaz de produzir
metabolitos secundarios, como a roquefortine C, acido micofendlico e PR-toxina que
possuem efeitos neurotéxicos, imunossupressores, mutagénicas e carcinogénicas apés 48h de
exposicéo a alta concentracao de toxinas (BARROS et al., 2011; FONTAINE et al., 2015).

A capacidade do fungo de crescer em cereais, milhos e silagens de capim causam a
contaminacédo dos alimentos ou racfes de animais que apos a digestdo ficara retido no figado
do animal, contaminando futuramente o leite. Esta contaminagdo pode iniciar na matéria-

prima e ndo é destruido na pasteurizagdo, por isso, fica presente em alguns tipos de queijos
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como o queijo Gorgonzola ou Roquefort (HIDALGO et al., 2014). Segundo o trabalho Chen
et al. (1982), foi testado esta toxina em ratos e camundongos e estes autores, perceberam que

causou nos animais contorcdo abdominal, diminuicdo da atividade motora e respiratoria.

2.4 Biocontrole com levedura

O biocontrole € um método alternativo, cujo mecanismo baseia-se em interacdes
ecologicas entre individuos distintos, atraves da competicdo por espacos e nutrientes, pela
producdo de metabdlitos volateis ou difusiveis com a capacidade antimicobiana, a presenca de
enzimas que degradam a parede celular ou o micoparasitismo (GENG et al., 2011).

Entre os microrganismos que podem ser utilizados como agentes de controle
bioldgico, as leveduras sdo os microrganismos mais utilizados devido a auséncia de producéo
de esporos potencialmente alergénicos ou micotoxinas como os fungos filamentosos, e por
raramente produzirem substancias antagénicas como as bactérias (DRUVEFORS, 2005).

Uma vez que os microrganismos utilizados séo aplicados a produtos consumiveis estes
devem atender a requisitos rigorosos para a seguranca humana, levando em consideracédo a
possibilidade destes agentes deixarem algum residuo téxico nos alimentos. Além do fato de ja
serem amplamente aplicados na industria alimenticia (PIMENTA et al., 2010; COELHO et
al., 2011; FORNER, 2012).

O processo de controle com levedura contra fungos filamentosos envolve também
varios mecanismos bioquimicos com papéis funcionais que ainda ndo sdo totalmente
compreendidos pela ciéncia. Estes mecanismos podem incluir a capacidade da levedura em
aderir em locais especificos tanto nas células hospedeiras, quanto nos microrganismos
patogénicos, ainda realizar a secre¢do de enzimas especificas e substancias antimicrobianas
(LU et al., 2013; LUTZ et al., 2013; CORDOVA, et al., 2016). Além disso, algumas
leveduras conseguem captar micotoxinas devido a presenga de nanoproteinas e $-glucanos na
sua parede celular neutralizando a toxicidade no trato gastrointestinal, sendo que estas
proteinas ndo sdo presentes nas bactérias (SOARES et al., 2005; PINHEIRO et al., 2016).

Segundo Liu e Tsao, (2009) algumas leveduras podem ser benéficas na conservagao
de derivados do leite, como a Debaryomyces hansenii que foi utilizada em iogurte e queijo e

conseguiu inibir o crescimento dos fungos: Aspergillus sp., Byssochlamys fulva,
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Byssochlamys nivea, Cladosporium sp., Eurotium chevalieri, Penicillium candidum e
Penicillium roqueforti na concentragdo 10° células/mL por 14 dias.

Em outro trabalho realizado por Gkatzionis et al. (2014), foi analisado a eficiéncia da
levedura Yarrowia lipolytica sobre P. roqueforti em queijo Stilton armazenado por 45 dias. E
foi percebido que somente ocorreu a formacao de micélios e ndo a producédo de esporos, 0 que
demonstra eficiéncia em impedir a esporulacgéo deste fungo.

A estratégia da utilizacdo do controle biolégio em queijo utilizando leveduras é
vantajoso, em relacdo a outros métodos, devido a ndo toxicidade, a capacidade antifingica e
algumas serem consideradas probidticas, além disso, consegue agregar mais valor ao produto
final trazendo beneficios a salde humana através da detoxicacdo das micotoxinas e auxiliando

no trato gastrointestinal.

2.4.1 Saccharomyces cerevisiae

A espécie S. cerevisiae estd classificada no dominio Eukaryota dentro do Filo
Ascomycota e sua classe é denominada Saccharomycetes. O género Saccharomyces é
unicelular diploide e se reproduz assexuadamente por brotamento. As suas células apresentam
tamanho de aproximadamente 3 um de didmetro e sdo capazes de dividir-se a cada 90
minutos em condic¢Oes adequadas (SILVA, 2009).

A espécie Saccharomyces cerevisiae é bastante heterogénica, pois a sua multiplicacdo
pode se dar por brotamento multilateral ou através da formacéo de pseudomicélio. Sendo que
ela possue intensa atividade fermentativa (ANDRADE et al., 2015; RATCLIFF et al., 2015),
0 que faz com que esta espécie seja uma das mais importantes para industria alimenticia,
devido sua alta aplicabilidade industrial, como na producdo de pées, bebidas fermentadas,
alcool, glicerol e outras aplicagdes em processos tecnoldgicos (RIO, 2004; FRANCO e
LANDGRAF, 2008).

A utilizacdo desta levedura no controle biologico é devido a presenca de proteinas na
sua parede celular que tem capacidade de romper as barreiras das membranas plasmaticas dos
seus alvos, tornando-se mais eficientes na competi¢cdo de espacos e nutrientes em relacéo a
outros microrganismos (PLATANIA et al., 2012).
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Entdo, de acordo com Kupper et al. (2013), duas linhagens de Saccharomyces
cerevisiae conseguiram controlar o crescimento de P. digitatum, com eficiéncia de inibigdo
variando de 70 a 85% em frutas de lim&o Tahiti e laranja Hamlin como controle in vivo.

Prado et al. (2011), também comprovaram através de seu estudo a reducdo de
aflatoxina B1 produzida por Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus em amendoim que
foram tratados com S. cerevisiae o que resultou em uma reducéo de 77,4% e 55,9% da toxina,

respectivamente, demonstrando a eficiéncia desta levedura na reducéo de micotoxinas.

2.4.2 Saccharomyces boulardii

Um microbiologista francés, Henri Boulard, encontrou por volta de 1920 uma nova
espécie de levedura, denominada S. boulardii, presente na fruta de lichia ao qual era
popularmente consumida na Indochina para tratar a diarréia (CANANI et al., 2011), no
entanto, por volta de 1950 foi atribuido a S. boulardii o efeito terapéutico (MARTINS et al.,
2009; LOPES e PINTO, 2010). A partir de entdo, tornou-se uma levedura extensivamente
usada como um probidtico e muitas vezes como um suplemento dietético (MCFARLAND,
2010).

Os probioticos sdo definidos como microrganismos vivos que oferecem um efeito
benéfico sobre a salde do hospedeiro (FAO, 2006). Assim a S. boulardii é utilizada em
tratamentos terapéuticos para as perturbacdes no trato gastrointestinal humano. E em
comparacdo com 0s probidticos bacterianos, apresenta varias vantagens, como resisténcia a
antibioticos, a baixo pH, a alto teor de sal e as atividades enzimaticas (GIL-RODRIGUEZ et
al., 2015; CASSANEGO et al., 2015), esta bactéria ja é considerada probidtica, devido a
capacidade de equilibrar a flora gastrointestinal, melhora o sistema imunitario e a recuperagéo
apos infeccdo microbiana. Além disso, estimula o sistema imunoldgico e previne a formacao
de substancias carcinogénicas no intestino e a reducdo do colesterol (SALMINEN et al., 2016;
MALEKI et al., 2016; TRIGUERO et al., 2016).

Varios estudos in vitro demonstraram a sua capacidade de inibir o crescimento de
varios microrganismos patogénicos, como Candida albicans, E. coli, Shigella, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Entamoeba hystolitica, Salmonella typhimurium e
Yersinia enterocolitica, 0 seu mecanismo de controle pode ser através da competicdo de
nutrientes e por espacgo no trato intestinal. A presenca desta levedura no trato gastrointestinal

produz a enzimas serinoproteases que tém acdo contra as toxinas produzida por C. difficile e
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impede a adesdo das bactérias patogénicas (MARTINS et al., 2009; CANANI et al., 2011;
PRAJAPATI et al., 2013).

