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Detoxificacdo de patulina por leveduras antagonistas a Penicillium spp

Ronado Mauricio Levy* & ElizaYoko Hirooka?

Resumo

Com o intuito de avaliar a atividade detoxificadora sobre a patulina testaram-se 21 isolados de leveduras
com atividade antagbnica contra Penicillium spp n°18 isolado de maca. Para 0 ensaio, 0 meio, contendo
588,4ug/100 ml de patuling, produzida em caldo de batata dextrosado a 25°C e extraida com acetato de
etilg, foi inoculado com leveduras e a concentracdo da toxina remanescente determinada apds 15 dias por
cromatografia de camada delgada. Seis cepas de leveduras (isolados n° 1, 2, 4, 9, 27 e 37) apresentaram
atividade sobre patulina, cujo valor remanescente variarade 91,4 a294,211g/100 ml de patulinaem relacéo
a 588,4ug/100 ml do controle positivo. Os melhores resultados foram aobtidos com os isolados n° 4 e 37
que atingiram niveis de reducéo de concentracdo de patulinade 85% e 75% respectivamente. A capacidade
de detoxificagdo aliadaaatividade antagbni caem umamesmaleveduraampliaaindamaisaaplicabilidade,
vindo a constituir microrganismos promissores para futuros empregos.
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Introducéo

O género Penicillium destaca entre os mofos que acometem produtos agricol as submetidos a
armazenagem afrio, com énfase a Penicilliumexpansum produtor de patulinadevido adeterioracéo
dosfrutos (Sanhueza, 1992), com conseqiente perdas substanciaisnaeconomia(Tavares, 1996).

A patulina consiste de uma micotoxina com caréter cancerigeno e teratogénico, que vem
despertando interesse de 6rgaos responsavei s pel o control e de quali dade de macas e seus produtos,
jaque asuapresencaindicaentradade frutos deteriorados no processamento (Moss, 1996; Syndeham,
1997). Considerando que apatulinaéintroduzidanaalimentacéo humana, principal mente sob aforma
defrutos in natura e suco de maga (Scott, 1994) aOrganizacdo Mundia de Salide (WHO), fixou 0
limitetolerdvel de patulinaem suco demacaem 50ug/l (Prigtaet al., 1994). Contudo, paraaAssociacao
Internacional de Suco de Frutas (AlJF) o limitetolerével de patulinaem suco de maca é de 50ug/l
(Syndeham et al., 1997). “ Joint Expert Comitteon Food Additivies’ (JECFA), avaiaram efeitotoxico
de patulina, propondo nivel provisorio de ingestéo maximatoleravel diariade 0,4ug/Kg de peso
corpora (FAO, 1996).

A patulinatambém é produzidapor Aspergillusclavatus, A. terreus, A. gingateus, Byssochlamys
fulva, B. nivea, Penicillium patulum, P. griseofulvum, P. claviforme e P. roqueforti (Engel &
Teuber, 1984). M oss (1996) relatou intoxicagao agudacom hemorragiacerebral fatal em gado que
ingeriram malte contaminado com patulinaproduzidapor Aspergillusclavatus.

Entre osindicativos promissores sobre control e de patdgenos de pés col heita(Tavares, 1996), as
leveduras vém merecendo atengdo especial, por ser indcua quanto a micotoxigenicidade, aliadaa
possibilidade detoxificadorasobre micotoxinas (Moss, 1996). No estudo preliminar conduzido com
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maga inoculada com P. expansum, observou-se uma reducdo da concentragéo de patulinacom a
progressivadeterioracdo dosfrutos, cujo fendmeno esteve rel acionado com aumento dacontagem de
leveduras(Rosset al., 1996). Por outro lado, em produtosfermentadoscomo vinho e cidras, o contelido
de patulinatornou-se nulo, comindicio de degradacdo datoxinapel o processo (Maoss, 1996).

Em vigtaaosfatosacimaagpresentados, o presente estudo propdem avdiar aatividade detoxificadora
sobreapatuling, apartir deleveduras antagoni cas a Penicillium spp. deteriorantes em macas.

