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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncia e Tecnologia dos Alimentos
Universidade Federal de Santa Maria

SUSCETIBILIDADE DE Aspergillus sp. AOS ACIDOS QRGANICOS CONFORME
PHE A INFLUENCIA DESTES SOBRE A PRODUCAO DE OCRATOXINA A

AUTORA: Maria de Jesus Alcano Gonzalez
ORIENTADORA: Prof. Dr®. Marina Venturini Copetti
Santa Maria, 22 de Agosto de 2014.

O desenvolvimento de fungos em alimentos e a subsequente possibilidade de contaminacéo
destes por micotoxinas constituem um problema de saude publica. Dentre as micotoxinas
mais importantes temos a ocratoxina A (OTA), com acdo nefrotdxica e propriedades
carcinogénicas. Diminuir a contaminacdo fangica e consequentemente prevenir a formacao
desta toxina é a medida mais eficiente para reduzir a exposicao dos seres humanos através da
dieta. O uso de acidos organicos como conservante em alimentos representa uma alternativa
frente a este problema. Assim, o objetivo deste trabalho foi investigar a influéncia dos &cidos
acetico, citrico e sorbico sobre o crescimento de espécies do género Aspergillus em meio de
cultura sob diferentes valores de pH, além de determinar a influéncia destes acidos organicos
na producdo de OTA. Para avaliar a suscetibilidade dos isolados aos acidos testados foi
utilizado um arranjo fatorial com nove cepas de Aspergillus, quatro niveis de pH (4,5; 5,0;
5,5; e 6,0) e trés tipos de acidos nas concentracfes: acido acético (0; 12,5; 25; 50; 100; 200;
400 e 800 mM), acido citrico (0; 50; 100; 200; 400 e 800mM) e &cido soérbico (0; 0,5; 1; 2; 4;
8; 16; 32 mM). Os experimentos foram conduzidos em triplicata, incubados por seis dias. As
concentracOes inibitérias (Cl) foram as menores concentracfes de &cido testadas onde nao
houve crescimento fungico. Para determinar a influéncia destes acidos na producdo de
micotoxinas, utilizou-se um arranjo fatorial com dois fungos ocratoxigénicos (A. carbonarius
e A. niger), dois valores de pH (4,5 e 5,0), sendo as concentracdes de acido as mesmas
utilizadas para o ensaio de suscetibilidade. O experimento foi conduzido em duplicata,
incubando-se por sete dias a 25 °C e determinando-se as Cl para cada isolado selecionado-se
para a analise de OTA os controles e duas concentracdes abaixo da Cl (ou seja, 0; 25 e 50%
da CI). A quantificacdo da OTA foi realizada através de cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detector de fluorescéncia. Houve diferenca quanto a sensibilidade das espécies
testadas para os acidos avaliados. A. carbonarius, A. parasiticus e A. flavus foram mais
sensiveis aos acidos acético e sorbico e os mais resistentes foram A. niger e A. tubingensis
guando comparados com os demais isolados. Por outro lado, o &cido citrico ndo exibiu poder
antifungico importante. Foi verificada uma relacdo direta entre os valores de pH e a
concentracdo inibitoria observou-se, de maneira geral, que a cada acréscimo de 0,5 no valor
de pH dobram as concentracbes de acido acético e soOrbico necessarias para inibir o
crescimento de um mesmo isolado. Também foi observado que dosagens sub-letais de acido
sorbico além de ndo impedirem o crescimento fangico podem estimular a producdo de OTA
em isolados de A. carbonarius e A. niger. Demonstra-se assim a importancia de se considerar
tanto o pH quanto as especies fungicas predominantes no produto ao se calcular a dosagens
destes &cidos a ser aplicada para garantir a estabilidade dos alimentos frente & deterioracéo
fangica e seguranca toxicologica.

Palavras-chave: Micotoxina, acido acético, &cido sorbico, acido citrico, CLAE.
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Fungal growth on food and subsequent contamination with mycotoxins is a public health
problem. Ochratoxin A (OTA) is a important mycotoxin, with nephrotoxic effects and
carcinogenic properties. Decreasing the fungal contamination and consequently preventing
toxin development is the most efficient action to reduce human exposure through the diet. The
use of organic acids as preservatives in foods is an excellent alternative. The aim of this study
was to investigate the influence of acetic, citric and sorbic acid on the growth of Aspergillus
species at different acidic pH values, and the influence of these organic acids on OTA
production. To evaluate the susceptibility of the isolates in the analyzed acids a factorial
arrangement was used with nine fungi, four pH levels (4.5, 5.0, 5.5, and 6.0) and three types
of acids in different concentrations: acetic acid (0, 12.5, 25, 50, 100, 200, 400 and 800mm),
citric acid (0, 50, 100, 200, 400 and 800mm) and sorbic acid (0, 0.5, 1, 2, 4, 8, 16 and 32mm).
The experiments were incubated for six days and conducted in triplicate. The inhibitory
concentrations (IC) were the lowest acid concentration tested where the fungi was not able to
grow. To determine the influence of these acids on mycotoxin production, a factorial
arrangement was used with two fungi (A. carbonarius and A. niger) and two pH (4.5 and 5.0).
The acid concentrations were the same as those used in the susceptibility experiments. The
experiment was carried out in duplicate by incubation for seven days at 25°C for the
determination of IC for each isolate. Controls and two concentrations below the IC (0, 25 and
50% IC) were selected for the analysis of OTA. OTA quantification was performed by high
performance liquid chromatography (HPLC) with fluorescence detection. Differences were
found on the sensitivity of the species tested between the analyzed acids. A. flavus, A.
parasiticus and A. carbonarius were more sensitive to acetic and sorbic acids whereas A.
niger and A. tubingensis were the most resistant. A direct correlation between pH and the
inhibitory concentration was observed. Generally, for every increase in pH by 0.5 the level of
acetic acid and sorbic acid required to inhibit the growth of the same isolate doubled. In the
other side, citric acid did not show an important antifungal power. It was also observed that
sub-lethal dosages of sorbic acid did not prevent fungal growth, and in addition can stimulate
the production of ochratoxin A on A. carbonarius and A. niger isolates. The result shows the
importance of considering both the pH and the predominant fungal species in the product,
when calculating the acid dosages for prevention of fungal food spoilage.

Keywords: Mycotoxin, acetic acid, sorbic acid, citric acid, HPLC.
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1. INTRODUCAO

Os fungos estdo presentes em toda a cadeia produtiva dos alimentos, e o
desenvolvimento destes micro-organismos pode acontecer tanto nas etapas de producédo e
processamento primario, quanto na estocagem (KUIPER-GOODMAN, 1994).

A contaminagédo por fungos nos alimentos resulta em perdas de qualidade, alterando a
cor, odor, sabor e aspecto (ANDERSEN; THRANE, 2006). Em geral as hifas se desenvolvem
profundamente na massa dos alimentos, embora em geral as col6nias somente sejam
observadas visualmente na superficie. Isto se deve ao maior aporte de oxigénio que permite a
formacao de esporos fungicos, sendo estes os responsaveis pela coloracao da col6nia, uma vez
que em geral as hifas sdo hialinas (FRISVAD; SAMSON, 1991).

Além das perdas de qualidade dos alimentos pela contaminacdo fungica um fator
importante que deve ser levado em consideracdo é a possibilidade destes fungos, formarem
micotoxinas (VAN EGMOND; SPEIJERS, 1999).

O consumo de alimentos contaminados com micotoxinas exibe uma grande relevancia
sobre a satde publica mundial (HUSSEIN; BRASEL, 2001; MARAGOS, 2009). Provocando
a rejeicdo das commodities contaminadas, o que afeta a economia de paises exportadores.
Existe um grande nimero de micotoxinas conhecidas, sendo as mais relevantes as aflatoxinas,
ocratoxinas, tricotecenos (desoxinivalenol, nivalenol e HT2-toxina), zearalenona e
fumonisinas (CHARMELEY et al., 1994). Dentre estas, a ocratoxina A representa um perigo
para a saude da populacdo ja que pode ser encontrada em inGmeras matérias-primas
destacando-se a presenca desta em produtos alimenticios como: cereais, café, cacau, frutas
secas e vinho (JEFCA, 2001).

Na atualidade sdo procuradas estratégias de producao e conservacdo de alimentos que
permitam evitar, prevenir ou reduzir a contaminacdo flngica e, consequentemente a
contamina¢do com micotoxinas. Uma das estratégias de conservacdo mais destacadas € a
aplicacdo de conservantes, estes sdo usados para prevenir ou retardar a deterioracdo quimica
ou bioldgica dos alimentos, aumentando substancialmente a sua vida util. Eles retardam ou
interrompem as perdas nutricionais devido a alteragfes microbiologicas, enzimaticas ou
quimicas dos alimentos. Estes também podem reduzir os riscos relacionados ao consumo, de
alimentos contaminados com toxinas microbianas ou micro-organismos patogénicos e perdas

econdmicas devido a deterioracdo (DAVIDSON, 1997). No entanto, na pratica, a maioria das
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estratégias de conservacdo dos alimentos estdo focadas no controle da deterioracéo
ocasionada por bactérias, deixando aos fungos praticamente sem competidores e em
condicdes facilmente superaveis por estes.

Por outro lado, a demanda dos consumidores por produtos naturais tem aumentado
significativamente, o que implica na diminuicdo ou eliminacdo do uso de conservantes
sintetizados quimicamente pela industria de alimentos (BRUL; COOTE, 1999). Desta
maneira os acidos organicos, também conhecidos como acidos fracos, constituem na maioria
dos casos uma importante alternativa para o controle da deterioracdo fungica e bacteriana,
dado que a maioria destes acidos sdo obtidos a partir de plantas e do metabolismo microbiano
(CURRIE, 1917; LUCK, 1976).

Em funcdo do status de muitos dos acidos organicos de GRAS (Generally Recognized
as Safe = Geralmente Reconhecido como Seguro) pela “American Food and Drug
Administration” (FDA), o uso deles como aditivos para o controle da contaminagdo
microbiana em alimentos e matérias primas para humanos e animais tem se destacado
(RICKE et al., 2003). Porém, é de conhecimento que a eficiéncia antimicrobiana dos acidos
organicos é dependente de uma grande série de fatores como constante de dissociacdo do
acido; atividade de &gua, temperatura de estocagem dos alimentos, etc (CHAVEERACH et
al., 2002), o coeficiente de particdo do &cido (cLogPoct) (STRAFORD et al., 2009). O pH é 0
fator mais importante que deve ser levado em consideracdo dado que dependendo do pH o
acidos organicos serdo efetivos no controle da deterioracdo dos alimentos ou ndo (LUND et
al., 1987).

Porém é de conhecimento que para determinar a efetividade de um determinado
conservante deverdo ser feitos testes de suscetibilidade dos diversos micro-organismos
contaminantes de alimentos a fim de determinar as concentragdes necessarias para controlar o
crescimento destes. Apesar do amplo uso dos acidos organicos como conservantes ndao foram
encontradas metodologias padronizadas para a determinacdo das concentracdes inibitorias de
acidos organicos necessaria para o controle da deterioragdo flangica ou bacteriana,
diferentemente da area de micologia médica onde os testes sdo amplamente regulamentados
por diversos protocolos.

Outro aspecto que tem sido estudado com pouco rigor é a influéncia dos acidos
organicos na producdo de toxinas, havendo indicios que o acido sérbico utilizado em
dosagens sub-letais poderia estimular ao metabolismo fungico, elevando a producdo de
toxinas por algumas espécies. Sendo extremamente necessario continuar as pesquisas nesta

area com o propasito de garantir a seguranca alimentar.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Deterioracéo dos alimentos ocasionada por fungos filamentosos

Um grande nimero de pesquisas tém comprovado a participacdo constante e marcante
de fungos ao longo da cadeia produtiva de alimentos, que por serem mais versateis que as
bactérias na superacao de condic¢des de estresse como aquelas induzidas por baixa umidade e
pH, conseguem deteriorar uma ampla variedade de produtos tanto nas etapas de producéo e
processamento primario, quanto na estocagem (KUIPER-GOODMAN, 1994). Dentre 0s
principais géneros de fungos que causam deterioracdo em alimentos temos Aspergillus,
Penicillium e Fusarium (PITT; HOCKING, 2009).

A deterioracdo por fungos filamentosos pode ocasionar a alteracdo na textura e/ou
sabor dos alimentos devido a secrecdo de uma ampla variedade de enzimas e outros produtos
oriundos de seu metabolismo, e em alguns casos a formacdo de micotoxinas (VAN
EGMOND; SPEIJERS, 1999).