No entanto existem poucos estudos sobre o controle desta levedura em fungos
filamentosos, mas segundo trabalho da Silva et al. (2015), foi realizado um ensaio in vitro
com S. boulardii como antagonista para reducdo de esporos de A. parasiticus, onde foi obtido
reducdo de 46,3% em comparagdo com o controle positivo.

2.5 Aplicacao do controle bioldgico integrado na deterioracdo do queijo parmesao

O controle bioldgico integrado é uma associacdo do controle bioldgico classico com
uma substancia GRAS (Generally recognized as safe) que sdo consideradas pela FDA (Food
and Drug Administration) aditivos alimentares seguros para o ser humano e que podem
possuir capacidade antifungica ou fungistatica (PIMENTA et al., 2009).

Entre as substancias utilizadas que sdo consideradas seguras para 0 consumo humano
podem-se citar: cloreto de célcio, carbonato de potassio, bicarbonato de sodio, carbonato de
sodio, entre outros. Estas substancias contribuem para a reducdo populacional de fungos
filamentosos, devido a sua capacidade de causar stress osmotico e alteracdo de pH.
(YOUSSEF e ROBERTO, 2014).

A inibicdo do crescimento também pode ser devida a turgescéncia nas células fangicas
gue consequentemente causam o encolhimento de hifas e a incapacidade de produzir esporos
(YOUSSEF e ROBERTO, 2014; YOUSSEF et al., 2014; FALLANAJ et al., 2016). Além
disso, o pH do meio é aumentado, causando a perturbacdo funcional das proteinas presentes
na membrana das células e inibindo a germinacdo dos esporos (MADANI et al., 2014; LAI et
al., 2015).

De acordo com Madani et al. (2014), a aplicacdo do cloreto de célcio em
Colletotrichum gloeosporioides, que é um deteriorante em mamao, obteve melhor resultado
na concentracdo de 2% com 45,8% de gravidade da doenca em 35 dias, sendo que o controle
ja estava 100% contaminado, por outro lado, o teor do calcio presente no mamao teve um
aumento de aproximadamente 78% em relacdo ao controle, quando realizada a analise fisico-
quimica do alimento.

No estudo realizado pelo Yu et al. (2012), estes pesquisadores utilizaram a

combinacdo de Cryptococcus laurentii com cloreto de célcio e obtiveram pouca eficiéncia na
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inibicdo do P. expansum em frutos de péra, porém ao associar, quitosana na combinagdo
acima, foi verificado uma inibigéo de 89% do fungo deteriorante.

Segundo Youssef et al, (2012), o bicarbonato de sddio conseguiu inibir in vitro 100%
0 crescimento do P. digitatum e P. italicum, isso acontece porque esta substancia altera o pH
do meio afetando a atividade enzimética, a disponibilidade de nutrientes e a transferéncia de
prétons através da membrana plasmética. A utilizacdo do bicarbonato de sodio se deve as
propriedades de inalteracdo do sabor e textura do produto final e a facilidade de encontrar no
mercado (LAl et al., 2015; FALLANAJ et al., 2016).

A utilizacdo do controle bioldgico integrado esta sendo uma estratégia utilizada para a
reducdo de crescimento de deteriorantes em alimentos pereciveis, como por exemplo, em

queijo parmeséo.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Propor uma estratégia eficaz para o controle de Penicillium roqueforti em queijos tipo
parmesdo, através da utilizacdo de linhagens de leveduras Saccharomyces cerevisiae e

Saccharomyces boulardii integradas a substancia GRAS.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar a eficiéncia de leveduras S. cerevisiae e S. boulardii na reducdo do
crescimento do P. roqueforti in vitro;

e Verificar a reducdo da esporulacdo de P. roqueforti na presencga das S. cerevisiae e S.
boulardii;

e Verificar possiveis modificacbes nos esporos do P. roqueforti na presenca das S.
cerevisiae e S. boulardii;

e Verificar a eficiéncia das leveduras S. cerevisiae e S. boulardii no controle biolégico
do P. roqueforti em queijo permissao;

e Analisar a resisténcia P. roqueforti a substancia GRAS;

e Aplicacdo do controle biolégico cléssico e integrado a substancia GRAS selecionada
para reduzir o crescimento do P. roqueforti em queijo parmesao;

e Verificar o tempo de viabilidade das S. cerevisiae e S. boulardii em queijo parmeséo.
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1. INTRODUCAO

Penicillium roqueforti € um agente deteriorante bastante comum em matérias-primas e
em alimentos processados. Porém, é um fungo empregado durante o processo de maturacédo
de alguns queijos que apresentam pasta esverdeada (FONTAINE et al., 2015) tais como
queijo tipo Roqueforti, Danish Blue e Gorgonzola (OLIVEIRA et al., 2010).

A alta atividade proteolitica que este fungo apresenta, € o principal problema
ocasionado durante o armazenamento de queijos que pode alterar a textura e as propriedades
organolépticas dos produtos. Apresentando uma maior incidéncia sobre queijos maturados
semiduro como o tipo Parmesdo, Jarlsberg e entre outros (KURE et al., 2004; BODEGA et al.,
2009).

Outro problema acarretado pela contaminagdo de P. roqueforti é a possibilidade de
patogenicidade que algumas cepas podem apresentar durante o seu desenvolvimento, com a
producdo de micotoxinas, tais como Roquefortine C, que causam atividades neurotdxicas, e
acido micofendlico, que possui atividade mutagénica capaz de induzir alteracGes
cromossdmicas (HYMERY et al., 2014).

A contaminacdo de queijos por este fungo pode ocorrer desde o local da producéo,
maturacdo e armazenamento (ROPARS et al., 2015), devido a presenca de esporos na
circulacdo de ar das industrias e na superficie de equipamentos (KURE et al., 2004).

A fim de evitar a contaminacdo de P. roqueforti em alimentos, varios métodos tém
sido utilizados, como a aplicacdo de Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle durante
0 processo de fabricacdo, tratamentos fisicos, térmicos e quimicos (LAY et al, 2016).

Além destas estratégias, novos métodos tém sido investigados para o controle de
fungos deteriorantes em alimentos e queijos. Entre estes o controle biolégico realizado por
microrganismos como as bactérias e leveduras tem se destacado como uma alternativa eficaz
prolongando a vida de prateleira de tais produtos (LIU e TSAO, 2009; PARAFATI et al.,
2015).

Como demonstra o trabalho de Saladino et al., (2016) ao utilizar bactérias lacticas que
produzem &cidos organicos com capacidade antifingica, que foram capazes de controlar P.
expansum e A. parasiticus.

Algumas leveduras como Debaryomyces hansenii e Yarrowia lipolytica ja foram
utilizadas para reduzir o crescimento de P. roqueforti em queijo, como a D. hansenii
conseguiu uma reducdo de 50% em comparagao com o controle e a Y. lipolytica conseguiu
impedir a formacéo de esporos (LIU e TSAO, 2009; PRICE et al., 2014).
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Nesta vertente, leveduras podem apresentar se como microrganismos potenciais para
realizacdo do controle bioldgico em queijos, visto que alguns géneros como Saccharomyces
sdo considerados seguros para o0 consumo humano, de acordo com o FDA, e possuem uma
vasta utilizacdo nas inddstrias quimicas, alimenticias, farmacéuticas e nutracéuticas
(SWINNEN et al., 2016).

Algumas espécies dentro do género Saccharomyces ainda apresentam agoes
probidticas como S. cerevisiae e S. boulardii que promovem diversos beneficios a saude
humana, agindo como agentes terapéuticos contra varios tipos de doencas como, diarréia,
colite e outras indisposic¢fes no trato gastrointestinal. S. boulardii, ainda esta associada com a
estimulagdo do sistema imunoldgico e a prevencao da formacao de substancias carcinogénicas
no intestino, bem como a reducdo da intolerancia a lactose e reduc¢éo do colesterol (GOEBEL,
etal., 2013; MIRANDA et al., 2016; TRIGUEROS et al., 2016).