Materiais e Métodos

L evedurasantagonistas

Asleveduras estudadas consistiram de isolados obtidos de maca (Malus doméstica), maméao
(Carica papaya), péra (Pirus communis), milho e respectiva ensilagem e fermento de p&o, todas
com atividade antagbnica contra Penicillium spp (Levy et al., 1999). Para o preparo de indculo
transferiu-seumaal cadade leveduras ativadas em caldo extrato de malte (MEB) paraerlenmeyer de
125 ml, contendo 50 ml do mesmo meio eincubado a25°C, até atingir absorbanciade 0,3a600 nm
(FEMTO, model0 482).

Penicillium spp produtor depatulina

No estudo, empregou-se Penicillium spp n°18 obtido de maga produtor de 588,4 ug/100 ml de
patuling, fornecido gentilmente pelo Prof. Dr. Carlos Kmemeyer do Departamento de Bioguimicada
Universidade Estadua deMaringa

Producéo e prepar o de suspensio de patulina

Para producao de patulina, inoculou-se 10° esporos/ml de Penicillium spp n°18, previamente
contados em camara de Neubawer, em frascos de erlenmeyer, contendo 25 ml de caldo de batata
dextrosado — CBD — e incubados a 25°C em cultivo estético por 21 dias. A seguir o material foi
filtrado atravésde papel defiltro qualitativo, eapatulinafoi deteminadapelacromatografiade camada
delgada. Ofiltrado, contendo concentracdo conhecidade patuling, foi aliquotado em volumesde25ml
emantidosa-20°C, até o preparo de suspensao detoxinaaser empregadano ensaio de detoxificacao.

Parao preparo dasuspensao de patulina, 25ml do filtrado de cultivo de Penicillium sppne18foi
submetido ao processo de extracao e clarificacdo, e aquanti dade de patulinadeterminadapor TLC. A
seguir o extrato clarificado (100ml de benzeno—acetato deetila), contendo patuling, foi aliquotado em
tubos de 200 x 2mm, contendo concentracao de 588,411g/100 mL de patulinasecosa40°C em banho
maria, envoltosem papel aluminio e estocadosa-20°C.

Degradacao dapatulinapor levedurasantagonistas

O ensaio, em duplicataconsistiu de tubos contendo 58,8419 da pel iculade patulina preparada,
suspendidaem 25 ml decaldo extrato de malte pH 4,42 einoculado com 0,1 ml de cultivo delevedura
padronizado. Ostubosem cultivo estético foraincubadosa25°C por 15 dias, juntamentecom o controle
negativo congtituido demeio de culturacontendo patulina, porém semoindculo. Terminadaaincubacéo
imediatamente determinou-se o pH do cultivo eaconcentragao de patulinaremanescente no cultivo.

M etodologia analitica

Determinacéo da concentracdo de patulina

A determinacdo dapatulinaseguiu essencialmenteametodol ogiadescritaem® Official Methods
of AnalyisssAOAC”, referente ao procedimento n° 974.18 (1990). O método consitiu naandisede
patulina, empregando cromatografiade camadadel gada, com limite de deteccéo de 20ug/l.
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Preparo dos padrdes

A toxinaadquiridaem formade peliculade 10mg (WAKO PURE CHEMICAL INDUSTRIES)
foi dissolvidaadicionando-se 1 ml declorofrmio nofrasco contendo o padréo. A seguir dividiu-seem
5frascos, contendo diquotas de 200pl cadae secos sob atmosferade nitrogénio. Paraaquantificacéo,
asolucdo padréo diluidaem etanol absol uto foi submetidaaum espectro deultraviol eta, no comprimento
de ondade absor¢ao maximadapatulina (275 nm).

Osfrascos, contendo residuo seco, foram estocados a-20°C, envolto por papel aluminio.

Extracéo da patulina

Paraaextracao procederam-setrés particoes, adicionando-se 25 ml demeio de cultivo ao mesmo
volume de acetato de etila, em funil de separacdo de 250ml. Os extratos, correspondentes afase
superior do processo de parti¢ao foram combinados num béquer e desidratados, adicionado-se 10g
de sulfato de sodio anidro e mantendo em repouso por 30 minutos. Os cristais de sulfato de Sodio
foramlavadoscom 25ml de acetato de etilae 0 sobrenadante obtido combinado ao primeiro extrato.O
volumefinal de 50 ml foi evaporado sob ar comprimido em banho mariaa40°C, paraum volume
inferiora25ml. A seguir, o extrato foi completado para100 ml com benzeno e procedeu-seaclarificacéo
emcolunasilicagd.