Embora tenha havido grande progresso no estudo de aspectos de deterioragdo dos
alimentos causada por bactérias, o papel de fungos e leveduras ndo foi estudado com igual
rigor. Até algumas décadas atrds os fungos presentes em alimentos eram tratados
simplesmente como “bolores” e o reconhecimento de um determinado género ou espécie era
geralmente considerado desnecessario (WILLIAMS et al., 2006).

Entretanto, o que modificou substancialmente a atitude do homem frente a
contaminacdo fungica dos alimentos foi a descoberta de que muitos dos fungos contaminantes
de alimentos eram capazes de produzir substancias toxicas, as micotoxinas (VAAMONDE et
al., 2003). Essa modificacdo da atitude do homem frente aos riscos que representa a ingestao
de alimentos contaminados por fungos se tornou ainda mais acentuada desde a descoberta da
aflatoxina, em 1960 (PITT, 1996).

De acordo com uma defini¢do de Pitt; Hocking (2009), as micotoxinas sao metabolitos
fangicos cuja ingestdo, inalacdo ou absorcdo cutanea reduz o desempenho, ocasiona doenca
ou causa a morte de animais, aves e seres humanos. A gravidade dos seus efeitos depende,
entre outros fatores, da sua toxicidade, do grau e do tempo de exposicao, da idade e do estado

nutricional do individuo.
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As micotoxinas ocorrem nos alimentos e ragdes, e sdo produzidas sob condicgdes
especificas, no campo, no periodo pds-colheita, durante armazenamento, processamento e
distribuicdo. Segundo a Organizacdo das Nacgdes Unidas para a Alimentacdo e Agricultura
(FAO), estima-se que 25% das culturas possam estar contaminadas com micotoxinas, gerando
perdas na produgdo agréria, custos veterinarios e de salde, sendo praticamente impossivel
quantificar com exatid&o as perdas econdémicas ocasionadas pelas mesmas (ALMEIDA et al.,
2007; KRSKA, 2009).

O consumo de alimentos contaminados com micotoxinas tem sido correlacionado com
varias patologias humanas, tendo os rins, o figado e o sistema imunoldgico como os principais
alvos dessas doencas, apresentando uma grande relevancia sobre a saude publica mundial
(HUSSEIN; BRASEL, 2001; MARAGOS, 2009).

E de entendimento que as micotoxinas ndo sdo um problema restrito apenas a paises
em desenvolvimento, devido ao comércio mundial com circulacdo de produtos alimenticios
entre os continentes. Porém atinge majoritariamente os paises produtores, afetando o
agronegocio, restringindo as exportacdes e comprometendo dramaticamente a producdo
agricola (CHARMELEY et al., 1994).

J& sdo conhecidas na atualidade mais de quatrocentas micotoxinas, produzidas por
aproximadamente uma centena de fungos. Porém sdo cinco as micotoxinas consideradas
econdmica e toxicologicamente importantes: aflatoxinas produzidas principalmente por
Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus e Aspergillus nomius; ocratoxinas produzidas por
Aspergillus carbonarius, Aspergillus ochraceus e espécies analogas, tricotecenos
(desoxinivalenol, nivalenol e HT2-toxina), zearalenona e fumonisinas estas Ultimas
produzidas por diversas espécies de Fusarium (CHARMELEY et al., 1994).

A ocratoxina A é um composto cristalino incolor; cuja denominacdo segundo a
IUPAC (Unido Internacional da Quimica Pura e Aplicada) € (R)-N-((5-cloro-3,4-dihidro-8-
hidroxi-3-metil-1-oxo-1H-2-benzopirano-7-il)carbonil)-L-fenilalanina (HARRIS; MANTLE,
2001; BENNETT, 2003). O que confere a toxicidade deste composto quimico é a molécula de
cloro que possui na sua estrutura (BULLERMAN, 2003; BAYMAN; BAKER, 2006). E esta
molécula € incorporada nos ultimos passos da biossintese por uma cloroperoxidase embora
exista muita informacao sobre as varias propriedades toxicas de ocratoxina A, ao contrario de
outras micotoxinas importantes, ndo se sabe muito sobre a sua via biossintética (HARRIS;
MANTLE, 2001).
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Ci

Figura 1-Estrutura da Ocratoxina A.
Fonte: Bennett, (2003).

2.2 Ocorréncia e deteccdo da ocratoxina A em alimentos

Para a deteccdo da ocratoxina A, a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
acoplada a detectores de fluorescéncia é a técnica mais utilizada devido a fluorescéncia
natural desta toxina (VARGAS et al., 2005).

A ocratoxina A tem sido detectada em inUmeras matérias-primas vegetais, tanto no
Brasil quanto no exterior, havendo restricdes crescentes com relacdo a sua presenca em
alimentos (ALMEIDA et al., 2007).

Dentre essas matérias primas, tem-se o trigo, cevada, aveia, centeio (MAGNOLI et al.,
2007), especiarias (PATEL et al., 1996), produtos de milho (SEKIYAMA et al., 2005), vinho
e suco de uva (ZIMMERLI; DICK 1996), cacau (COPETTI et al., 2010) e café (PRADO et
al., 2000; PATERSON et al., 2014).

As principais fontes de exposi¢cdo humana & ocratoxina A através da dieta vém do
consumo de cereais (58%), vinho (21%), suco de uva (7%), café (5%) e carne de suinos (3%)
(JEFCA, 2001).
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2.3 Fungos produtores de ocratoxina A

A ocratoxina A foi descrita pela primeira vez por Merwe (1965), como um metabolito
de Aspergillus ochraceus e posteriormente, foi detectada como metabdlito de diferentes
espécies do género Aspergillus. Ha mais de 20 espécies do género Aspergillus produtoras de
ocratoxina; no entanto, poucas delas sdo conhecidas como fonte de contaminacdo de
ocratoxina A em alimentos (SAMSON et al., 2004).

Em regibes tropicais, espécies de Aspergillus sdo as principais responsaveis pela
contaminacgédo dos alimentos pela ocratoxina A, e em regifes de clima temperado, predomina
a producdo por Penicillium verrucosum (PITT; HOCKING, 2009). Dentre as espécies de
Aspergillus produtoras de ocratoxina A temos na section Nigri Aspergillus niger, Aspergillus
carbonarius, Aspergillus lacticoffeatus e Aspergillus sclerotioniger (SAMSON et al., 2004);
na section Circumdati temos Aspergillus flocculosus, Aspergillus neopetromyces, Aspergillus
muricatus, Aspergillus roseoglobulosus, Aspergillus sclerotiorum, Aspergillus westerdijkiae,
Aspergillus sulphureus, Aspergillus steynii, Aspergillus cretensis, Aspergillus elegans,
Aspergillus pseudoelegans, Aspergillus melleus, Aspergillus ostianus, Aspergillus persii e
Aspergillus petrakii e na section Flavi, Aspergillus alliaceus (FRISVAD et al., 2004; PITT;
HOCKING, 2009).

O género Aspergillus possui ampla importancia na microbiologia alimentar, como
produtor de metabdlitos Uteis onde é utilizado na producdo de enzimas (amilases, lipases e
maltases), &cidos organicos (&cido citrico e acido glucdnico) e alcool (etanol).

Muitos dos isolados de A. niger foram classificados com status de GRAS pela “Food
and Drug Administration” do Governo dos Estados Unidos da América, no entanto a
descoberta de Abarca et al. (1994) que isolados de A. niger podiam produzir ocratoxina gerou
uma grande preocupagdo na inddstria biotecnoldgica. Porém esta controversia ficou
esclarecida quando foram analisadas as cepas utilizadas industrialmente e todas foram
incapazes de produzir a referida toxina (Schuster et al., 2002).

As porcentagens de cepas de A. niger ocratoxigénicas diferem entre os relatos de
autores. Varga et al. (2000) reportaram que cerca de 6% de cepas de A. niger isoladas de café
verde eram produtoras de ocratoxina A. Ja em estudos posteriores mais amplos Perrone et al.
(2007) demonstraram que 10 a 15% dos isolados de A. niger possuiam esta capacidade. Por
outro lado A. carbonarius, outra espécie da section Nigri, mostra um maior potencial

ocratoxigénico quando comparado com A. niger, tanto na porcentagem de espécies produtoras
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(95 a 100%) quanto nos valores de ocratoxina A produzidos (SAMSON et al., 2007
PERRONE et al., 2007).

2.4 Toxicidade da ocratoxina A e riscos para a saude

A ocratoxina A € considerada nefrotoxica com propriedades carcinogénicas,
imunosupresoras e teratogénicas; € suspeita de provocar o desenvolvimento de tumores no
trato urinario e danos ao rim, sendo classificada pelo IARC (1993) como um possivel
carcinégeno para humanos (classe 2B); no entanto a genotoxicidade da ocratoxina A
permanece ainda em controvérsia (EFSA, 2006).

Os principais efeitos toxicos da ocratoxina A parecem estar relacionados a capacidade
de inibir a sintese proteica, competindo com a fenilanalina na reacdo catalisada pela
fenilalanil tRNA sintetase e outros sistemas que exigem esse aminoacido. Além disso tem
sido relatado o aumento da peroxidacdo lipidica, levando a um maior dano celular e
mitocondrial (DIRHEIMER, 1996).

Dentre as propriedades mais importantes da ocratoxina A encontra-se a sua elevada
afinidade pelas proteinas do plasma. Esta unido é fundamental para a persisténcia da toxina no
sangue e, por conseguinte, pela toxicidade. A percentagem de toxina ligada as proteinas é
muito elevada na maioria dos casos, 0 que significa que, em quase todas as espécies
estudadas, incluindo o homem, a fracéo livre € inferior a 0,2% (DELACRUZ; BACH, 1990;
GALTIER, 1991).

Uma correlagdo entre a carcinogenicidade e exposi¢cdo a ocratoxina A ndo foi
estabelecida em humanos. No entanto, a correlacdo tem sido descrita entre alta exposicdo a
ocratoxina A e a etiologia de NEB (Nefropatia Endémica dos Bélcés). Esta enfermidade foi
descrita pela primeira vez no final de 1950; sendo classificada como uma doenca endémica
que ocorre geralmente em regides rurais de Croacia, Bosnia, Herzegovina, Sérvia, Roménia e
Bulgaria, a doenca consiste em uma insuficiéncia renal crénica bilateral e frequentemente

associada com uroteliomas e carcinoma renal (BOZIC et al., 1995).

2.5 Aspectos regulatorios e legislacdo para micotoxinas

Em virtude dos riscos associados a salde associados a ingestdo de micotoxinas,

instituicbes e organizagdes nacionais e internacionais, como a Comissdo Europeia,
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Organizagdo Mundial de Salude e a FAO, tém estabelecido limites regulatérios em produtos
alimenticios para as principais classes de micotoxinas (BERG, 2003; KRSKA, 2009).
Recentemente foi promulgada no Brasil a RDC n° 7 de 18 de fevereiro de 2011, que
estabeleceu o limite maximo tolerado (LMT) para 11 micotoxinas em diferentes tipos de
alimentos, prevendo a reducdo nos LMT de algumas micotoxinas até 2016 e inclusdo de um
nimero maior de alimentos. Nesta regulacdo acima mencionada o LMT estabelecido para
ocratoxina A foi de 20 pg/kg em cereais (BRASIL, 2011). Nos anos anteriores a esta
regulacdo, ndo existia no Brasil limite estabelecido para ocratoxina A, deixando a populacao

desprotegida quanto a ingestdo desta toxina.

2.6 Controle da deterioracéo dos alimentos com acidos organicos

Ressalta-se que a reducdo da contaminacdo fungica e, consequentemente, prevencao
da formacdo da ocratoxina A nas etapas de producdo é a medida mais eficiente para
minimizar a exposi¢cdo dos seres humanos através da dieta desta toxina isso devido a
inexisténcia de métodos capazes de elimina-la adequadamente depois que esta se encontra
contaminando os alimentos (KUIPER-GOODMAN, 1994).

Dentre as estratégias para evitar a contaminacdo fungica e a0 mesmo tempo prevenir a
producdo de micotoxinas, destaca-se 0 uso de conservantes sintetizados quimicamente. Por
outro lado, existe uma demanda crescente dos consumidores por alimentos isentos deste tipo
de conservantes (BEGIN; VAN CALSTEREN, 1999), restando poucas alternativas para
controlar este problema. Os 4&cidos organicos representam uma alternativa ante esta
necessidade, dado que estes na sua maioria sdo obtidos a partir de plantas e micro-
organismos. Estes sdo agentes conservantes comumente empregados em alimentos, em fungéo
de sua classificacdo de GRAS, o0 uso deles como aditivos empregados para o controle da
contaminacdo microbiana em alimentos e matérias primas para humanos e animais tem se
destacado (RICKE et al., 2003).