O controle bioldgico pode ainda ser potencializado pela consorciacdo dos agentes
bioldgicos, com o emprego de substancia GRAS que sdo compostos quimicos considerados
como aditivos alimentares seguros para 0 consumo humano e que podem possuir efeitos
antifangicos (GENG et al., 2011; PALOU et al., 2016).

Entre estas substancias alguns sais sdo amplamente utilizados em alimentos, pois
possuem atividade antimicrobiana devido a alteracdo do pH e pressdao osmética do meio
influenciando no crescimento dos microrganismos. O bicarbonato de sodio, benzoato de sodio
e cloreto de célcio que possuem efeitos antifingicos, pois tem a capacidade de em reduzir a
germinacdo de esporos do P. digitatum e P. expansum (GENG et al., 2011; YU et al., 2012;
HERRERO et al., 2016).

Considerando entdo o interesse na aplicacdo de controle bioldgico para a reducdo do
crescimento deste fungo deteriorante e ainda futuramente ser aplicado nos produtos
alimenticios como o queijo parmesdo. O presente estudo teve como objetivo avaliar in vitro a
atividade de quatro isolados de S. cerevisiae e da S. boulardii no controle de Penicillium
roqueforti, além de testar substancias GRAS na inibic¢do do crescimento deste fungo.



35

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Obtengdo dos microrganismos

O fungo filamentoso P. roqueforti (PV L 049) foi cedido gentilmente pelo Laboratério
de Laticinios da Universidade Federal de Goias.

As leveduras S. cerevisiae linhagem YEF 186, Saccharomyces cerevisiae UFT 5962,
UFT 5976 e UFT 5992 foram obtidas da colecdo de cultura Carlos Augusto Rosa do
Laboratorio de Microbiologia Geral e Aplicadada da Universidade Federal do Tocantins —
UFT e a levedura S. boulardii foi obtida a partir da Colecdo de Cultura do Laboratério de
Ecologia e Fisiologia de Microrganismos, do Instituro de Ciéncias Biologicas da

Universidade Federal de Minas Gerais.

2.2 PREPARACAO DOS MICRORGANISMOS

2.2.1. Penicillium roqueforti

A reativacdo dos esporos liofilizados da linhagem de P. roqueforti foi realizada
primeiramente em um erlenmeyer contendo 30 mL de caldo Batata Dextrose (extrato de
batata 4%, dextrose 20%) inoculados por 7 dias a 25°C. Apo0s este periodo, transferiu 30 pL
para a placa de Petri com meio de cultura Agar Batata (extrato de batata 4%, dextrose 20% e
agar 15%), inoculado por 7 dias a 25°C. Apos a observacdo da formacdo dos esporos, foi
adicionada a placa 10 mL de solucdo de Tween 80 na concentracdo de 0,1% juntamente com
10 pérolas de vidro. Foi realizada agitacdo e posteriormente esta mistura (Tweem 80 com
esporos deste fungo) foi armazenada em Tubo falcon estéril, transferiu-se 200 pL para um
erlenmeyer contendo 30 mL do meio agar batata, inoculando novamente por 7 dias a 25°C.
Apo0s o periodo de incubacdo, foi recolhido os esporos no Tubo falcon estéril com 0,1% de
Tweem 80 e posteriormente foi calculado o numero de esporos através da Céamara de
Neubauer e ajustado para a concentragdo de 2 x 10° esporos/mL, para ser utilizada nos
experimentos in vitro (SILVA, 2013).
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2.2.2 Leveduras

As cepas de leveduras S. cerevisiae e S. boulardii foram crescidas em placa de Petri
contendo meio YMA (glicose 1%, peptona 0,5%, extrato de malte 0,3%, agar 2%, extrato de
levedura 0,3% e cloranfenicol 100 mg/L) por 48h a 25°C. Apos este periodo foi realizado um
novo repique para a obtencdo da biomassa, onde foi retirada uma alga de cada colbnia e
repassadas para novas placas contendo o mesmo meio de cultura, armazenadas sob as mesmas
condicdes de crescimento. Para tanto, as placas contendo a biomassa de leveduras crescida
foram raspada e adicionadas em tubo falcon contendo 20 mL de solucéo salina a 0,85%. Para
o calculado da quantidade de células foi utilizado Camara de Neubauer e a concentracéo foi
ajustada para 2 x 108 células/mL em 10 mL de solugéo salina a 0,85% (SILVA, 2013).

2.3 Verificagéo da inibigdo do crescimento do P. roqueforti pelas leveduras

As leveduras na concentracdo de 2 x 10 células/mL foram inoculadas na forma de
‘spot’,10pl no centro da placa de Petri contendo meio YMA por 48h a 25°C. Apos este
periodo, o experimento foi dividido em: Tratamento 1: (leveduras viéveis) e Tratamento 2:
(levedura inativada por vapor de cloroférmio por 30 minutos).

Apds crescimento e a inativacdo dos antagonistas, foram retirados 10ul da solucdo de
esporos de P. roqueforti previamente preparaa e ajustado na concentragdo de 2 x 10°,
posteriormente foi adicionado em 3,5 mL do meio Agar de malte semi-sdlido (extrato de
malte 0,3% e agar 0,75%), sendo entdo espalhado na parte superficial do meio YMA, ap0s
este processo as placas foram incubadas a 25°C por 7 dias (SILVA, 2013). Todos o0s

tratamentos foram feitos em triplicata e comparadas com controle positivo.

2.4  Verificacdo da reducdo e alteracdes morfologicas dos esporos do P. roqueforti
pelo leveduras antag6nicas

Ap0s a verificagdo da inibicdo do crescimento do patdgeno, foi realizada a contagem
dos esporos produzidos pelos Tratamentos 1 (levedura viaveis) e 2 (levedura inativadas).

Foram adicionados nas placas 10 mL de Tween 80 na concentragdo de 0,1%
juntamente com 10 pérolas de vidro, posteriormente agitou-se lentamente e depois, esta

solucdo contendo os esporos foi recuperada para o tubo falcon estéril. Apds este
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procedimento, foi retirado 1 mL da solucgéo e transferido para outro tubo falcon contendo 9
mL de Tween 80 a 0,1%. A quantidade de esporos produzidos pelos dois tratamentos foi
calculada através de Camara de Neubauer. Todos os experimentos foram realizados em
triplicata, e as imagem dos esporos foram capturadas pelo microscopio optico (Modelo O500
Inverter da marca Opticam) (SILVA, 2013).

2.5 Teste de sensibilidade de crescimento do Penicillium roqueforti a substancia GRAS

As substancias GRAS utilizadas para o teste de sensibilidade foram bicarbonato de
sodio, carbonato de s6dio, carbonato de célcio, cloreto de célcio e cloreto de potéssio, obtidos
através das listas disponiveis pela FAO/FDA. Os meios de culturas foram constituidos por
meioYMA acrescidos de 1, 3 e 5% da concentracdo das substdncias acima citadas, exceto
cloreto de potéssio que foi adicionado nas concentracbes de 0,1, 0,5 e 1,0%, todas as
concentragdes utilizadas foram de acordo com FAO/FDA.

ApOs a preparacdo das placas contendo o meio e as substdncias GRAS nas suas
respectivas concentragdes foi inoculado no forma de ‘spot’ 10 pL da solucéo dos esporo do P.
roqueforti na concentracdo de 2 x 10° no centro da placa e colocada a 25°C por 7 dias. As
medicdes dos halos de inibicdo foram realizadas por um paquimetro digital (mm) e realizadas
nos 3, 5 e 7 dias. Todas amostras foram realizados em triplicata e comparadas com o controle
positivo (FERREIRA et al., 2015).

2.6 Teste estatistico

Os dados da contagem de esporos deste fungo e das medidas de halos de inibicao
foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) utilizando o programa estatistico
ASSISTAT 7.7. Para o teste de contagem de esporos e inibigdo do fungo pelo P. roqueforti.
Onde foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk para verificar a normalidade da distribui¢cdo dos

dados e posteriormente foi utilizado o teste Scott-Knott.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do tratamento 1 (leveduras viaveis) ndo demonstraram diferencas
significativas quando comparadas com o controle positivo, quando observado a coloragdo do
crescimento do P. roqueforti no meio de cultura, porém onde houve crescimento das
leveduras foi observado um menor esporulacéo e coloracdo foi modificada ficando mais clara
(Figura 1), supbem-se que ocorreu uma competicdo por espago entre a levedura e o
deteriorante. No tratamento 2 (leveduras inativadas), ndo foi observado diferenca significativa

em relacdo ao controle, quando observado a coloracéo do crescimento do patdgeno (Figura 2).