Clarificagdo do extrato em coluna cromatografica

A colunade500x 10mm foi empacotadacom 8,5g desilicagel 60 G, 0.063-0.20 mesh (Merck).
O extrato obtido foi introduzido no topo dacolunae eluido com 100 ml de benzeno-acetato deetila,
naproporc¢ado de 75:25. O eluato foi evaporado até asecagem total, empregando-sear comprimido e
banho de vapor a40°C. O residuo redissolvido em 0.5 a4.0 ml de cloroférmio, conformeadiluigdo
requeridaparaaquantificacdo dapatuling, foi utilizado paraacromatografiade camadadel gada.

Cromatografia de camada delgada

O extratos obtidos foram aplicados em placas de silica gel 60 de ( 20 x 20cm) (Merck). Os
“gpots’ consistiramdeb, 10, e 15 pl deextratosdiluidos, aplicados paraelamenteal,3, 4, 7, 10, 15,
€20 pl de padréo contendo 18,389ug/ ml de patuling, utilizando micropipetador com capacidade para
10e20pl (Gilson). Asplacasforam desenvolvidasem sistemas de sol ventes, utilizando tol ueno-acetato
deetila- &cido formico, naproporcéo de 5:4:1.

Terminadaacorridacom solvente, as placasforam revel adas, pul verizando-se solucdo aguosade
hidrocloreto 3 metil 2 benzotiainona(MBTH) a0,5%. Apdsaativacdo em estufaal130°C, durante 15
minutos, asplacasforam analisadas sob |uz ultravioleta (365 nm). A patulinafoi caracterizadacomo
pontos amarel o-marrom fluorescentes, apresentando Rf. de 0,47.

Resultados e Discussido

A predominanciadelevedurasisol adas de frutos de magas condiz com osresultados apontados
por Janisiecwicz (1996), rel atando que asuperficie destaé col oni zada por leveduras, podendo congtituir
futuros agentes antagoni stasumavez que suapresencaindicao fendmeno de competicao naturd, pois
tanto o fungo deteriorante quanto asleveduras participam do mesmo nicho ecol égico (Singh & Faulll,
1988). Baseados nos resultados datriagem contra Penicilliumspp n° 1 (Levy et al., 1999), foram
selecionados 21 antagoni stas empregando o sobrenadante de cultura. Os antagoni stasforam testados
empregando maisdoisfungostestes, utilizando tanto o sobrenadante de culturacom culturadeclulas
integras. Osdadosindicaram que, quando empregou-se culturade célulasintegras, onimero deleveduras
antagonicasfoi menor tanto parao fungo testenc1 ene 3, entretanto oshalosdeinibicdo foram mais
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estaveis. Enfasefoi dadaaos antagonistas n°11 e 37 cujos hal os permaneceram estéveis por 45 dias,
indicando que podem ser aplicados em frutos aserem armazenados por longos periodosdetempo. As
diferencasnostamanhosdoshal os, proporcionados por umamesmaleveduraparadiferentesisolados
de Penicillium spp, empregando sobrenadante de cultura, indicam que os fungos testes possam
pertencer alinhagens diferentes. No entanto, quando empregou-se culturade células integras foi
observado que as diferencas entre 0s isolados testes poderiam estar rel acionadas com a patulina
produzidapel osisoladosde Penicilliumspp, umavez quejafoi comprovadasuadtividade antimicrobiana
(Engel & Teuber, 1984).

Considerando que aliada a atividade anti-Penicillium, o ideal seria se os antagonistas fossem
capazes de detoxificar metabdlitosfiingicos, assmfoi redlizado novo ensaio parasel ecionar leveduras
gue apresentassem atividade detoxificadorasobre apatulina. Os dadosna Tabela 1 indicam que dos
21 microrganismos antagdnicos, 6 diminuiram o contetido de patulinado meio.