Na categoria de GRAS encontram-se varios acidos destacando os acidos acético e
citrico, estes podem ser adicionados em doses denominadas “quantum satis”. Os acidos
incluidos nesta categoria foram avaliados toxicologicamente pelo Joint FAO/WHO Expert
Committee on Food Additives (JECFA), que estabeleceram uma Ingestdo Diaria Aceitavel

(IDA) "néo especificada", o que significa que o seu uso esta limitado a quantidade necessaria
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para atender as Boas Praticas de Fabricacdo (BPF), ou seja, quantidade suficiente para obter o
efeito tecnoldgico necessario (BRASIL, 2002).

2.6.1 Acido Acético

O 4cido acético € um dos compostos quimicos mais conhecidos pela humanidade
(GONZALEZ et al., 2005), sendo amplamente utilizado como aditivo (conservante ou
acidulante) (SMULDERS; GREER, 1998). Este acido também pode aumentar a eficiéncia de
outros aditivos além de potencializar o sabor das substancias presentes naturalmente nos

alimentos, particularmente no péo, picles, molhos para salada e maionese.

2.6.2 Acido Citrico

O é&cido citrico € um acido produzido comercialmente pela primeira vez na Inglaterra a
partir de limdes. O suco de limdo permaneceu como a principal fonte comercial de producédo
de acido citrico, até 1919, mas quando Currie (1917) descobriu que A. niger tinha a
capacidade de produzir &cido citrico abundantemente quando cultivado em meio nutritivo
com uma elevada concentracdo de aclcares e sais minerais isto estabeleceu a base para a
producdo industrial do acido citrico utilizando A. niger.

O éacido citrico é utilizado como acidulante em sucos, geleias e compotas, também é
um realcador de sabor azedo de certos alimentos feitos a partir de frutas como goiaba, manga,

amoras, cerejas, péssegos doces, ameixas doces, etc. (STOPS et al., 2006).

2.6.3 Acido Sorbico

O é&cido soérbico foi isolado pela primeira vez das bagas verdes da planta ‘Sorbus
aucuparia’ por A. W. Hoffmann em 1859. (LUCK, 1976). Mas foi em 1870 que a estrutura
quimica do &cido tornou-se conhecida. Este acido possui uma IDA determinada; ja que € uma
sustancia que mesmo possuindo baixa toxicidade pode causar efeitos toxicos ao organismo
quando for utilizado em altas concentragdes (FERRANDA et al., 2000).

No Brasil, a adi¢do direta ou indireta de sorbatos, como conservantes de alimentos esta
autorizada por varias legislagdes, sendo o limite maximo estabelecido de &cido sorbico e/ou
seus sais de 6.000 mg/kg para a proteina texturizada de soja (em base seca), enquanto o limite
minimo (100mg/L) é estabelecido para refrigerantes e refrescos, incluindo os preparados a
partir de xaropes (BRASIL, 1988; 1998; 1999a; 1999b; 1999c; 2001a; 2001b; 2005a; 2005b;
2005c; 2007a; 2007b; 2008; 2009; 2011; 2013a; 2013b). A organiza¢do Mundial da Saude -
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OMS, estipula a IDA de &cido sérbico em 25 mg/Kg de peso corpéreo (WHO, 1997). Na
Tabela 1 sdo apresentados os limites maximos estabelecidos por diferentes drgdos reguladores

para o uso em alimentos.
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Tabela 1- Limites maximos (mg/Kg ou mg/L) do acido sérbico e seus sais de sddio, potassio e célcio, permitidos em alimentos.

BRASIL? UNIAO EUA® CODEX

ALIMENTOS EUROPEIA™ ALIMENTARIUS®
Amargos e aperitivos 500 - 500 500
Bombons, chocolates e similares 1000 - 1500 1500
Cobertura e xaropes para gelados comestiveis e sohremesas 1000 1000 1000 1000
Coco ralada 1000 - 1000 1000
Creme vegetal e margarinas 2000 2000 1000 1000
Doces em pastas 1000 1000 1000 1000
Frutas cristalizadas, glaceadas e secas 1000 1000 1000 1000
Geleias de frutas 1000 1000 100 1000
Leite de coco 1500 - 1000 1000
Maionese 1000 1000 1000 1000
Massas semi-prontas, recheadas ou ndo, para o preparo de produtos forneaveis, doces ou salgadas 2000 ** - - -
Molhos 1000 2000 1000 1000
Néctares de frutas 1000 3000 1000 1000
Picles e azeitonas 1000 - 1000 1000
Pizzas, pastéis, empadas, polentas pré-embaladas e com umidade superior a 15% 2000 ** - - -
Preparados liquidos para refrescos e refrigerantes 100 *** - 1000 1000
Produtos de frutas 1500 1000 1000 1000
Produtos de confeitaria e panifica¢do 1000 2000 1000 1000
Produtos cérneos (somente nos revestimentos de embutidos maturados e cozidos, salames e 200 quantum satis - -

mortadelas)
Proteina texturizada de soja (exclusivamente) no produto que devera ser pré-hidratado para fins 6000 **** - - -
industriais (exceto a utilizada em produtos carneos)

Queijos 1000 1000 1000 1000
Queijo ralado 2000 1000 3000 3000
Refrescos e refrigerantes 100 - 500 500
Sangria 400 - 500 500
Sidras 500 - 500 500
Sucos de frutas 1000 500 1000 1000
Vinhos 200 200 200 200
Xaropes para refrescos 100 *** - 1000 1000

®Resolucdo CNS/MS ne 4, de 24 de novembro de 1988; Resolugdo da Diretoria Colegiada - RDC n° 8, de 6 de marco de 2013; Resolucéo da Diretoria Colegiada - RDC n° 5,
de 4 de fevereiro de 2013; Resolucdo da Diretoria Colegiada — RDC n° 23 de 15 fevereiro de 2005 "Regulamento (EU) n° 1129 da Comisséo de 11 de novembro de 2011;
“Food and Agriculture Organization of the United Nations (FDA, 2013); “Norma General del Codex para los Aditivos Alimentarios (GSFA, Codex Stan 192-1995). *Autoriza
apenas o uso de &cido sérbico, sorbato de potassio e sorbato de célcio. ** Sobre o peso do produto final. *** No produto a ser consumido. **** Na base seca.
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Tfouni; Toledo (2002) utilizando CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia)
realizaram um estudo visando avaliar a presenca de &cido sérbico em alguns alimentos
consumidos comum no Brasil. Os autores compararam o0s valores recomendados pelas
legislacBes vigentes na data do estudo e obtiveram os seguintes resultados: para margarina,
suco de frutas, queijo “petit suisse” a legislacdo recomenda o uso maximo de 1.000 mg/kg, no
entanto os pesquisadores encontraram concentragdes que variavam de ndo detectaveis (nd) a
803 mg/kg, nd a 450 mg/kg, 155 a 367 mg/kg respectivamente. No caso do iogurte, a
legislacdo recomenda 600 mg/kg e foram encontrados niveis de 126 a 213 mg/kg. Os
pesquisadores concluiram que a utilizacdo de sorbatos é significativamente menor que o nivel
maximo permitido pela legislacéo.

Em outro estudo, Machado et al. (2007) também com utilizacdo de CLAE,
determinaram o uso de acido sorbico em vinhos e cidras fermentadas. Os niveis encontrados
variaram de 91,0 a 309,5 mg/L. O valor médio encontrado foi de 171,2 mg/L, sendo que em
seis amostras (17% ) de vinho tinto, os niveis de &cido sérbico estavam acima do permitido
pela legislacdo brasileira de 200 mg/L.

Outros pesquisadores que abordaram o tema referente ao contetdo de acido sorbico
em alimentos consumidos no Brasil foram Trombete et al. (2012), onde os teores encontrados
de &cido sorbico variaram de nd até 1.285 mg/kg, sendo que dez amostras (33,3%), estavam
acima do limite m&ximo permitido pela legislacéo brasileira de 1.000 mg/Kg.

2.7 Mecanismo de ac¢do dos acidos organicos

Os éacidos organicos, também denominados acidos fracos, ndo se dissociam
completamente em agua (THERON; LUES, 2007). E de conhecimento que a principal
atividade antimicrobiana do &cido seja atribuida as moléculas ndo dissociadas, que em geral,
sdo altamente lipofilicas, favorecendo sua entrada nas células dos micro-organismos. A
guantidade de moléculas de acido ndo dissociado é altamente influenciada pela constante de
dissociacdo do acido e o pH do meio, sendo que a maior porcentagem de moléculas néo
dissociadas acontecera em valores de pH perto ao valor de pK, do &cido (LUND et al., 1987).
Desta forma, que o pH é o fator mais importante que devera ser considerado para
determinacdo da efetividade dos acidos orgénicos no controle da deterioracdo microbiana dos
alimentos.

Além do pH, a eficiéncia antimicrobiana dos &cidos organicos é também dependente
de uma série de fatores como atividade de agua (CHAVEERACH et al., 2002; HUANG et al.,
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2010), temperatura de estocagem dos alimentos (uma temperatura de 25° C pode estar
correlacionada o aumento na fluidez das membranas celulares, permitindo a difusdo mais
rapida dos conservantes para o citoplasma das células microbianas (CHIKTHIMMAH,
LABORDE; BEELMAN, 2003)) e lipofilicidade (acidos organicos mais lipofilicos terdo
maior poder antimicrobiano dado que a habilidade de um composto cruzar a bicamada lipidica
da célula depende em grande parte de sua solubilidade em lipidios (STRAFORD et al., 2009).

Ha diferentes teorias buscando explicar a inibicdo do crescimento dos micro-
organismos por acao dos acidos organicos. Dentro dessas teorias destacam-se as seguintes:
ruptura da membrana plasmética (FREESE et al., 1973; STRATFORD; ANSLOW, 1998),
inibicdo das reacGes metabdlicas essenciais (KREBS et al., 1983), alteracdo da homeostase do
pH intracelular (SALMOND et al., 1984.; BRACEY et al., 1998) e acimulo de anions toxicos
(EKLUND, 1985). No entanto, o0 mecanismo de a¢do mais difundido e aceito é a denominada
“teoria classica de inibigdo dos acidos organicos” proposto por Cramer et al. (1977) e Krebs et
al. (1983) que relataram como mecanismo de ac¢ao a inibigdo de rea¢des metabdlicas devido a
diminuicdo do pH interno (pH;) da célula.

A “teoria classica de inibigdo dos acidos organicos” fundamenta-se no principio de
que as moléculas de éacido ndo dissociado sdo lipofilicas e passam facilmente através da
membrana plasmatica por difusdo; no citoplasma, com o pH préximo a 7,00 as moléculas de
acido sdo dissociadas em anions carregados e prétons. Por estarem desprotonadas depois que
estdo dentro da célula, ndo podem atravessar a bicamada lipidica e se acumulam no
citoplasma, diminuindo assim o pHi, (SALMOND et al., 1984) acidificando-o e inibindo o
metabolismo, em particular, as enzimas da glicolise. Assim a acdo antimicrobiana é
provavelmente devido a acumulagdo de ions e prétons no interior da célula (BRUL; COOTE,
1999) o que é refletido numa inibicdo do metabolismo, particularmente das enzimas
glicoliticas (STRATFORD; ANSLOW, 1998). Também tem sido dito que alguns &cidos
como o &cido sérbico utiliza outros mecanismos de inibi¢do simultaneamente a introducéo de
prétons no citoplasma celular, por exemplo, atuando diretamente na membrana celular ou
atuando como um inibidor especifico do metabolismo (STRATFORD; ANSLOW, 1998).