Esta alteracdo de coloracdo também foi observado no trabalho da Silva et al. (2015),
onde os autores verificaram que as leveduras S. boulardii e S. cerevisiae (UFMG 905) tinham
capacidade inibitéria no crescimento do A. parasiticus, além disso, no experimento onde as
leveduras estavam vidveis houve alteracdo de coloracdo durante o crescimento do A.
parasiticus em comparacdo com o controle positivo passando de verde-oliva para amarelada,
no mesmo experimento os autores observaram que as leveduras quando inativadas pelo vapor
de cloroférmio, ndo modificaram a coloracdo do crescimento quando comparado ao controle,

corrobando aos resultados apresentado neste trabalho.

Figura 1. Tratamento 1, as leveduras antagonistas vidveis analisados por sete dias. (A) Controle positivo; (B) S.
cerevisiae UFT 5962 x P. roqueforti; (C) S. cerevisiae UFT 5992 x P. roqueforti; (D) S. boulardii x P.
roqueforti; (E) S. cerevisiae YEF 186 x P. roqueforti; (F) S. cerevisiae UFT 5976 x P. roqueforti.
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Figura 2. Tratamento 2, as leveduras antagonistas inativadas por vapor de cloroférmio analisado por sete dias.
(A) Controle positivo; (B) S. cerevisiae UFT 5962 x P. roqueforti; (C) S. cerevisiae UFT 5992 x P. roqueforti;
(D) S. boulardii x P. roqueforti; (E) S. cerevisiae YEF 186 x P. roqueforti; (F) S. cerevisiae UFT 5976 x P.

roqueforti

Apds a verificacdo do crescimento do deteriorante na presenca das leveduras viaveis e
inativas, ndo foram verificadas alteracGes nas estruturas dos esporos do P. roqueforti, na

presenca das leveduras viaveis e inativas.

Os resultados apresentados s&o semelhantes ao encontrado no trabalho realizado por
HOUBREKEN et al. (2010), ao qual descreveram as estruturas celulares do P. roqueforti ao
serem submetidos em uma variacdo de temperatura entre 9 a 37°C, e demonstraram que nao
ocorreram alteracOes nas estruturas dos esporos deste fungo, continuando em forma esférica e
com parede lisa, corroborando com o que também foi observado nas figuras 3 e 4 deste
trabalho.
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Figura 3. Tratamento 1, micrografia dos esporos do Penicillium roqueforti recuperados da solucéo contendo o as
leveduras antagonistas vidveis. (A) Controle positivo; (B) S. cerevisiae YEF 186 x P. roqueforti; (C) S.
cerevisiae UFT 5962 x P. roqueforti; (D) S. boulardii x P. roqueforti; (E) S. cerevisiae UFT 5992 x P.
roqueforti; (F) S. cerevisiae UFT 5976 x P. roqueforti.

Figura 4. Tratamento 2, Micrografia dos esporos do Penicillium roqueforti recuperados da solucdo contendo os
as leveduras antagonistas inativas. (A) Controle positivo; (B) S. cerevisiae YEF 186 x P. roqueforti; (C) S.
cerevisiae UFT 5962 x P. roqueforti; (D) S. boulardii x P. roqueforti; (E) S. cerevisiae UFT 5992 x P.
roqueforti; (F) S. cerevisiae UFT 5976 x P. roqueforti.
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Posteriormente foi realizada a contagem de esporos, onde os dados obtidos
primeiramente foram submetidos & anélise estatistica ANOVA, e as médias obtidas foram
avaliadas quanto a normalidade através do teste de Shapiro-Wilk, o qual ndo apresentou
normalidade, sendo necessario a transformacédo dos dados para logX. Em seguida foi aplicado
0 teste estatistico Scott-Knott que dividi o resultado em grupos para verificar a maior redugéo
da concentracdo de esporos/mL e selecionar as leveduras para aplicacdo de testes de controle
bioldgicos em queijo parmeséo.

Ao analisar os dados estatisticos, apresentados na tabela 1, observamos uma reducao
significativa na concentragdo dos esporos, no grupo E compostos pelas leveduras antagbnicas
viaveis (S. boulardii e S. cerevisiae UFT 5992) variando de 88,2% e 92% respectivamente. As
leveduras S. boulardii, S. cerevisiae YEF 186 e S. cerevisiae UFT 5992 foram entdo
selecionado para o teste de resisténcia a substancia GRAS, devido a capacidade de reducédo

acima de 80%, da producéo de esporos do P. roqueforti.

Tabela 1. Porcentagem de reducdo de esporos do P. roqueforti em relacdo ao tratamento com as leveduras

antagdnicas viaveis e inativas.

Mo viaveis Mo inativas
TRATAMENTOS
Média Reducao de Média Reducdo de
(esporos/mL)  esporos (%) (esporos/mL) esporos (%)
Controle P. roqueforti 26,17 2 - 26,172 -
S. cerevisiae YEF186 5,01 ¢ 80,86 582°¢ 77,73
S. boulardii 3,09° 88,18 15,19 ° 41,96
S. cerevisiae UFT 5962 5,94 ¢ 77,28 12,25° 53,18
S. cerevisiae UFT 5976 5,56 ¢ 78,75 11,25° 57,00
S. cerevisiae UFT 5992 2,09°¢ 92,00 13,42° 48,70

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01)
*Médias seguidas de letras minlsculas demonstram diferencas estatisticas em relagdo ao controle positivo (letra
a) pelo teste de Scott-knott (p< 0,05).
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Os resultados obtidos foram semelhantes ao encontrado por Yao et al. (2004), estes
autores utilizaram no processo in vitro o meio NYDA e as leveduras antagbnicas
Cryptococcus laurentii e Trichosporon pullulans para testarem a capacidade de inibicdo do
crescimento de Penicillium expansum, eles observaram que as leveduras C. laurentii e T.
pullulans conseguiram reduzir 59,5 e 72,1% a producéo de esporos em relagdo ao controle.

A reducdo de esporos também foi percebida por Silva, (2013) ao utilizar as leveduras
S. boulardii e S. cerevisiae (UFMG 905) para verificar a capacidade antifungica sobre o
crescimento de A. parasiticus, onde S. boulardii e S. cerevisiae (UFMG 905), que estavam
viaveis conseguiram reduzir 46,3% e 45,8% em comparacdo com o controle, e as leveduras
inativadas apresentaram reducdo de 24,9% e 22,6% também comparado ao controle.

O P. roqueforti foi submetido ao teste de sensibilidade a substancias GRAS
(bicarbonato de sodio, carbonato de sodio, carbonato de célcio, cloreto de potassio e cloreto
de célcio), os dados mostraram que o bicarbonato de sédio e carbonato de s6dio conseguiram
inibir 100% do crescimento do P. roqueforti nas concentragdes de 1%, 3% e 5% (Figura 5 e

6). As outras substancias GRAS utilizadas nao foram verificadas uma reducdo satisfatéria.
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Figura 5. Efeito das diferentes substancias GRAS em diferentes concentracBes sobre o crescimento de P.
roqueforti, apds 7 dias de incubacdo a 25°C. *médias seguidas de letras minGsculas distintas nas barras, diferem
entre si pelo teste de Scott-knott (p< 0,05).
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Figura 6. Crescimento micelial do P. roqueforti. (A) = controle positivo. (B) = carbonato de calcio. (C) =

carbonato de sodio. (D) = bicarbonato de sédio. (E) = cloreto de potassio. (F) = cloreto de calcio.

No trabalho de Youssef et al. (2012) os resultados observados foram semelhantes ao
encontrado em nosso estudo, pois o bicarbonato de s6dio conseguiu inibir in vitro 100% o
crescimento micelial dos fungos P. digitatum e P. italicum.

O trabalho realizado por Ferreira et al. (2015), utilizando os fungos Colletotrichum
gloeosporioides e Fusarium guttiforme corroboram com os resultados encontrados neste
experimento, no qual foram utilizadas as mesmas substancias GRAS.