Tabela 1: degradacdo dapatulinaevariagéo de pH por leveduras com atividade anti-Penicilliumspp
apos 15 diasdecultivo.

MICRORGANISMOS PATULINA pg/100ml pH INICIAL pH FINAL
1 294,2 4,42 3,95
2 290,0 4,42 3,90
4 91,4 4,42 4,38
9 292,0 4,42 3,97
27 147,1 4,42 4,30
37 290,0 4,42 3,62
Controle 588,4 4,42 4,42

O reduzido nimero deleveduras que apresentaram atividade detoxificadorasobre apatulinapode
ser inerente também a ativi dade antimi crobiana desta, pois apresenta-se altamente letal aleveduras
dos géneros Candida, Saccharomyces (Machinsky & Midio,1995). Aslevedurasn°l, 2, 9 e 37
apresentaram detoxificacdo igual a50%, excedendo apenas o antagonistan© 4 e 27 gpresentando uma
reducdo no contelido de patulinaem 85% e 75% respectivamente. Todas asleveduras empregadas no
estudo tenderam aacidificagdo do meio, sendo que o menor valor de pH (3,62) foi promovido pelo
isolado ne 37. Gourama (1997), estudando o efeito dos sobrenadantes de cultura de bactérias acidos
|&ti cas como agentes antimi coti cos e antimi cotoxi géni cos contra Penicillium expansum, concluiu que
aatividade do sobrenadante éinerente aumasubsténciade natureza proté ca, apdster verificado que
aadicao detrips naneste promoveu aperdadeambas atividades. Relatossimilaresforam gpresentados
por Gourama & Bullerman (1995) onde espécies de lactobacillus isoladas de silagem comercial
reduziram o crescimento e producéo de afl atoxinapor Aspergillusflavus subsp. Parasiticus. Apesar
do contetido de patulinaser reduzido no minimo pelametade, aindaé muito ato, poisaOrganizacdo
Mundia de Salide permite apenas 50ug/l em suco demaca. Rosset al. (1996) relataram que magas
inoculadas com Penicillium expansum toxigénicos e mantidas a 25°C apresentaram reducéo no
contetido de patulina, apds 1 mésdeincubacdo, sendo que amicotoxinaque seencontravanafaixade
2400 pg/l, no primeiro més, chegou aniveisndo detectavei sapos 90 dias. Paralelamente areducdo no
teor de patulinahouve um aumento crescente nacontagem deleveduras, indicando apossive participacéo
no decréscimo dapatulina. Em nosso estudo, umareducdo maior seriapossivel caso houvesse um
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maior tempo de incubacdo. O mesmo pode ser relatado em relagdo ao pH que poderia ter seus
va ores substancid mente € evados com o tempo, tornando apatulinainstavel, jaque suafaixadtimade
pH é&cida(Harrison, 1989).

Conclusao

Apesar de serem sl ecionados 6 isol ados com atividade detoxificadora, énfase deve ser dadaao
isolado 4 por apresentar maior nivel de detoxificagéo, e ao isolado 37 pela suaataatividade anti-
Penicillium, sugerindo aindao emprego como microrganismossinergistasem controledepdscolheita

demagss.
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Patulin detoxification by antagonistic yeasts to Penicillium spp

Abstract

With the objective to evaluate the detoxification activity on the patulin, 21 yeast isolates with antagonistic
activity to Penicillium spp n° 18 of apple were tested. For the research, the medium containing 588,4ug/
100ml of patulin, produced in glucose potato broth at 25°C and extracted with ethyl acetate, wasinocul ated
with yeasts and the concentration of remaining toxin was determined after 15 days by a thin layer
chromatography. Six yeast strains (isolatesn® 1, 2, 4, 9, 27 and 37) presented an activity on the patulin,
whose remaining value ranged from 91,4 to 294,2ug/100ml in rel ation to 588,4ug/100ml from the positive
control. The best resultswere obtained from theisolates n® 4 and 37 which achieved the patulin concentration
reduction levels of 85% and 75% respectively. The detoxification capacity, associated with antagonistic
activity in a same yeast, enlarges the applicability thus becoming promising microorganisms for future
employment.

Key words: detoxification, yeasts, Penicillium spp.
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