Também tem sido proposto que todos os acidos organicos inibem os micro-
organismos de uma forma similar, embora existam pesquisas que apontem o contrario. Em
um estudo realizado por Stratford; Anslow (1996), os autores relataram uma inesperada
similaridade entre a agdo do &cido sérbico e a acdo de um desacoplador (2,4-dinitrofenol).
Esta evidéncia sugeriu que a inibi¢cdo de Saccharomyces cerevisiae por acido sorbico nao e

consistente com a teoria tradicional.
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Em uma pesquisa conduzida no Brasil, Copetti et al. (2012), observaram menor
acumulacdo de ocratoxina A em améndoas de cacau com pH mais baixo. Partindo-se desta
observacdo, foram realizados experimentos laboratoriais para verificar os efeitos dos
principais acidos organicos presentes na etapa fermentativa sobre o crescimento fdngico e
producdo de ocratoxina A. Foi estudado o efeito de substituicdo total da sacarose do meio por
uma concentracdo constante de éacidos organicos: lactico, citrico e acético em diferentes
condicdes de pH (4,20; 4,80; 5,50; 5,80; 7.80) para verificar-se a capacidade do fungo de
utilizar os acidos organicos como Unica fonte de carbono e também a substituicdo parcial, de
maneira a se verificar apenas o efeito toxico de cada &cido. Observou-se o efeito inibitdrio no
crescimento fangico causado pelo &cido acético em todos os pH testados, tanto em presenca
guanto na auséncia da sacarose. Porém, no caso do &cido citrico e do acido lactico houve
maior inibicdo do crescimento fungico em valores de pH altos, apenas na auséncia de
sacarose, 0 que vai contra a teoria tradicional de a¢do do &cidos organicos.

Assim, Copetti et al. (2012) sugeriram que a diferenca da inibicdo do crescimento
fangico por parte dos acidos citrico e latico deve-se mais a uma restricdo de energia, do que
propriamente pela toxicidade exercida pelo acido. No caso do &cido acético, 0 comportamento
de menor crescimento em menor pH foi condizente com a teoria classica de inibicdo dos
acidos organicos, muito embora os autores acreditem que o acUmulo de anions tdxicos
proposto por Eklund (1985) tenha um papel relevante para a toxicidade e/ou toleréncia ao
acido pela metabolizacdo do anion pelos fungos (por exemplo citrato e lactato que entrariam
na rota energética).

Os pesquisadores observaram certa redu¢do na producdo de ocratoxina A, porém nao
se pode precisar se isto se deveu a acdo do &cido ou ao menor aporte de sacarose no meio.
Além disso, os autores ndo procuraram determinar em que concentracdes destes acidos
haveria inibicdo do crescimento dos fungos e se a inibicdo da sintese de OTA ocorreria nas

condigdes testadas.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Determinar a influéncia dos acidos acético, citrico e sorbico sobre o crescimento de
fungos do género Aspergillus e a producdo de ocratoxina A em diferentes valores de pH,
visando-se fornecer dados para uma melhor conservacéo de produtos alimenticios por acidos

organicos.

3.2 Objetivos especificos

- Verificar a suscetibilidade de Aspergillus spp. ao acido acético, citrico e sérbico em
diferentes valores de pH;

- Determinar a influéncia de doses sub-inibitorias dos acidos acético, citrico e sorbico,

na producdo de ocratoxina A em isolados de Aspergillus carbonarius e Aspergillus niger.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Locacao dos experimentos

Os experimentos referentes ao crescimento fungico na presenca dos acidos organicos
foram realizados no Laboratério de Micologia de Alimentos, Prédio 43, sala 4311 e as
analises de para determinacdo de ocratoxina A foram realizados no Laboratorio de Analises
Micotoxicoldgicas — LAMIC, Prédio 44, 3° andar, ambos alocados no Centro de Ciéncias
Rurais da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM) — RS.

4.2 Materiais

4.2.1 Isolados

Para o estudo foram utilizados isolados dos fungos filamentosos Aspergillus
carbonarius, Aspergillus luchuensis, Aspergillus niger, Aspergillus tubingensis, Aspergillus
flavus e Aspergillus parasiticus (Tabela 2); disponibilizados pelo Instituto de Tecnologia de
Alimentos (ITAL), localizado em Campinas - SP na Avenida Brasil, N° 2880 - Jardim
Chapadédo. Os fungos foram previamente identificados de acordo com a metodologia descrita
por Pitt e Hocking (2009) e sua identidade foi confirmada através da analise de perfil de
metabdlitos secundarios utilizando a metodologia descrita por Smedsgaard (1997). O isolado
ATCC 2384 foi cedido pelo Laboratério de Pesquisas Micoldgicas (LAPEMI), da UFSM.

Tabela 2-1solados do género Aspergillus utilizados nos experimentos, conforme identificacéo,
origem e capacidade de produzir ocratoxina A.

Cepa Identificacdo  Section Localizacao Substrato  Producéo de
ocratoxina
ITAL 792cc A.carbonarius Nigri Brasil Cacau Positivo
ITAL 1375cc  A.carbonarius Nigri Brasil Cacau Positivo
ITAL 325F A. luchuensis Nigri Espanha Frutas secas  Negativo
ITAL 331F A. niger Nigri Brasil Cacau Positivo
ITAL 1240cc  A. niger Nigri Brasil Cacau Positivo
ITAL 500F A. niger Nigri México Frutas secas  Negativo
ITAL 277F A. tubingensis Nigri Espanha Frutas secas  Negativo
ATCC 2384 A. flavus Flavi - - Negativo
ITAL 79cc A. parasiticus Flavi Brasil Cacau Negativo
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4.2.2 Acidos organicos

Os acidos organicos testados foram acido acético (Impex 99,7%), acido citrico (Impex
99,5%) e acido sorbico (Vetec 99%).

4.3 Multiplicacgéo dos fungos

Os fungos foram propagados e conservados em tubos com aproximadamente 10 mL
do meio de cultura Agar Czapek Extrato de Levedura Autolizada (CYA); contendo por litro
de &gua destilada: 1 g K;HPO,, 5 g de extrato de levedura, 20 g de Agar, 30 g de sacarose, 3 ¢
de NaNOs, 0,5 g de KCI, 0,5 g MgS0O,4.7H,0, 0,01 g FeSO,4.7H,0, 0,005 g CuSO,4.5H,0, 0,01
g ZnS0,4.7H,0 autoclavados a 121°C durante 15 minutos, incubados a uma temperatura de
25°C +/-1°C durante seis dias.

4.4 Preparacao do indculo

A suspensdo de conidios foi preparada adicionando-se 10mL de uma solugédo estéril
de Tween 80 a uma concentracdo de 0,01% em cada um dos tubos previamente inoculados,
em seguida foi realizada a raspagem da superficie com uma alca estéril, passando pelo vortex
e filtrando com gaze estéril para remover as hifas e conidiéforos. Os conidios foram contados
utilizando uma camara de Neubauer, ajustando a concentracdo do inéculo em 10°
conidios/mL quando necessario (STRATFORD et al., 2009).

4.5 Concentracdes de acido testadas

Para a escolha das doses testadas, foram consideradas as recomendagdes das
regulacOes brasileiras e internacionais, tais como: BRASIL, 1988; 1998; 1999a; 1999b;
1999c¢; 2001a; 2001b; 2005a; 2005b; 2005c; 2007a; 2007b; 2008; 2009; 2011; 2013a; 2013b e
0 Codex alimentarius (CODEX STAN, 1995). Visando-se verificar se o0s valores
toxicologicamente seguros estabelecidos pelas mesmas sdo adequadas para o controle fangico

nos diferentes valores de pH.
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4.6 Avaliacdo da suscetibilidade fungica aos acidos organicos

4.6.1 Sem controle do pH

Com a finalidade de determinar unicamente o efeito do acido organico no
desenvolvimento fungico, foi utilizado um arranjo fatorial com nove isolados das espécies [A.
carbonarius (ITAL 792cc e ITAL 1375cc), A. luchuensis (ITAL 325F), A. niger (ITAL
1240cc, ITAL 331F e ITAL 500F), A. tubingensis (ITAL 277F), A. flavus (ATCC 2384) A.
parasiticus (ITAL 79cc)], trés tipos de &cidos em diferentes concentragdes: acido acético (0;
12,5; 25;50; 100; 200; 400 e 800 mM), citrico (0; 50; 100; 200; 400 e 800 mM) e o &cido
sorbico (0; 0,5; 1; 2; 4; 8; 16,32 mM). Os experimentos foram conduzidos em triplicata.

Para o desenvolvimento do ensaio, foi utilizado um meio de cultura base, contendo por
litro de agua destilada: 10g de extrato de malte e 20g de extrato de levedura, autoclavado a
121°C durante por 15 minutos. Assim que 0 meio atingiu 45°C, agregou-se cada um dos
acidos na concentracdo a ser testada, procedendo-se, imediatamente, a determinacdo do pH.
Na sequéncia, 4mL foi transferido para tubos de ensaio estéreis (LEON et al., 2012).

Paralelamente, utilizou-se um controle negativo, ou seja, meio de cultura sem a
presenca dos &cidos e com o pH ajustado com acido tartarico (5 M) ou hidréxido de potéssio
(5 M) aos valores obtidos ap6s a adicdo de cada um dos &cidos testados em cada uma das
concentracdes testadas, de maneira a excluir a incapacidade do fungo crescer nos valores de
pH alcancados apos a adicdo dos acidos organicos .

Todos os tubos foram inoculados com 10 pl do inéculo previamente preparado,
incubados por seis dias a 25°C. Decorrido o periodo de incubacdo, foram avaliados
visualmente através de uma escala dicotbmica (cresceu ou nao cresceu). Onde a concentracdo

inibitdria é a concentracdo de acido testada onde ndo houve crescimento flngico.

4.6.2 Com ajuste de pH

Para avaliar a influencia do pH sobre a atividade antifungica dos acidos organicos e do
pH no desenvolvimento dos fungos, foi utilizado um arranjo fatorial contendo: nove isolados
fangicos (Tabela 2), quatro niveis de pH (4,5; 5,0; 5,5 e 6,0) e 3 tipos de &cidos em diferentes
concentragdes: acido acético (0; 25; 50; 100; 200; 400 e 800 mM), citrico (0; 50; 100; 200;
400 e 800 mM) e &cido sérbico (0; 0,5; 1; 2; 4; 8; 16; 32 mM). Os experimentos foram



31

conduzidos em triplicata. O meio de cultura utilizado foi 0 mesmo descrito anteriormente no
item 4.6.1

Ap0s a adicdo do acido nas concentracfes desejadas, o pH final do meio foi ajustado
de maneira asséptica com uma solucéo estéril de KOH (5M) ou é&cido tartarico (5M). Na
sequéncia, 4mL desta mistura foi transferida para tubos de ensaio estéreis. Paralelamente
utilizou-se um controle negativo, ou seja meio de cultura sem a presenca dos acidos e com 0
pH ajustado com &cido tartarico ou KOH dependendo do caso.

Todos os tubos foram inoculados com 10upl do in6culo previamente preparado,
incubados a 25°C e mantidos pelo periodo de seis dias.

Decorrido o periodo de incubagdo, foram avaliados visualmente seguindo uma escala

dicotdmica (cresceu ou ndo cresceu).

4.7 Célculo da fracéo dissociada e ndo dissociada do acido

Para cada uma das concentracdes testadas, tanto no item 4.6.1 como no 4.6.2, foi
calculada a porcdo de acido ndo dissociado mediante a formula proposta por Henderson—

Hasselbalch.

|A]
pH = pka + log m

Onde: pKj € a constante de dissociacdo do acido; [A] é a concentracdo de moléculas

de &cido dissociado e [HA] corresponde a concentracao total de acido ndo dissociado.

4.8 Determinacao da influéncia dos acidos organicos sobre a producéo de ocratoxina A
em diferentes condicdes de pH

Com o proposito de analisar o efeito dos acidos organicos em diferentes condicbes de
pH sobre a produgdo de ocratoxina A, foram selecionadas duas espécies produtoras de
ocratoxina A (A. carbonarius ITAL 792cc e A. niger ITAL 331F); 2 niveis de pH (4,50; 5,00)
e 3 tipos de acidos em diferentes concentracgdes: acido sérbico (0; 0,5; 1; 2; 4; 8; 16; 32 mM)
acido acético (0; 6,25; 12,5; 25; 50; 100; 200; 400 mM) e acido citrico (0; 50; 100; 200; 400 e

800 mM) usando o mesmo procedimento descrito anteriormente no ponto 4.6.2, porém
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alterando-se o meio de cultura. O meio utilizado foi YES (Extrato de Levedura e Sacarose),
contendo por litro de &gua destilada: 10g de extrato de malte, 20g de extrato de levedura e
1509 de sacarose, recomendado por Lund; Frisvad (2003) para a producdo de ocratoxina.
Também foram modificados o volume de meio de cultura nos tubos (2 mL) e o periodo de
incubacéo (7 dias).

Passados os sete dias de incubacgdo foram selecionados para a analise de ocratoxina A
0s controles negativos e os tubos das duas concentracdes abaixo da concentracdo testada onde
ndo houve crescimento fangico (concentracdo inibitoria); essas concentracdes correspondem a
25% e 50% da concentragdo inibitdria. No caso de ndo haver inibicdo do crescimento nas
concentragcdes utilizadas, serdo selecionadas as duas maiores concentracOes testadas e o

controle.