A capacidade de inibi¢do do bicarbonato de sodio pode estar relacionada a alteracéo
do pH do meio afetando assim a atividade enzimética de fungos (FALLANAJ et al., 2016).
Segundo Lai et al. (2015), a utilizacdo deste sal pode ainda alterar a transferéncia de prétons
através da membrana plasmatica, promovendo a reducdo do crescimento micelial.

Os efeitos das substancias GRAS, como os sais de carbonatos e bicarbonato de sddio,
ja sdo conhecidos contra uma grande variedade de patdgenos e sdo utilizados por terem uma
acdo principalmente fungistatica (YOUSSEF et al., 2014; PALOU et al., 2016).

Estas substdncias mostraram uma boa eficiéncia no controle do crescimento P.
roqueforti, sendo que ambas foram eficazes em todas as concentra¢des utilizadas no estudo,
inclusive na menor concentracdo testada (1%). O bicarbonato de sodio devido a sua utilizacdo
em produtos alimenticios, demostra uma boa estratégia para o controle de P. roqueforti, pois
ndo altera o sabor e textura do produto final, sendo uma estratégia ja estudada para aumentar
periodo de conservacdo de frutas. Além de ser facilmente encontrado no mercado e é mais
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acessivel quando comparado com outras substancias GRAS (BRU et al., 2013; LAI et al.,
2015; FALLANAJ et al., 2016).

4 CONCLUSAO

As leveduras S. boulardii, S. cerevisiae YEF 186 e S. cerevisiae UFT 5992
apresentaram maior redugdo de esporos de Penicillium roqueforti. As substancias GRAS
bicarbonato de sddio e carbonato de sodio apresentaram 100% de controle do crescimento do
fungo. Desta forma, as leveduras selecionadas, juntamente com as substancias bicarbonato de
sodio e carbonato de sddio, demonstram a possibilidade de serem empregadas em testes de
controle biolégico em queijo parmesdo para a reducdo do crescimento deste fungo

deteriorante.
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CAPITULO 2

UTILIZACAO DE Saccharomyces cerevisiae YEF 186, Saccharomyces
cerevisiae UFT 5992 E Saccharomyces boulardii EM ASSOCIACAO COM
SUBSTANCIAS GRAS EM QUEIJO TIPO PARMESAO PARA
CONTROLE DE Penicillium roqueforti
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1. INTRODUCAO

O queijo parmesdo é originario da Italia, onde a sua fabricagdo é realizada com leite in
natura ou pasteurizado, sendo caracterizado como um queijo semigordo, com baixo teor de
umidade, textura compacta e granulosa (HOMEWOOD e HESS, 1993; BRASIL, 1997).

Os fungos filamentosos sdo geralmente os microrganismos mais envolvidos em casos
de deterioracdo de queijos maturados e causam diversos problemas durante a producgéo e
armazenagem, principalmente por possuirem a capacidade de crescerem em baixo teor de
umidade, atividade de &gua e temperatura (LUND, et al., 1995; PITT e HOCKING, 2009;
PEIXOTO et al., 2012).

Entre as espécies de fungos, que mais geram prejuizos na producdo de queijos € o
Penicillium roqueforti e é considerado um dos mais envolvido quando se tratando de queijos
semigordos e maturados como o0 tipo parmesdo, pois este microrganismo pode causar
modificagdes no sabor e na cor dos produtos, além de possuir a capacidade de produzir
micotoxinas, como Roquefortine C, &cido micofendlico e PR-toxinas, que possuem efeitos
neurotdxicos e imunossupressores ao homem (BARROS et al., 2011; FONTAINE et al.,
2015; SERNA, 2015).

Penicillium roqueforti é capaz de crescer em temperaturas de refrigeracdo e em
temperatura ambiente, nestas condi¢cbes conseguem produzir micotoxinas por isso 0 seu
controle deve ser rigoroso durante toda a producdo (MORAIS, 2005; OLIVEIRA, 2010;
FAIRCLOUGH et al., 2011; MIOSO et al., 2015).

Alguns métodos de controle da contaminacdo de queijos por fungo filamentosos séo
aplicados durante o processo de fabricacdo e no produto final, como aplicacdo de Andlise de
Perigos e Pontos Criticos de Controle, tratamentos fisicos, térmicos e quimicos. Entre estes,
as mais utilizadas sdo as substancias quimicas como cloreto de sodio, acido lactico, entre
outros, devido a sua a capacidade inibitoria através da reducdo de pH e da diferenca de
pressdes osmaticas. (LAY et al, 2016; SALADINO et al., 2016).

Métodos alternativos tém sido buscados para ampliar o controle de fungos
filamentosos em queijos. Entre estes, o controle bioldgico aponta ser uma nova possibilidade
a ser explorada. Visto que € um método j& amplamente utilizando na conservagdo de
alimentos como as frutas e que apresenta excelentes resultados (PIMENTA et al., 2010;
YOUSSEF et al., 2014).
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O controle bioldgico tem como objetivo o controle de um microrganismo através de
outro por mecanismo de acgdo, tais como: parasitismo, producdo de antibidticos, predacgéo,
entre outros. Sendo comum a presenca de mais de um tipo de interacdo (GENG et al., 2011).

A eficiéncia do controle biolégico em queijos ainda é pouco estudado. Todavia, alguns
autores utilizaram as leveduras Debaryomyces hansenii e Yarrowia lipolytica e obtiveram
resultados positivos na reducdo do crescimento do P. roqueforti em queijo (LIU e TSAO,
2009; GKATZIONIS et al, 2014; PRICE et al., 2014).

As leveduras sdo 0s microrganismos mais empregados no controle bioldgico, devido a
ndo producdo de esporos potencialmente alergénicos ou micotoxigénicos e raramente
produzem substincias antagonicas como as bactérias (DRUVEFORS, 2005; SCHNURER e
JONSSON, 2011).

De acordo com (FDA), alguns géneros de leveduras Saccharomyces sdo consideradas
seguras para o consumo humano e podem trazer beneficios a saide (SWINNEN et al., 2016).
As espécies S. cerevisiae e S. boullardi séo utilizadas para aplicacdo de controle bioldgico,
devido a capacidade que possuem de competir por espacos e nutrientes. Além de que, S.
boulardii possui acdo probidtica comprovada, melhorando o sistema imunoldgico e a
prevencdo da formacgéo de substancias carcinogénicas no intestino (GOEBEL, et al., 2013;
MIRANDA et al., 2016; TRIGUEROS et al., 2016).

A associagdo de leveduras com substancias GRAS, pode aumentar a eficiéncia no
controle de fungos, pois estas substancias sdo consideradas pela FDA aditivos alimentares
seguros para o ser humano, e também pode possuir capacidade fungicida ou fungistatica que
potencializam o controle bioldgico (HONG et al., 2014), principalmente o bicarbonato de
sodio que ja é amplamente aplicado em produtos alimenticios devido a ndo alteracdo de sabor
e textura do produto final e tem preco mais barato em compara¢do com outras substancias
(LAl et al., 2015; FALLANAJ et al., 2016).

Alguns estudos ja demonstraram a capacidade do controle de crescimento de Botrytis
cinerea, Penicillium digitatum e Penicillium expansum através da combinacdo desta
substancia com leveduras antagbnicas resultando na protecdo dos frutos contra estes fungos e
consequentemente o seu aumento de vida de prateleira (JANISIEWICZ et al., 2008; GENG et
al., 2011; YOUSSEF et al., 2014; QUI et al., 2015).

Diante do exposto, 0 objetivo deste trabalho foi analisar a possibilidade de associar as
leveduras S. boulardii, S. cerevisiae YEF 186 e S. cerevisiae UFT 5992 com a substancia

GRAS, bicarbonato de sddio, contra o fungo P. roqueforti em queijo tipo parmeséo.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Obtengdo dos microrganismos

O P. roqueforti (PV L 049) foi cedido gentilmente pelo Laboratério de Laticinios da
Universidade Federal de Goiés. As leveduras S. cerevisiae linhagem YEF 186, S. boulardii e
S. cerevisiae UFT 5992 foram obtidas da colecdo de cultura Carlos Augusto Rosa do
Laboratdrio do Laboratério de Microbiologia geral e Aplicadada Universidade Federal do
Tocantins — UFT e a levedura S. boulardii foi obtida a partir da Colecdo de Cultura do
Laboratorio de Ecologia e Fisiologia de Microrganismos, do Instituro de Ciéncias Bioldgicas

da Universidade Federal de Minas Gerais.