4.8.1 Extracgéo

A extragdo da ocratoxina A foi realizada de acordo a metodologia descrita por Bayman
et al. (2002), com modificacdes. Foram adicionados 2 mL de cloroférmio (marca Vetec
99,8%) em cada tubo com o cultivo, seguido de agitacdo em vortex por 30 segundos, depois 0
contetddo foi centrifugado durante 10 minutos a 3.000 RPM. O extrato de cloroférmio foi
transferido para um tubo limpo e mantido na temperatura ambiente over night para completa
evaporacao do solvente. Na sequéncia foi adicionado 1mL de fase mdvel composta por acido
acético: acetonitrila: metanol (40: 30: 30; v/v/v) ao extrato seco. A suspensdo foi colocada em
banho de ultrassom durante 25min e filtrada através de um filtro de seringa PES

(Polyethersulfone) de 0,22 um. O extrato filtrado foi submetido a analise cromatografica.

4.8.2 Parametros de CLAE

Para a determinacdo da ocratoxina A foi utilizado um cromatografo liquido Agilent
Tecnologies (Modelo 1200) equipado com injetor automatico e detector de fluorescéncia
ajustado a 330nm de excitacdo e 475nm de emissdo. A coluna usada foi uma Lichoroschart
Rp-18 (5 pum, 150 x 4,6 mm), a temperatura de 40 °C. A fase movel utilizada era composta
por acido acético: acetonitrila: metanol (40: 30: 30, v/v/v) com uma vazdo de 1 mL/min. O
volume de injecdo utilizado tanto para os extratos fungicos quanto para a construcdo da curva

padrdo foi 1 pL.
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4.8.3 Curva padréo

Para a construgdo da curva de calibracdo (area dos picos versus concentracdo de
ocratoxina A) foram diluidos 11,37ug de padrdo de ocratoxina A (marca Biopure) em 1mL de
metanol, onde partindo desta concentracéo inicial foram feitas as seguintes dilui¢fes seriadas:
5,68; 2,84; 1,42; 0,71 e 0,35ul/mL. Depois 1ul de cada diluigdo foi injetado no cromatdgrafo,
mantendo as condi¢Bes cromatograficas descritas anteriormente e procedeu-se a construcao da
curva.

A concentracdo da ocratoxina A no extrato foi determinada pela interpolacdo da area

do pico resultante no gréfico da curva de calibrag&o.

4.9 Anélise estatistica

Os dados obtidos nas andlises de ocratoxina A foram submetidos & anélise de varidncia
(ANOVA) multifatorial 2x2x3 complementada pelo teste de Bonferroni para ajuste das
comparagGes mdaltiplas ao nivel de 5% de confianga, a partir do programa utilizado foi o
SPSS® verséo 21.0 7.0 for Windows.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5. 1 Calculo da fracdo dissociada e ndo dissociada do acido para os pH testados

A Tabela 3 evidencia-se uma notavel diminuicdo da quantidade de moléculas de &cido
ndo dissociado na medida em que aumentou 0 pH (KWON; RICKE, 1998). Esta observacéo é
importante j& que € esta forma ndo dissociada do &cido é a principal responsavel pela
atividade antimicrobiana (BARBOSA-CANOVAS et al., 2003). Demonstra-se que a maior
porcentagem de moléculas ndo dissociadas dos acidos acético e sorbico se encontram nos
valores de pH perto de seus valores de pK, (LUND et al., 1987), valores de pH nos quais

espera-se 0 maior poder antifngico destes acidos.

Tabela 3- Variacdo na porcentagem de moléculas ndo dissociadas de cada acido organico em
funcéo do pH.

Moléculas ndo dissociadas 2

L Formula
Acido quimica pPK, pH 4,50 pH 5,00 pH 5,50 pH 6,00
Acético C,H.,0, a= 4,76 64,0% 36,0% 15,0% 5,50%
CHO a=3,09;
Citrico g b=4,74: 52,3% 36,0% 20,1% 8,70%
c=5,41
Sorbico CeHg0, a=4,76 64,0% 36,0% 15,0% 5,50%

#Valores calculados utilizando a equagdo de Henderson—Hasselbalch.
a, b e c= correspondem ao pKa de cada grupo carboxilico do acido.

5. 2 Avaliagdo da suscetibilidade fungica aos acidos organicos
5.2.1.1 Acido citrico, sem controle do pH

O acido citrico apresentou uma concentragéo inibitoria de 800 mM, para a maior parte
dos isolados utilizados neste experimento, com excecdo de A. flavus (ATCC 2384) que foi

resistente a todas as concentragoes testadas (Tabela 4).
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Tabela 4- Concentracdo de &cido citrico necessaria para inibir o crescimento de isolados do
género Aspergillus e estimativa de moléculas ndo dissociadas no pH alcancado apos a adicao
do &cido.

ACIDO CITRICO
Fungo pH Concentragao inibitdria Moléculas nédo
(final) (mM) dissociadas (mM)
A. carbonarius (ITAL 1375cc) 1,85 800 786
A. carbonarius (ITAL 792cc) 1,85 800 786
A. luchuensis (ITAL 325F) 1,85 800 786
A. niger (ITAL 331F) 1,85 800 786
A. niger (ITAL 1240cc) 1,85 800 786
A. niger (ITAL 500F) 1,85 800 786
A. tubingensis (ITAL 277F) 1,85 800 786
A. flavus (ATCC 2384) 1,85 >800 >786
A. parasiticus (ITAL 79cc) 1,85 800 786

pH inicial do meio de cultura=6,64 +0,02.

5.2.1.2 Acido citrico, com ajuste de pH
Na Figura 2 pode ser observado o efeito do &cido citrico sobre o crescimento de

diferentes isolados de Aspergillus sp.

>800
800 1~
700
600 -

500 1°

mM

400 -
300 17
200

100 1~

A.carbonarius A.carbonarius  A.luchuensis A.niger A.niger A.niger A.tubingensis A.flavus A. parasiticus
(ITAL1375cc)  (ITAL 792cc) (ITAL 325F) (ITAL331F)  (ITAL1240cc)  (ITAL500F) (ITAL277 F)  (ATCC2384)  (ITAL79 cc)

W pH4,5 ® pH5,0 W pH5,5 HpH6,0

Figura 2- Concentracdo Inibitoria do acido citrico frente a isolados do género Aspergillus em
diferentes pH.
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No pH 4,50 o &cido citrico ndo exerceu atividade de controle do crescimento fungico
de nenhum dos isolados avaliados neste estudo nas concentracdes testadas. No pH 5,00 s¢ foi
capaz de controlar o crescimento fungico dos isolados pertencente as espécies de A.
carbonarius, sendo necessario para isto uma concentracao inibitéria de 800 mM.

Ja no pH 5,50 o acido mostrou certo poder antifngico controlando um maior nimero
de isolados, englobando as espécies A. carbonarius, A. niger e A. tubingensis com uma
concentracdo inibitoria de 800mM; embora ndo tenha apresentado acdo inibitoria neste pH
para os isolados de A. luchuensis e A. parasiticus.

No pH 6,00, o acido citrico mostrou-se com maior poder antifungico, pois as
concentracOes inibitdrias necessérias para exercer o controle do crescimento dos isolados
diminuiram (400mM para o controle de A. carbonarius, A. niger e A. tubingensis, e 800 mM
para A. luchuensis e A. parasiticus). O isolado de A. flavus mostrou-se tolerante a todas as
concentracgdes testadas em todos os valores de pH avaliados.

As observacdes de que a eficiéncia antifungica do acido citrico tende a ser maior
guanto maior o pH do substrato sdo totalmente contraditérias com o a teoria classica dos
acidos organicos, onde sempre € destacado maior efeito antifungico em valores mais baixos
de pH (KREBS et al., 1983).

Conforme apresentado na Tabela 5, em valores de pH mais baixos, a quantidade de
moléculas ndo dissociadas é maior, sendo estas as moléculas capazes de atravessar membrana
celular do micro-organismo(LUND et al., 1987; STRAFORD et al., 2009). Uma vez atingido
0 citoplasma, que possui pH maior, 0 acido citrico se dissociaria no anion citrato. Como é
amplamente conhecido, o citrato &€ um intermediario no metabolismo dos &cidos
tricarboxilicos, visto de uma forma simples a oxidacdo do citrato vai gerar energia para a
célula fungica (GLUSKER, 1980), este fato pode explicar por que ndo houve inibicdo do
crescimento nas concentracdes testadas nos pH 4,5 e 5,0.

Embora o acido citrico tenha apresentado uma acdo antifingica bastante limitada,
principalmente nos pH baixos (4,50 e 5,00), este &cido mostrou certa atividade antifungica no
pH 6 sobre a maioria dos fungos utilizados neste estudo.

Sabe-se que o acido citrico é usado principalmente como agente antioxidante,
dispersante e acidificante. A acidez do acido citrico é devida aos trés grupos carboxilicos (-
COOH), que podem perder um elétron em solucdes, liberando trés moles de ions hidrogénio
(H™) por cada mol de molécula. Como consequéncia, forma-se um fon citrato, sendo este um
bom controlador de pH de solugdes &cidas, podendo também formar sais com muitos ions
metalicos (OHISHI et al., 2003).
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A partir do pH 5,50 o acido citrico comeca a ter certo poder antifingico o qual poderia
ser atribuido ao poder quelante do &cido. O &cido citrico possui a capacidade de reter ions
magnésio e calcio (BRUL; COOTE 1999), além do potassio e 0 molibdénio. A maioria destes
ions sdo essenciais para o crescimento fangico (LILLY, 1965). O acido citrico tem sido
efetivo no controle de Clostridium botulinum devido a atividade quelante retendo o célcio do
meio (LUND et al., 1987).

Tabela 5- Concentracdo de acido citrico ndo dissociado, segundo o pH, para cada uma das
concentragdes testadas nos experimentos.

ACIDO CITRICO

Concentracéo de &cido néo dissociado (mM) ?

pH Cfo'l‘;‘f’ztr;i‘;l?g"o 50 100 200 400 800
4,50 26,2 523 1046 2093 4186
5,00 18,3 36,6 732 1464 2928
5,50 10,1 201 402 805  161,0
6,00 4,40 870 174 348 69,6

# Valores calculados utilizando a equacédo de Henderson—Hasselbalch.

5.2.2.1 Acido acético, sem controle do pH

Na Tabela 6 sdo apresentadas as concentracGes de &cido acético requeridas para inibir
as espécies de Aspergillus testadas, bem como a quantidade de moléculas ndo dissociadas do
acido no pH alcancado apds a adicdo do acido.

Observou-se que existe variacdo quanto a suscetibilidade das espécies testadas frente
ao &cido acético. As espécies A. carbonarius, A. flavus e A. parasiticus foram as mais
sensiveis, inibidas em concentracBes de 25 mM, enquanto que para inibicdo de A. niger, A.

luchuensis e A. tubingensis foram necessarias concentragcdes de 50 mM.
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Tabela 6- Concentracdo de &cido acetico necessaria para inibir o crescimento de isolados do
género Aspergillus e estimativa de moléculas ndo dissociadas no pH alcancado ap6s a adi¢do
do &cido.

ACIDO ACETICO

Fungo pH Concentragdo inibitdria Moléculas néo
(final) (mM) dissociadas (mM)
A. carbonarius (ITAL 1375cc) 472 25,0 13,5
A. carbonarius (ITAL 792cc) 472 25,0 13,5
A. luchuensis (ITAL 325F) 4,30 50,0 34,8
A. niger (ITAL 331F) 4,30 50,0 34,8
A. niger (ITAL 1240cc) 4,30 50,0 34,8
A. niger (ITAL 500F) 4,30 50,0 34,8
A. tubingensis (ITAL 277F) 4,30 50,0 34,8
A. flavus (ATCC 2384) 4,72 25,0 13,5
A. parasiticus (ITAL 79cc) 4,72 25,0 13,5

pH inicial do meio 6,70+0,02.

Com base em nossos resultados, percebe-se que a suscetibilidade dos isolados de
Aspergillus ao acido acético é variavel dentro da sessdo Nigri, e parece ser espécie especifica.
Com relacdo a sessdo Flavi, embora ambos isolados testados tenham apresentado mesmo
perfil de sensibilidade, estudos complementares com um maior nimero de espécies e isolados

se fazem necessarios.

5.2.2.2 Acido acético, com ajuste de pH

Da mesma forma que observado no experimento anterior, foi possivel visualizar a
existéncia de variacdo quanto a suscetibilidade ao acido acético dos isolados testados nos
diferentes valores de pH, permanecendo o mesmo padrdo de suscetibilidade entre os fungos
independente do pH avaliado. Na Figura 3 vizualiza-se os perfis de suscetibilidade dos
isolados testados quando expostos a diferentes concentracfes de acido acético em condigdes
controladas de pH.

Foi verificada uma relagdo direta entre os valores de pH e a concentragéo inibitéria, ou
seja, quanto maior o pH do substrato, maiores foram as concentracfes de acético necessarias
para inibir o desenvolvimento de cada isolado testado. De uma maneira geral, a cada

acréscimo de 0,5 no valor de pH dobraram as concentracfes de acido acético necessarias para
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inibir um mesmo isolado. Esta informac&o é de grande relevancia para a industria alimenticia,
considerando de que os alimentos sdo misturas complexas e que pode ocorrer um
tamponamento do pH provocado por seus constituintes o que influenciaria a concentracdo do
acido acético necessaria para prevenir a deterioracdo do mesmo por Aspergillus spp. Em
alimentos de origem animal, as moléculas mais importantes neste sentido sdo as proteinas,
enquanto que em alimentos de origem vegetal, sdo os &cidos policarboxilicos e, em menor
grau, os fosfatos de proteina (FENNEMA, 1993).
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Figura 3-Suscetibilidade de isolados do género Aspergillus ao &cido acético em diferentes pH.

Verificou-se que houve um aumento nas quantidades de acido acético necessarias para
inibir o crescimento dos fungos na medida em que se aumentou o pH (Figura 3). Assim,
quando € aumentado o pH sdo necessarias maiores concentracdes do &cido para obter a
mesma quantidade de acido ndo dissociado em solucdo e consequentemente o mesmo efeito
antimicrobiano devido a capacidade de apenas estas moléculas ndo dissociadas atravessarem a
membrana em virtude da sua lipofilicidade (STRAFORD et al., 2009). Na Tabela 7
apresentam-se os valores das concentracfes de acido acético ndo dissociado para cada uma
das concentraces testadas.

Levando em consideragdo os resultados obtidos em nossos experimentos, as
observacgdes relacionadas na teoria classica e as informagdes relativas a dissociagdo das
moléculas do acido acético também pudemos inferir a faixa das concentragdes inibitorias

minimas de &cido ndo dissociado para as espécies testadas (Tabela 8).
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Tabela 7- Concentracdo de moléculas de acido acético ndo dissociado, segundo o pH, para

cada uma das concentragdes testadas nos experimentos

ACIDO ACETICO

Concentracéo de acido néo dissociado (mM)?

PH Coi‘gf;t{;‘?&‘; 12,5 25 50 100 200 400 800
4,50 800 160 320 320 128 256 512
5,00 450 900 180 360 720 144 288
5,50 18 375 750 750 300 600 120
6,00 069 138 275 275 110 220 440

# Valores calculados utilizando a equacédo de Henderson—Hasselbalch.
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Tabela 8- Estimativa da concentracdo inibitéria minima (CIM) calculada de acido acético ndo dissociado para isolados do género Aspergillus

conforme o pH.

ACIDO ACETICO

Concentracéo Inibitdria de Acido N&o Dissociado (mM)

Fungo pH 4,50 5,00 5,50 6,00 L
a b a b a b a b Varlaq,ao
C NC C NC C NC C NC

Aspergillus carbonarius (ITAL 1375cc) 16,0 32,0 18,0 36,0 15,0 30,0 11,0 22,0 18,0 <CIM <220
Aspergillus carbonarius (ITAL 792cc) 16,0 32,0 18,0 36,0 15,0 30,0 11,0 22,0 18,0 <CIM <22.,0
Aspergillus luchuensis (ITAL 325F) 32,0 64,0 36,0 72,0 30,0 60,0 22,0 44,0 36,0 <CIM <44,0
Aspergillus niger (ITAL 331F) 32,0 64,0 36,0 72,0 30,0 60,0 22,0 44,0 36,0 <CIM <44,0
Aspergillus niger (ITAL 1240cc) 32,0 64,0 36,0 72,0 30,0 60,0 22,0 44,0 36,0 <CIM <44,0
Aspergillus niger (ITAL 500F) 32,0 64,0 36,0 72,0 30,0 60,0 22,0 44,0 36,0 <CIM <44.,0
Aspergillus tubingensis (ITAL 277F) 32,0 64,0 36,0 72,0 30,0 60,0 22,0 44,0 36,0 <CIM <44,0
Aspergillus flavus (ATCC 2384) 16,0 32,0 18,0 36,0 15,0 30,0 11,0 22,0 18,0 <CIM <22.0
Aspergillus parasiticus (ITAL 79cc) 16,0 32,0 18,0 36,0 15,0 30,0 11,0 22,0 18,0 <CIM <22.0

C #= maior concentragdo testada em que houve crescimento fingico; NC b= menor concentragdo testada em que ndo houve crescimento fungico..
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Straford et al. (2009) também determinaram as CIM de &cido acético ndo dissociado
necessarias para controlar o fungo A. niger isolado de refrigerantes. Naquele estudo, as CIM
estiveram compreendidas entre 52,13 e 65,19 mM; nossos valores de CIM calculada para o
controle deste mesmo fungo foram um pouco inferiores, compreendidos entre 36 e 44 mM.

Para o controle de A. flavus, Leon et al. (2012) determinaram CIM de acido acético nao
dissociado entre 20,76 e 24,33 mM; enquanto em nossos estudos determinamos CIM
compreendidas entre 19 e 22 mM, valores bastantes similares. Os autores Leon et al. (2012)
observaram CIM diferentes entre isolados de A. flavus onde, correlacionaram a sensibilidade
dos isolados ao &cido acético com a capacidade toxigénica, sendo que para inibir os isolados
de A. flavus ndo toxigénicos foram necessarias CIM mais altas que para os isolados
aflatoxigénicos, no entanto os valores de CIM encontrados por esses pesquisadores sempre
estiveram bem proximos entre si. Os isolados usados em nosso estudo sdo conhecidamente
aflatoxigénicos.

As condicOes dos experimentos dos autores acima mencionados diferem em certa
medida das condicBes sobre as quais foram feitos nossos experimentos, portanto certa
variacdo nos valores de CIM pode ser esperada.

As CIM de acido acético ndo dissociado nos permite calcular as CIM necessérias para
controlar o crescimento flangico sob diferentes condicdes de pH, as quais estdo
disponibilizadas na Tabela 8.

Resumindo, desde um ponto de vista pratico, pode ser dito que a acdo mais efetiva do
acido acético sobre a inibicdo do crescimento fangico ocorreu nos pH 4,50 e 5,00 pois nesses
valores de pH seria necessaria menor quantidade deste &cido para controlar o crescimento de
todos os isolados utilizados neste estudo (Figura 3). A estimativa da CIM vai nos permitir dar
uma contribuicdo ao uso deste acido como conservante, pois apesar do acido acético ser
considerado GRAS, este pode imprimir sabores indesejaveis nos alimentos quando utilizado
em dosagens altas (TANIGUCHI et al., 1998).

Exemplo disso sdo as mudancas sensoriais e de aspecto que podem sofrer as carcacgas
tratadas com 4&cido acético quando utilizadas concentragdes superiores a 1% (174,8 mM)
(SMULDERS; GREER, 1998). E importante destacar que as CIM nos pH 4,50 e 5,00
determinadas em nossos experimentos sdo mais baixas que este valor de 174,8 mM onde o0s
autores antes mencionados observaram mudancas negativas no sabor dos alimentos. Portanto
0 uso do acido acético nas CIM de 53,3-69,0 mM no pH 4,50 e 100-122 mM no pH 5,00

constituem uma alternativa para o controle da deterioracdo fingica em alimentos com essas
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caracteristicas de pH. Em valores de pH superiores, poderia haver prejuizo ao sabor do

alimento ao se utilizarem as doses efetivas para controle fangico.

Tabela 9- Estimativa da concentracdo inibitéria minima (calculada) de é&cido acético
necessaria para inibir o crescimento de isolados do género Aspergillus.

ACIDO ACETICO

Concentragéo inibitéria minima calculada (mM) ?

Fungo
4,50 5,00 5,50 6,00
A. carbonarius (ITAL 1375cc) 30,0-34,0 53,0-61,0 127-147 339-393
A. carbonarius (ITAL 792cc) 30,0-34,0 53,0-61,0 127-147 339-393
A. luchuensis (ITAL 325F) 56,3-69,0 100-122 240-293 642-785
A. niger (ITAL 331F) 56,3-69,0 100-122 240-293 642-785
A. niger (ITAL 1240cc) 56,3-69,0 100-122 240-293 642-785
A. niger (ITAL 500F) 56,3-69,0 100-122 240-293 642-785
A. tubingensis (ITAL 277F) 56,3-69,0 100-122 240-293 642-785
A. flavus (ATCC 2384) 30,0-34,0 53,0-61,0 127-147 339-393
A. parasiticus (ITAL 79cc) 30,0-34,0 53,0-61,0 127-147 339-393

# Valores calculados utilizando a equacéo de Henderson—Hasselbalch.

A determinacdo da CIM do &cido a ser aplicado atende a exigéncia da inddstria que
busca fazer uso adequado dos acidos organicos sempre visando garantir a boa qualidade
microbioldgica dos alimentos, minimizar os custos e ao mesmo tempo ndo comprometer a
aceitabilidade dos produtos elaborados. Uma alternativa ante a necessidade de diminuir as
dosagens de acidos organicos que prejudicam o sabor também pode ser 0 uso de associacdes
de &cidos organicos, utilizando-se um que possua maior poder acidulante e outro com bom
poder antimicrobiano embora afete sensorialmente o alimento. Leon et al. (2012)
demonstraram que existe um efeito sinérgico quando adicionadas misturas dos acidos lactico

e acético para o controle de isolados de A. flavus.

5.2.3.1 Acido sorbico, sem controle do pH

Na Tabela 10 sdo apresentadas as concentragdes de acido sorbico requeridas para
inibir as espécies de Aspergillus testadas, bem como a quantidade de moléculas néo
dissociadas do &cido no pH alcancado apds a adi¢do do acido.
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Observou-se que existe variacdo quanto a suscetibilidade das espécies testadas frente
ao &cido sorbico. As espécies A. carbonarius, A. flavus e A. parasiticus foram mais sensiveis,
inibidas em concentracGes de 4mM, enquanto que para a inibicdo de A. luchuensis foram
necessarias concentracdes de 8mM. A. niger e A. tubingensis requereram concentracGes de 16

mM, sendo portanto, os mais tolerantes a agdo do &cido sérbico.

Tabela 10- Concentracdo de acido sérbico necessaria para inibir o crescimento de isolados do
género Aspergillus e estimativa de moléculas ndo dissociadas no pH alcancado ap6s a adi¢do
do &cido.

ACIDO SORBICO

Fungo oH (final) Concentracao inibitoria _Molé;culas nao
(mM) dissociadas (mM)
A. carbonarius (ITAL 1375cc) 5,32 4,00 0,84
A. carbonarius (ITAL 792cc) 5,32 4,00 0,84
A. luchuensis (ITAL 325F) 4,90 8,00 3,32
A. niger (ITAL 331F) 4,57 16,0 9,84
A. niger (ITAL 1240cc) 4,57 16,0 9,84
A. niger (ITAL 500F) 4,57 16,0 9,84
A. tubingensis (ITAL 277F) 4,57 16,0 9,84
A. flavus (ATCC 2384) 5,32 4,00 0,84
A. parasiticus (ITAL 79cc) 5,32 4,00 0,84

pH inicial do meio 6,70+0,02

5.2.3.2 Acido sorbico, com ajuste de pH

Da mesma forma que observado no experimento anterior, foi possivel detetar
variacdes na suscetibilidade ao acido sorbico entre os isolados testados nos diferentes valores
de pH, permanecendo o mesmo padrdo de suscetibilidade independente do pH avaliado.

Na Figura 4 vizualizar-se os perfis de suscetibilidade dos isolados testados quando
expostos a diferentes concentracfes de acido sérbico em condicBes controladas de pH. Para
inibir o desenvolvimento dos isolados pertencentes as espécies de A. niger e A. tubingensis
foram necessarias concentracdes inibitorias mais altas.