2.2 Preparagéo dos microrganismos

2.2.1. Penicillium roqueforti

A reativacdo dos esporos liofilizados da linhagem de P. roqueforti foi realizada
primeiramente em um erlenmeyer contendo 30 mL de caldo Batata Dextrose (extrato de
batata 4%, dextrose 20%) inoculados por 7 dias a 25°C. Apos este periodo, transferiu 30 pL
para a placa de Petri com meio de cultura Agar Batata (extrato de batata 4%, dextrose 20% e
agar 15%), inoculado por 7 dias a 25°C. Apds a observacdo da formacdo dos esporos, foi
adicionado a placa 10 mL de solugéo de Tween 80 na concentracdo de 0,1% juntamente com
10 pérolas de vidro. Foi realizada agitacdo e posteriormente esta mistura (Tween 80 com
esporos deste fungo) foi armazenada em Tubo falcon estéril, transferiu-se 200 pL para um
erlenmeyer contendo 30 mL do meio agar batata, inoculando por 7 dias a 25°C. ApGs o
periodo de incubacdo, foi recolhido os esporos no Tubo falcon estéril com 0,1% de Tweem 80
e posteriormente foi calculado o nimero de esporos através Camara de Neubauer e ajustado
para a concentracdo de 2 x 10° esporos/mL, para ser utilizada nos experimentos in vitro
(SILVA, 2013).
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2.2.2 Leveduras

As cepas de leveduras S. cerevisiae YEF 186, UFT 5992 e S. boulardii foram
crescidas em placa de Petri contendo meio YMA (glicose 1%, peptona 0,5%, extrato de malte
0,3%, agar 2%, extrato de levedura 0,3% e cloranfenicol 100 mg/L) por 48h a 25°C. Apés o
crescimento, para a obtengdo de biomassa, foi retirada uma alga de cada col6nia e foram
repassadas para novas placas contendo o mesmo meio de cultura, onde foram armazanadas
sob as mesmas condicbes de crescimento citada a cima. Apartir das placas contendo a
biomassa de leveduras crescida, estas foram raspada com auxilio de espatulas e adicionadas
em tubos falcons contendo 20 mL de solugéo salina a 0,85%. Para o calculado da quantidade
de células foi utilizado Camara de Neubauer e a concentracdo foi ajustada para 2 x 108
células/mL (SILVA, 2013).

2.3 Teste de resisténcia das leveduras a substancia GRAS

Para realizar o teste de resisténcia das leveduras as substancias GRAS, foram
preparados erlenmeyer contendo caldo GYMP (1% extrato de levedura; 0,5% peptona; 1%
glicose; 0,02% fosfato de sddio monobasico) e adicionados concentracdo de 1%, 3% e 5% de
bicarbonato de s6dio ao meio de cultura. Apés a preparacdo do meio, foram inoculado as
leveduras na concentragéo de 2 x 108 nos frascos e incubados em agitador rotativo a 100 rpm
a 25°C. Apds a inoculacdo, foi realizado o plaqueamento das leveduras para a contagem
populacional através do equipamento Eddy Jet Spiral plater (IUL, INSTRUMENTS) em
placas contendo o meio de cultura YMA, sendo incubado a 25°C por 48h. Apos periodo de
incubacdo, foi realizada a contagem do nimero de colbnias através do equipamento Flash &
gol (IUL, INSTRUMENTYS) e os resultados foram demonstrados em log (UFC/qg).

As andlises do crescimento das leveduras foram realizadas a cada 2 dias, e apds
completar um periodo de 40 dias foi realizada a cada 10 dias (FERREIRA et al., 2015)
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2.4 Ensaio de controle bioldgico

2.4.1 Processo de imersdo do queijo parmesao em uma solucéo de levedura antagénica

Para realizacdo dos testes de controle biolégico com as leveduras em queijos tipo
parmesdo, foram adquiridas 30 pecas no comércio local da cidade de Palmas-To, sendo
obtidos na forma fracionada e com formato triangular cortado pelo proprio comerciante, igual
ao qual é utilizada para venda.

As pecas de queijos foram inoculados com as leveduras S. boulardii, S. cerevisiae
YEF 186 e S. cerevisiae UFT 5992 através da imersdo em uma solucdo de &gua salina na
concentracéo de 0,85% e contendo 2,0 x 108 células/mL de cada levedura durante o periodo
de 5 min. Decorrido o tempo, os queijos foram separados e armazenados,em potes plasticos
estéreis, e incubados a temperatura ambiente variando entre 25 a 30°C por 24 h., apds este
periodos o experimento foi dividido em tratamentos: Tratamento 1 controle negativo (apenas
a levedura S. boulardii), Tratamento 2 controle negativo (apenas a levedura S. cerevisiae YEF
186), Tratamento 3 controle negativo (apenas a levedura S. cerevisiae UFT 5992), Tratamento
4 (S. boulardii + P. roqueforti), Tratamento 5 (S. cerevisiae YEF 186 + P. roqueforti),
Tratamento 6 (S. cerevisiae UFT 5992+ P. roqueforti), Tratamento 7 controle positivo
(apenas o fungo deteriorante). Apds 24h, os tratamentos 4, 5, 6 e 7 foram inoculados com o
fungo P. roqueforti através da deposicdo de 10uL da suspensdo de esporos na concentracdo
de 2 x 10*esporos/mL em trés pontos distintos da superficie do queijo. Todos os tratamentos
foram incubados a temperatura de 12 °C por até 13 dias e realizados em triplicata (SILVA,
2013).

Para avaliar a area de contaminacdo do queijo nos tratamentos foi utilizado o
programa QUANT v.1.0.1 (VALE et. al., 2003).

2.4.2 Processo da imersdo do queijo parmesdo na solucdo de bicarbonato de sédio e
leveduras antagonicas

Foram obtidas 30 pecgas de queijos parmesdes da mesma maneira como foi citado no
processo anterior.
Os queijos foram inoculados com as leveduras S. boulardii e S. cerevisiae UFT 5992

através da imersdo em uma solucdo de bicarbonato de sédio na concentragédo de 1% e
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contendo 2,0 x 108 células/mL de cada levedura durante o periodo de 5 min. Decorrido o
tempo, os queijos foram separados e armazenados, em potes plésticos estéreis, e incubados a
temperatura ambiente variando entre 25 a 30°C por 24 h., ap0s este periodos 0 experimento
foi dividido em tratamentos: Tratamento 8 controle negativo (BS + S. boulardii), Tratamento
9 (BS + S. cerevisiae UFT 5992), Tratamento 10 controle negativo (apenas a levedura S.
boulardii), Tratamento 11 controle negativo (apenas a levedura S. cerevisiae UFT 5992),
Tratamento 12 (S. boulardii + BS + P. roqueforti), Tratamento 13 (S. cerevisiae UFT 5992 +
BS + P. roqueforti), Tratamento 14 controle negativo (apenas o bicarbonato de sodio),
Tratamento 15 controle positivo (apenas o fungo deteriorante). Apds o periodo de crescimento
das leveduras nos queijos, os tratamentos foram inoculados com o fungo P. roqueforti através
da deposicdo de 10pL da suspensdo de esporos na concentragdo de 2 x 10* esporos/mL em
trés pontos distintos da superficie do queijo. O controle positivo foi realizado pela inoculagéo
do fungo sozinho.Todos os tratamentos foram incubados a temperatura de 12 °C por até 21
dias e realizados em triplicata (SILVA, 2013).

Para avaliar a area de contaminacdo do queijo das amostras dos tratamentos
(bicarbonato de sdédio a 1% com a levedura) e do controle positivo foi utilizado o programa
QUANT v.1.0.1 (VALE et. al., 2003).

2.5 Média da area de incidéncia das colénias de P. roqueforti em queijo parmesao

A incidéncia do crescimento de P. roqueforti inoculados em queijo tipo parmesao foi
avaliado através do célculo das médias das areas (mm?) de crescimento do fungo, obtidas por
calculos realizados pelo programa QUANT v.1.0.1. (VALE et. al., 2003). Para tanto, foi
realizado a captacdo de fotos da parte superficial dos queijos apartir de todos os tratamentos
citados anteriormente.