A tolerancia da agdo antifingica do acido sorbico ja tinha sido documentada por
Huang et al., (2010) sendo as espécies de A. niger, Eurotium rubrum, Eurotium herbariorum

as mais resistentes a acdo do acido sérbico quando comparado com isolados de A. flavus e
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Penicillium roqueforti. Em experimentos anteriores Plumridge et al., (2004) tinham atribuido
a resisténcia de A. niger ao acido sérbico a capacidade que esta espécie possui de transformar
0 acido sérbico em 1,3-pentadieno, um composto volatil com odor parecido ao da querosene,
menos toxico para o fungo. Esta reacéo envolve a atividade de duas descarboxilases PadAl e
OhbA1, e um regulador SDRA (STRATFORD et al., 2012) e constitui uma adaptacdo do
fungo para sobreviver.

A resisténcia dos fungos a compostos quimicos é adquirida principalmente no seu
ambiente natural onde estdo em contato com uma ampla variedade de compostos toxicos
produzidos por outros micro-organismos com 0s quais estes interagem. Uma caracteristica
importante destes mecanismos de resisténcia dos micro-organismos é que sdo pleiotrépicos,
tendo suficiente flexibilidade para adaptar-se a uma serie de mudancgas no ambiente onde estes
se desenvolvem (KOWLACZKOWSKI; GOFFEAU, 1997). Portanto a resisténcia aos
conservantes pode ser estimulada por concentragdes sub-letais destas substancias (MARIN et
al., 2003).

:JJJJJJJJJ

A.corbonorius A corbonorus A luchuensis A_niger A niger A_niger A tubingensis A flovus (ATCC A porositicus
(ITAL1375cc)  (ITAL 792ec) (ITAL 325F) (ITAL331F)  (ITAL1240cc)  {ITAL 500F) (ITALZTT F) 27384) {ITAL 79 cc)

(2] [ [
n [=]
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Figura 4- Suscetibilidade de isolados do género Aspergillus ao acido sérbico em diferentes
pH.

O 4cido sérbico mostrou grande poder antifungico, baseado nas pequenas quantidades
de acido requeridas para exercer o controle quando comparado com o acido acético. Esta
observacao possui uma implicacédo bastante relevante, pois o &cido sorbico, diferentemente de
outros &cidos organicos, possui uma IDA definida, portanto as quantidades deste acido
utilizadas nos alimentos deverdo ser cuidadosamente calculadas para que nao extrapolem os

valores permitidos nas legislacdes vigentes.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Plumridge%20A%5Bauth%5D
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Tabela 11- Concentracdo de moléculas de acido sérbico ndo dissociado, segundo o pH, para
cada uma das concentragdes testadas nos experimentos.

ACIDO SORBICO

Concentragdo de acido néo dissociado (mM) #

pH Concentracao
0,50 1,00 2,00 4,00 8,00 16,0 32,0
total (mM)
4,50 0,32 0,64 1,28 2,56 512 10,24 20,48
5,00 0,18 0,36 0,72 1,44 2,88 576 11,52
5,50 0,08 0,15 0,30 0,60 1,2 24 48
6,00 0,03 0,06 0,11 0,22 0,44 088 1,76

Valores calculados utilizando a equacédo de Henderson—Hasselbalch.

Da mesma forma que no acido acético, observou-se uma relacdo direta entre os valores
de pH e a concentracao inibitdria, ou seja, quanto maior o pH do substrato, maiores foram as
concentracOes de acido sorbico necessarias para inibir o desenvolvimento de cada isolado
(Figura 4). Marin et al. (2003) determinaram que o acido sorbico tem uma limitada atividade
antifangica em produtos de panificacdo com elevado pH (6,00) e que em alguns casos pode
estimular o crescimento e a resisténcia dos fungos. Tal fato vem reforcar a importancia de se
considerar o pH do substrato quando os &cidos organicos forem utilizados como conservantes.

Também levando em consideracdo as informacgdes relativas a dissociacdo das
moléculas do acido sérbico (Tabela 11), pudemos determinar os dados referentes as
concentragdes inibitorias minimas de &cido sorbico ndo dissociado (Tabela 12) e, a0 mesmo
tempo, as CIM de acido sOrbico necessarias para controlar o crescimento flngico sob
diferentes condicdes de pH.

Na Tabela 13 € disponibilizado o intersticio de valores das concentra¢des inibitdrias
minimas calculadas para diferentes pH. Sendo assim nossos valores CIM de &cido sérbico ndo
dissociado de (2,88-4,80mM) para o controle de isolados de A. niger séo semelhantes com os
determinados por Straford et al. (2009) de 2,55 £0,45 mM.
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Tabela 12- Estimativa da concentracdo inibitoria minima (CIM) calculada de &cido sorbico ndo dissociado para isolados do género Aspergillus
conforme o pH.

ACIDO SORBICO

Concentracao Inibitéria de Acido N&o Dissociado (mM)

Fungo pH 4,50 5,00 5,50 6,00 L
a b a b a b a b Varlaq,ao
C NC C NC C NC C NC

Aspergillus carbonarius (ITAL 1375cc) 0,64 1,28 0,72 1,44 0,60 1,20 0,44 0,88 0,72< CIM <0,88
Aspergillus carbonarius (ITAL 792cc) 0,64 1,28 0,72 1,44 0,64 1,20 0,44 0,88 0,72< CIM <0,88
Aspergillus luchuensis (ITAL 325F) 1,28 2,56 1,44 2,88 1,20 2,40 1,76 - 1,76< CIM <2,40
Aspergillus niger (ITAL 331F) 2,56 5,12 2,88 5,76 2,40 4,80 1,76 - 2,88< CIM <4,80
Aspergillus niger (ITAL 1240cc) 2,56 5,12 2,88 5,76 2,40 4,80 1,76 - 2,88< CIM <4,80
Aspergillus niger (ITAL 500F) 2,56 5,12 2,88 5,76 2,40 4,80 1,76 - 2,88< CIM <4,80
Aspergillus tubingensis (ITAL 277F) 2,56 5,12 2,88 5,76 2,40 4,80 1,76 - 2,88< CIM <4,80
Aspergillus flavus (ATCC 2384) 0,64 1,28 0,72 1,44 0,60 1,20 0,44 0,88 0,72< CIM <0,88
Aspergillus parasiticus (ITAL 79cc) 0,64 1,28 0,72 1,44 0,60 1,20 0,44 0,88 0,72< CIM <0,88

C?= maior concentragdo testada em que houve crescimento fingico; NC"=  menor concentragdo testada em que ndo houve crescimento flngico.
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Tabela 13- Estimativa da concentracdo inibitdria minima (calculada) de acido sérbico
para isolados do género Aspergillus.

ACIDO SORBICO

Concentragéo inibitéria minima calculada® (mM)

Fungo

4,50 | 5,00 5,50 | 6,00
A. carbonarius (ITAL 1375cc) 1,10-1,40 2,00-2,40 4,90-5,90 13,0-15,7
A. carbonarius (ITAL 792cc) 1,10-1,40 2,00-2,40 4,90-5,90 13,0-15,7
A. luchuensis (ITAL 325F) 2,80-3,80 4,90-6,70 11,8-16,0 31,6-42,9
A. niger (ITAL 331F) 4,50-7,50 8,00-13,3 19,0-32,0 51,6-85,7
A. niger (ITAL 1240cc) 4,50-7,50 8,00-13,3 19,0-32,0 51,6-85,7
A. niger (ITAL 500F) 4,50-7,50 8,00-13,3 19,0-32,0 51,6-85,7
A. tubingensis (ITAL 277F) 4,50-7,50 8,00-13,3 19,0-32,0 51,6-85,7
A. flavus (ATCC 2384) 1,10-1,40 2,00-2,40 4,90-5,90 13,0-15,7
A. parasiticus (ITAL 79cc) 1,10-1,40 2,00-2,40 4,90-5,90 13,0-15,7

#Valores calculados utilizando a equagéo de Henderson—Hasselbalch.

E possivel afirmar que o acido sorbico tem maior poder antifingico que o cido
acético; pois foram necessarias concentracdes de acido acético até 50 vezes maiores
quando comparadas com as concentracdes de acido sorbico utilizadas para exercer o
mesmo efeito nas mesmas condicdes. Resultados semelhantes foram observados por
Stratford et al. (2009), que determinaram as CIM de &cido acético e &cido sorbico para
cada um dos fungos deterioradores: Aspergillus phoenicis, Penicillium variotii,
Penicillium citrinum, Penicillium corylophilum, Penicillium glabrum, Trichoderma
atroviride e A. niger; sendo que as CIM de acido acético foram 30 vezes maiores
quando comparadas com as CIM de &cido sorbico. Portanto eles sugerem que cada um
destes &cidos possui diferentes mecanismos de agao.

Na mesma pesquisa Stratford et al. (2009), comprovaram, através de citometria
de fluxo com conidios de A. niger, que estes acidos agem de maneira diferente . Quando
adicionado é&cido acético em pH 4,00 ocorria um declinio imediato no pH
citoplasmatico, saindo de valores perto da neutralidade para valores de pH 4,70. No
entanto, embora o 4cido sérbico tenha causado uma queda rapida, esta foi muito menor;
com o pH citoplasméatico permanecendo acima de pH 6,30. Assim, 0s pesquisadores
concluiram que enquanto a inibi¢do de A. niger por acido acético ocorre principalmente
devido a acidificacdo citoplasmatica, seguindo postulados da teoria classica, a inibigdo

por acdo do &cido sorbico ocorre de uma maneira distinta.
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Em pesquisa mais recente Stratford et al. (2013) determinaram que a atividade
do &cido sorbico ocorre principalmente em nivel de membrana, afetando primariamente
as proteinas desta, demonstrando que o &cido sérbico provocou uma inibi¢do da bomba
de prétons (H+-ATPase) da membrana plasmatica. As proteinas transmembranais
(inseridas na bicamada lipidica), sdo responsaveis, na maioria dos casos, pela percepcao
dos sinais e estimulos, provindos do exterior e pela subsequente transmissdo de um sinal
intracelular gerador de respostas fisiologicas necessarias para a sobrevivéncia da prépria
celula.

A funcdo basica da H+ - ATPase de membrana citoplasmética de fungos e
plantas é criar um gradiente eletroquimico de protons, através de um sistema de
transporte ativo, importante para a captacdo de nutrientes e para a regulacdo do pH
intracelular (MONTEIRO; SA-CORREIA 1998; PORTILLO, 2000).

Demonstra-se assim a importancia de considerar o pH, a composi¢ao quimica do
alimento e as espécies flngicas predominantes no produto ao se calcular a concentragdo
dos &cidos acético e sorbico a ser adicionado com o proposito de prolongar a vida util
dos alimentos. Dado que aplicacdo de concentracBes inadequadas especificamente sub-
letais podem induzir a tolerancia aos acidos organicos (HILL, O’DRISCOLL; BOOTH,
1995).
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5.3 Determinacéo da influéncia dos acidos organicos em diferentes condicbes de

pH sobre a producéo de ocratoxina A

5.3.1 Curva padréo

Os valores das areas obtidas nos picos dos cromatogramas foram correlacionadas
com as concentragdes de padréo injetados (Tabela 14), obtendo-se assim a curva de
calibracédo (Figura 5).

O coeficiente de correlacdo (r®) da curva padrdo foi de 0,9995 indicando uma
resposta alta da anélise.

Tabela 14- Areas segundo a concentracao de ocratoxina A usados para a construcéo da
curva de calibragéo.

Area Concentracao da ocra toxina A
(mg/L)
193,6 0,35
375,2 0,71
698,3 1,40
1383,0 2,80
2505,1 5,60

Concentragdo mg/L (PPM)

Curva padrao para quantificagdao de OTA

"

y=0,0023x-0,1803
/ R?=0,9995
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/
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Figura 5. Curva padrdo de ocratoxina A.
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5.3.2 Acido citrico

No caso do &cido citrico os resultados obtidos no meio de cultura YES foram os
mesmos que aqueles obtidos nas andlises de determinacdo da suscetibilidade, no meio
de cultura base (Item 5.1.1.1).

Uma vez que o acido citrico ndo exerceu atividade antifungica para A. niger
(ITAL 331F) nos valores de pH escolhidos para realizar as analises de ocratoxina A
(4,50 e 5,00) ndo foram encontradas as concentragdes inibitorias. Em virtude disto
foram selecionados para as analises de ocratoxina A os cultivos oriundos das duas
concentragcdes mais altas testadas.

S6 houve inibicdo do crescimento do fungo A. carbonarius (ITAL 792cc) na
concentragdo 800mM no pH 5,00; neste caso foi analisada a quantidade de toxina
gerada pelo fungo quando aplicada 0, 25 e 50% da concentracéo inibitdria.