Para o calculo da &rea de incidéncia de crescimento de P. roqueforti foi inicialmente
definido uma area média triangular (35 mm de comprimento e 8 mm de altura) a partir das
fotos obtidas dos queijos tratados e foi posteriormente calculado a porcentagem de
contaminacé&o pelo programa.

Segundo Assis et al. (1999) a porcentagem de reducdo de severidade da contaminada
(RS) foi calculada através da equacao:
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RS % = RSc — RSt x 100
RSc
Onde: RSc a area contaminada no controle positivo (somente com fungo) e RSt a area

contaminada nos tratamentos experimentais.

2.6 Contagem populacional das leveduras em queijo parmesao

A contagem populacional das leveduras antagbnicas presentes na superficie dos
queijos tipo parmesdo nos controles negativos foram analisados em diferentes periodo de
tempo de incubacdo. Foram retirados pequenos pedacos de cerca de 1cm® do queijo e
colocando em tubos contendo 9 mL de agua destilada. Ap6s homogeneizacao, retirou-se 1 mL
desta diluicdo e transferiu-se para tubo de eppendorf 1,5 mL, sendo assim homogeneizado e
realizado o plaqueamento pelo equipamento Eddy Jet Spiral plater (IUL, INSTRUMENTYS),
onde foi retirado a aliquota de 50 puL da amostra e inoculado nas placas de Petri contendo
meio YMA, sendo incubadas a temperatura de 25 °C por 48h. Apds este periodo, foi contado
0 nimero de coldnias através do equipamento Flash & gol (IUL, INSTRUMENTS).

A contagem das leveduras foi realizado por um periodo de 60 dias (SILVA, 2013).

2.7 Teste estatistico

Os dados das médias das areas de contaminacdo foram submetidos a andlise de
variancia (ANOVA) utilizando o programa estatistico ASSISTAT 7.7 para averiguar se houve
diferenca estatistica em relacdo ao controle positivo. Foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk
para verificar a normalidade da distribuicdo dos dados e posteriormente utilizado o teste
Scott-Knott para verificar se os tratamentos tiveram diferenca estatistica em relagcdo ao

controle positivo.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O teste de resisténcia das leveduras S. cerevisiae YEF 186, S. Boulardii e S. cerevisiae
UFT 5992 in vitro, em diferentes concentracdes de bicarbonato de sédio. Demonstraram que a
levedura S. cerevisiae YEF 186 conseguiu sobreviver somente por 8 dias nas concentragdes
de 1 e 3% de bicarbonato de s6dio e na concentracdo de 5% permaneceu viavel durante 6 dias

como mostra a figura 1.
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Figura 1. Efeito de diferentes concentrac6es de bicarbonato de sédio (BS) no crescimento do S. cerevisiae YEF
186 in vitro.

S. boulardii sobreviveu durante 60 dias na concentracdo de 1% de bicarbonato de
sodio, sendo que nas concentracdo de 3 e 5% permaneceu viavel durante 40 dias (Figura 2).
Este resultado também foi obtido pela levedura S. cerevisiae UFT 5992 (Figuras 3).
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Figura 2. Efeito de diferentes concentrag@es de bicarbonato de sédio (BS) no crescimento do S. boulardii in

vitro.
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Figura 3. Efeito de diferentes concentra¢des de bicarbonato de sodio (BS) no crescimento do S. cerevisiae UFT
5992 in vitro.

Segundo o trabalho realizado por Ferreira et al. (2015), utilizando a mesma

metodologia para testar a capacidade de sobrevivéncia da levedura UFT 5852 no caldo
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GYMP contendo bicarbonato de sodio, demonstrou resultados semelhantes aos obtidos pela
levedura S. cerevisiae YEF 186, conseguindo sobreviver por apenas 7 dias em concentragoes
de 1, 3 e 5% de bicarbonato de sddio.

Outro estudo realizado por Pimenta et al. (2010), a levedura antagdnica
Saccharomycopsis crataegensis em teste in vitro conseguiu nos 7 dias analisados manter a
mesma concentracdo celular igual a inicial nas concentragdes de 1%, 2% e 5% de bicarbonato
de sodio.

As leveduras S. boulardii e S. cerevisiae UFT 5992 utilizadas em nosso estudo,
demonstraram resisténcia a esta substancia nas diferentes concentragdes, pois conseguiram
permanecer vidveis na mesma concentracdo celular durante 40 dias. Devido a isso, para
realizacdo do controle bioldgico integrado a substancia GRAS as duas leveduras foram
selecionadas por apresentaram maior resisténcia.

No teste de controle biol6gico, o tratamento 7 (controle positivo) foi detectado o
crescimento da colénia de P. roqueforti ap6s o quinto dia de incubacdo, sendo que 0s
tratamentos 4, 5 e 6, com as levedura S. boulardii, S. cerevisiae YEF 186 e S. cerevisiae UFT
5992, o aparecimento da col6nia tipica foi observado apartir do sétimo dia, 0 que demonstra
que as leveduras apresentaram capacidade inibitéria, pois conseguiram reduzir o

desenvolvimento do fungo por dois dias (Figura 4).

Figura 4. As pecas dos queijos parmesdes inoculados com os esporos de P. roqueforti apds 7 dias de incubagdo.
(A) Controle positivo; (B) S. boulardii+ P. roqueforti; (C) S. cerevisiae UFT 5992 + P. roqueforti; (D) S.

cerevisiae YEF 186 + P. roqueforti.

Apls o0 aparecimento das coldnias iniciou se a determinacdo das é&reas de
contaminagfes na parte superficial do queijo, onde os dados das médias das areas obtidas
foram submetidos a analise estatistica, porém devido a ndo normalidade dos dados detectado
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pelo teste de Shapiro-Wilk, foi necessaria a transformacéo para log X. Sendo posteriormente
avaliado estatisticamente através do teste de Scott-Knott que divide as areas de incidéncia em
grupos e demonstram se estes grupos dos tratamentos com leveduras tiveram diferenca
estatistica em relacdo ao controle positivo.

O teste de Scott-Knott dividiu os resultados em dois grupos, sendo o controle positivo
(Grupo a) e as leveduras antagbnicas representadas no Grupo b. Neste processo, as leveduras
S. boulardii, S. cerevisiae YEF 186 e S. cerevisiae UFT 5992 (Grupo b) foram avaliadas
somente por 13 dias e apresentaram-se estatisticamente diferente do controle (Grupo a) o que
pode ser observado na figura 5. As leveduras S. boulardii, S. cerevisiae YEF 186 e S.
cerevisiae UFT 5992 conseguiram no 13° dia uma reducdo de severidade da contaminacao

deste fungo em 9,9%, 17,5% e 15%, respectivamente como demonstra na figura 6.

400
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Area contaminada (mm?)
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Figura 5. Area contaminada por P. roqueforti em queijo tipo parmeséo, sendo controlado pelas leveduras S.
boulardii, S. cerevisiae YEF 186 e S. cerevisiae UFT 5992. Teste Scott-Knott significativo ao nivel de 5% de
probabilidade (p < 0.05) com controle positivo como Grupo a e as leveduras antagonista como Grupo b.
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Figura 6. Porcentagem de reducgdo de severidade da contaminacdo causada pelo P. roqueforti controlado pelas
leveduras S. boulardii, S. cerevisiae YEF 186 e S. cerevisiae UFT 5992. Teste Scott-Knott significativo ao nivel
de 5% de probabilidade (p < 0.05).
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Os queijos parmesdes ao serem submetidos ao método com embalagem a vacuo a sua
durabilidade s&o de 6 meses, mas nos comércios sdo vendidos em forma de fatias pequenas
triangulares recobertos por filme plastico, e desta forma reduz se a vida de prateleira para 7
dias. Porém utilizando-se do método de controle biologico com as leveduras S. boulardii, S.
cerevisiae YEF 186 e S. cerevisiae UFT 5992 foi possivel estender a vida de prateleira por
mais 6 dias como observado acima na figura 4. 1sso pode ter ocorrido devido a formacéo de
biofilme pela reproducdo das leveduras, criando uma protecédo na parte superficial do produto.

Outra possibilidade seria 0 mecanismo de controle que estas espécies podem deter
através da competicdo por espagos e nutrientes apresentados por varios autores (PLATANIA
etal., 2012; PARAFATI et al., 2015).

No trabalho de Liu e Tsao (2009), foi realizado o controle bioldgico de P. roqueforti
em queijo utilizando a levedura Debaryomyces hansenii na concentracdo de 108 células/mL,
onde conseguiram reduzir o crescimento do fungo por 14 dias analisados. Estes resultados
corroboram com os obtidos pelo nosso estudo, onde as leveduras S. boulardii, S. cerevisiae
YEF 186 e S. cerevisiae UFT 5992 controlaram por 13 dias o crescimento do fungo P.
roqueforti.

No trabalho de Gkatzionis et al, (2014) foi observado que a levedura Yarrowia
lipolytica conseguiu inibir completamente a formagéo de esporos do P. roqueforti em queijo
Stilton estocado por 45 dias. Este trabalho mostra uma eficiéncia maior de controle que o
obtido por nosso estudo, porém isso pode ter ocorrido devido aos metabdlitos produzidos pela
espécie Y. lipolytica, pois no mesmo trabalho foi demonstrado que a levedura Kluyveromyces
lactis ndo mostrou a mesma eficiéncia no controle deste fungo.

No controle biolégico integrado, o crescimento da coldénia do P. roqueforti no
tratamento 15 (controle positivo) foi detectado no 7° dia, sendo que nos tratamentos 12 (S.
boulardii + BS + P. roqueforti) e 13 (S. cerevisiae UFT 5992 + BS + P. roqueforti) iniciaram
somente no 10° dia, demonstrando que estes tratamentos conseguiram adiar por trés dias o

crescimento deste fungo (Figura 7).
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Figura 7. As pecas dos queijos parmesdes do 10° dia com seus respectivas leveduras antagénicas com 1% de
bicarbonato de sodio inoculados com os esporos de P. roqueforti e o controle positivo. (A) Controle positivo; (B)
S. boulardii + BS; (C) S. cerevisiae UFT 5992 + BS.

Apdbs o aparecimento da col6nia do deteriorante, iniciou o calculo das médias das
areas de contaminacdo e posteriormente submetidos a analise estatistico. Inicialmente, foi
realizado a normalidade dos dados pelo teste de Shapiro-Wilk, mas devido a ndo normalidade,
entdo, foi necessario a transformacao dos dados em log X. Depois foram analisados pelo teste
de Scott-Knott que divide as areas de incidéncia em grupos e avaliando a capacidade reduzir o
desenvolvimento deste fungo através da diferenca estatistica dos tratamentos integrados em
relacdo ao controle positivo. Este teste estatistico dividiu o controle positivo como o Grupo a
e os tratamentos integrados como grupo ¢ (Figura 8). Através dos resultados estatisticos,
percebeu que houve diferenca estatistica até o 17° dia, aumentando a vida de prateleira por 10
dias em comparacdo com a vida de prateleira apresentados pelos comerciantes. Além disso, as
leveduras S. boulardii e S. cerevisiae UFT 5992 com bicarbonato de sddio obtiveram uma
reducdo da severidade da area de contaminacdo em relacdo ao controle positivo por 17,7 e

18%, respectivamente (Figura 9).
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Figura 8. Médias da area de contaminada por P. roqueforti em queijo tipo parmeséao, sendo controlado pelas
leveduras S. boulardii e S. cerevisiae UFT 5992 em combinagdo com o bicarbonato de sodio (BS) na
concentracdo de 1%. Teste Scott-Knott significativo ao nivel de 5% de probabilidade (p < 0.05) com controle
positivo como Grupo a e as leveduras como Grupo c.
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Figura 9. Porcentagem de redugdo de severidade da contaminacdo causadas pelo P. roqueforti no processo da
combinacdo das leveduras S. boulardii e S. cerevisiae UFT 5992 com o bicarbonato de sddio (BS) na
concentragdo de 1%. Teste Scott-Knott significativo ao nivel de 5% de probabilidade (p < 0.05).

O possivel controle deste fungo deteriorante através do mecanismo citado
anteriormente pode ser devido ao bicarbonato de sédio ter capacidade de inibir a germinacéo
dos esporos, devido a alteragdo do pH do meio afetando a atividade enzimética, a
disponibilidade de nutrientes e a transferéncia de prétons através da membrana plasmatica dos
microrganismos (LAl et al., 2015; FALLANAJ et al., 2016).

A capacidade do controle integrando entre leveduras e bicarbonato de sédio também

foi visto por Geng et al, (2011) que utilizou a levedura Kluyveromyces marxianus em
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consorcio ao bicarbonato de sédio 2% aplicados em banana, e conseguiu reduzir o P.
digitatum em 58,33% no sexto dia do experimento.

Zhu et al. (2013) também realizou o processo de integracdo da levedura
Rhodosporidium paludigenum com bicarbonato de sédio nas concentragdes de 2% e 5% em
limdo asiatico, e obteve resultados da reducdo da lesdo por P. digitatum em 60 e 62,5%
respectivamente no quinto dia do experimento.

Os queijos utilizados como controle negativo (leveduras em associagdo ao bicarbonato
de sodio) nos teste de controle bioldgico foram submetidos ao teste de contagem populacional
das leveduras para verificar o periodo de permanéncia destas sobre produto. As figuras 10 e
11 mostram os resultados da permanéncia das leveduras na superficie dos queijos analisados.

No processo de controle biolégico utilizando as leveduras S. boulardii, S. cerevisiae
YEF 186 e S. cerevisiae UFT 5992 foi possivel recupera-las por até 50 dias (Figura 10).
Mesmo resultado foi obtido no controle biolégico integrado com bicarbonato de sodio a 1%
onde as leveduras, S. boulardii e S. cerevisiae UFT 5992 conseguiram sobreviver também por
50 dias (Figura 11), mesmo com a presenca do bicarbonato de sodio.

Segundo o trabalho de Gallina et al. (2011), demonstrou que com as bactérias
probidticas utilizadas nas bebidas lacteas fermentadas permaneceram viaveis no produto por
periodo de 30 dias, no nosso trabalho, foi demonstrado que as leveduras conseguiram
sobreviver por até 50 dias, mostrando-se mais eficiente quando comparadas com as bactérias
lacteas.

As leveduras S. boulardii e S. cerevisiae UFT 5992 sobreviveram na superficie do
queijo mesmo com a presenca do bicarbonato de sodio a 1% o que foi observado no trabalho
do Ippolito et al, (2005), onde os autores demonstraram que a levedura Aureobasidium
pullulans inoculadas no fruto de cereja conseguiu permanecer na superficie por um periodo de
22 dias.
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Figura 10. Curva de crescimento das leveduras antagonicas S. boulardii, S. cerevisiae YEF 186 e S. cerevisiae
UFT 5992 durante o periodo de 60 dias.
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Figura 11. Curva de crescimento das leveduras S. boulardii e S. cerevisiae UFT 5992 sem a presenca do

bicarbonato de sodio (BS) e com a sua presenca durante 60 dias analisadas. Barras representam erros padrao.

As leveduras antagonicas S. boulardii e S. cerevisiae UFT 5992 conseguiram
permanecer viadveis na superficie do queijo por 50 dias protegendo-o provavelmente através
da formacéo do biofilme, portanto a levedura S. boulardii ja é considerada um probidtico por

trazer beneficio a saude do consumidor e neste trabalho conseguiu prolongar a vida de
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prateleira do queijo parmesdo. O uso de microrganismo probidtico no queijo poderia agregar
mais propriedades funcionais ao produto final devido aos beneficios trazidos a satde humana.
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4. CONCLUSAO

O controle bioldgico integrado mostrou-se mais eficiente do que o controle bioldgico
classico, devido ao aumento o tempo de vida de prateleira do produto, e reduzindo por
aproximadamente 18% a incidéncia da contaminagao.

As leveduras S. boulardii, S. cerevisiae YEF 186 e S. cerevisiae UFT 5992
conseguiram permanecer viaveis na superficie do queijo por um periodo de 50 dias, reduzindo
o0 crescimento do P. roqueforti.

A levedura S. cerevisiae YEF 186 permanecer vidvel por apenas 7 dias no bicarbonato

de sddio, mas esta levedura reduziu em aproximadamente 18% a incidéncia de contaminacao.
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