A maior quantidade de toxina foi produzida pelos controles, observando-se
diminuicdo na medida em que era adicionada maior quantidade de &cido (Figura 6 e 7).
A redugdo da produgdo de ocratoxina A foi consideravelmente importante quando
adicionados 50% da concentracdo inibitoria e da concentracdo maxima (800 mM, nos
casos onde ndo foi encontrada concentracdo inibitdria); sendo significativo
estatisticamente Unicamente no fungo A. carbonarius (ITAL 792cc) (p<0,001). Quanto
ao fungo A. niger (ITAL 331F), as diferencas ndo foram significativas.

Além dos efeitos isolados de fungo (p<0,001) e concentragdo (p<0,001), houve
efeito significativo de interagdo entre fungo e concentragdo (p<0,001).
Independentemente do pH (4,5 e 5,0), para o A. carbonarius (ITAL 792cc) (Tabela 15).

Esta € uma observacdo importante ja que o &cido citrico possui 0 status de
GRAS; este acido é um produto amplamente utilizado numa gama de alimentos, embora
0 uso do 4cido citrico segundo as legislacbes vigentes seja principalmente como
acidulante e antioxidante.

Com nossos resultados podemos destacar o &cido citrico como um possivel
inibidor da producgéo de ocratoxina A, com potencial para ser utilizado conjuntamente
com outros acidos organicos que apresentem boa atividade antifungica. Igualmente mais
estudos deverdo ser feitos para confirmar esta suposi¢do. N&o foram achados trabalhos

semelhantes para discutir o efeito do acido citrico na producao de toxina.
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A.carbonarius ITAL 792cc
(Acido Citrico)
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Figura 6. Producdo de ocratoxina A em mg/L pelo fungo A. carbonarius ITAL 792cc,
quando adicionadas concentra¢fes mais baixas que a concentracao inibitéria de acido
citrico, nos pH 4,50 e 5,00. (ou maior concentracdo testada quando ndo houve inibicéo
fangica).

A.niger ITAL 331cc
(Acido Citrico)

2.0+
EE controle (YES)

% B3 25% da concentracao inibitoria

£ E=350% da concentracao inibitoria
e,

< i

@ i

£ B

= s

2 s

© R

3 o,

O i

5.0
pH

Figura 7. Producéo de ocratoxina A em mg/L pelo fungo A. niger (ITAL 331F), quando
adicionadas concentragdes mais baixas que a concentragdo inibitoria de &cido citrico,
nos pHs 4,50 e 5,00 (ou maior concentragdo testada quando ndo houve inibi¢do
fangica).
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Tabela 15- Relacdo entre as varidveis espécie fungica, pH e concentracdo de &cido
citrico na producdo de ocratoxina A, de acordo com a analise de variancia.

Efeitos Valor- p
Fungo <0,001
pH 0,482
Concentracgéo <0,001
Fungo x pH 0,468
Fungo x concentragéo <0,001
pH X concentragéo 0,262
Fungo x pH x concentragao 0,243

5.3.3 Acido acético

No caso do &cido acético as concentracdes inibitdrias (CI) foram as seguintes:
para A. carbonarius foram de 50 mM, no pH 4,50 e de 100 mM no pH 5,00. Para A.
niger foram de 100 mM, no pH 4,50 e 200 mM no pH 5,00. Estes valores coincidem
perfeitamente com os obtidos no meio de cultura base (item 5.1.1.2).

Uma vez determinadas as ClI, as culturas provenientes dos 25 e 50 % da ClI para
cada um dos isolados foram selecionadas para as analises de ocratoxina A. Sendo que
para A. carbonarius no pH 4,5 Clgy, = controle; Clse,= 12,5 mM e Clsg,=25 mM e no
pH 5 Clgy,= controle; Clzsy= 25mM e Cls09,=50 mM. E para A. niger No pH 4,5 Cloy=
controle; Clase= 25 mM e Clsp,=50 mM e no pH 5 Clgy,= controle; Clyse,= 50 mM e
Cls00,=100 mM.
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(Acido Acético)
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Figura 8. Producéo de ocratoxina A em mg/L pelo fungo A. carbonarius (ITAL 792cc),
quando adicionadas concentracdes mais baixas que a concentracdo inibitoria de acido
acético nos pHs 4,50 e 5,00.
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A.niger ITAL 331cc
(Acido Acético)
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Figura 9. Producéo de ocratoxina A em mg/L pelo fungo A. niger (ITAL 331F), quando
adicionadas concentragdes mais baixas que a concentracdo inibitéria total de &cido
acético nos pHs 4,50 e 5,00.

Observou-se que a maior producdo de toxina correspondeu aos controles em
ambos os pH (4,50 e 5,00), para os dois isolados; A. carbonarius (ITAL 792cc) (Figura
8) e A. niger (ITAL 331F) (Figura 9).

Por outro lado, a producdo de ocratoxina A foi consideravelmente reduzida
quando foi utilizada o 50% da CI, no entanto, conforme o teste de Bonferroni (post-
hoc), independentemente do pH (4,50 ou 5,00), a reducdo na producdo de ocratoxina A
com o aumento da concentra¢cdo do 4cido somente ocorreu significativamente (p<0,001)
para o fungo A. carbonarius (ITAL 792cc) (Tabela 16). Esta reducdo se deve ao fato

que as Clsgq, estdo bastante proximas das CIM calculadas para ambos os fungos.

Tabela 16- Relacdo entre as variaveis espécie fungica, pH e concentracdo de &cido
acetico na producdo de ocratoxina A, de acordo com a analise de variancia.

Efeitos Valor- p
Fungo <0,001
pH 0,598
Concentracao <0,001
Fungo x pH 0,657
Fungo x concentracéo <0,001
PH x concentracdo 0,289

Fungo x pH x concentragao 0,300
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Nossos resultados sugerem a efetividade do acido acético no controle da
producdo de ocratoxina A, quando utilizado em concentragdo proxima da CIM, no
entanto quando utilizado em concentragcGes muito abaixo da CIM, o acido acético ndo
tem influéncia na producdo de ocratoxina A. Da mesma forma que para o acido citrico

nao foram achados estudos semelhantes.

5.3.4 Acido sérbico

No caso do acido sorbico as concentragdes inibitorias determinadas no meio de
cultura YES foram menores que as determinadas no meio de cultura base (Item 5.1.1.3),
isso unicamente para o fungo A. carbonarius. Acredita-se que isso possa ser atribuido
aos requerimentos nutricionais do fungo A. carbonarius, visto que o meio de cultura
YES é mais rico em nutrientes que o meio base utilizado, o que pode interferir com
processos metabolicos e elevar a resisténcia desta espécie ao acido sérbico. Os valores

obtidos s&o apresentados na Tabela 17.

Tabela 17- Concentracdo inibitoria, de &cido sorbico, para os fungos Aspergillus
carbonarius e Aspergillus niger quando cultivados em meio de cultura YES.

Fungo pH Concentracao inibitéria (mM)
4,50 4,0
A. carbonarius (ITAL 792cc)
5,00 8,0
4,50 8,0
A. niger (ITAL 331F)
5,00 16

Uma vez obtidas as CI foram selecionadas para as analises de ocratoxina A as
culturas provenientes dos tubos contendo 25 e 50 % da CI para cada um dos isolados.
Tendo sido para A. carbonarius no pH 4,5 Clgy, = controle; Clysy,= 1 mM e Clsgy=2
mM e no pH 5 Clgy,= controle; Clzse,= 2 mM e Clso,=4 mMM. E para A. niger No pH 4,5
Cloo= controle; Clyse,= 2 MM e Clso,=4 mM e no pH 5 Clgy= controle; Clzsy,=4 mM e
Clsp0=8 mM.
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Figura 10. Producdo de ocratoxina A em mg/L pelo fungo A. niger (ITAL 792cc),
quando adicionadas concentracdes mais baixas que a concentracdo inibitoria de acido
sorbico nos pHs 4,50 e 5,00.

A.niger ITAL 331cc
(Acido S6rbico)
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Figura 11. Producdo de ocratoxina A em mg/L pelo fungo A. niger (ITAL 331F),
quando adicionadas concentra¢fes mais baixas que a concentracdo inibitoria de cido
sorbico, nos pHs 4,50 e 5,00.
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Em contraste com os resultados obtidos no &cido acético, neste caso os valores
maximos de produgdo de ocratoxina A ndo foram dados pelos controles, mas obtidos
quando utilizado 25% da Cl de acido soérbico, isto aconteceu para ambos isolados
(Figura 10 e 11). Porém, sé para o fungo A. carbonarius a producdo de ocratoxina A

diferiu significativamente apenas no pH=5,0.

Tabela 18- Relacdo entre as varidveis espécie fungica, pH e concentracdo de acido
sorbico na producao de ocratoxina A, de acordo com a analise de variancia.

Efeitos Valor- p
Fungo <0,001
pH <0,001
Concentracao <0,001
Fungo x pH <0,001
Fungo x concentracéo <0,001
pH X concentracdo 0,005
Fungo x pH x concentragao 0,005

Houve significancia estatistica de todos os efeitos quanto ao &cido sorbico.
Como houve efeito triplo (p=0,005), este ¢ o mais importante de ser interpretado o que
demonstra a grande necessidade de analisar o pH do alimento onde sera utilizado o
acido sorbico, o tipo de contaminacdo inicial e as CIM necessarias para controlar o tipo
de contaminag&o presente (Tabela 18).

Gareis et al. (1984) encontraram resultados similares quando aplicaram sub-
dosagens de acido sérbico para controlar o crescimento de isolados dos fungos A. flavus
e Fusarium acuminatum, produtores de Aflatoxina B; e Toxina T2 respectivamente.
Neste estudo sempre a maior producdo de ambas as toxinas foi detectada ao serem
aplicadas sub-dosagens de &cido sorbico, quando comparadas com o controle (com
valores até 9 vezes maiores em alguns casos). Isto foi atribuido ao mecanismo de acéo
do acido sorbico, ja& que este pode afetar o ciclo dos acidos tricarboxilicos e
conseqiientemente elevar dentro a célula fingica os niveis de acetilcoenzima A, um
substrato essencial na biossintese de aflatoxina B, e Toxina T2.

No estudo de Gareis et al. (1984) néo foi considerado o pH do meio de cultura e
tampouco as concentragdes de acido ndo dissociado, 0 que nos impossibilita de fazer

comparacg0es adicionais com os dados obtidos em nossos experimentos.
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Em outros estudos com varias cepas Penicillium verrucosum produtoras de
ocratoxina A, Arroyo et al. (2005) determinaram que as sub-dosagens de conservantes
como o sorbato de potéssio e o propionato de célcio (12,70mM no pH 6,00) poderiam
estimular a producdo de ocratoxina; eles também encontraram uma interacdo altamente
significativa entre a concentracdo do acido (sub-dosagem), o pH e a atividade de agua
do meio.

Os autores antes mencionados alertaram do perigo de diminuir as quantidades
destes conservantes na fabricacao de produtos de umidade intermediaria (Aw 0,93) e pH
altos, referindo-se especificamente aos produtos de panificacdo, fato que os dados
observados em nossos experimentos também corroboram.

A bibliografia consultada e os resultados de nossos experimentos nos permitem
inferir que € indiscutivel a eficiéncia do acido sérbico e dos seus sais como antiflngico
(Straford et al., 2009; Huang et al., 2010). Com os resultados obtidos em nossos
experimentos previamente relatados foi possivel calcular as CIM de &cido sérbico, as
quais indicam que serd necessario aplicar dosagens deste conservante entre 4,50-
7,50mM em alimentos com pH 4,50; valores entre 8,00-13,3mM em pH 5,00; entre
19,0-32,0mM em pH 5,5; e no pH 6 serdo necessarias 51 a 85,7mM para o controle de
todas as espécies utilizadas neste estudo (Tabela 13).

Segundo a legislacdo brasileira os valores maximos recomendados de uso do
acido sérbico varia dentre os 100 e os 6000 mg/Kg ou mg/L (Tabela 1), o que
representa cerca de 0,89 e 53,4 mM, respectivamente. Estes valores dependerdo do tipo
de alimento, sendo os valores mais baixos recomendados pela legislacdo os para
xaropes, refrigerantes, vinhos e sidras, os intermediérios correspondem aos produtos de
panificacdo, margarina e queijos, além de outros produtos similares a estes em valores
de 1000 mg/kg (8,9mM) e 2000 mg/kg (17,8mM) para as massas semi-prontas e queijo
ralado; ja o valor maximo recomendado € exclusivamente para uso em proteina
texturizada de soja com 6000 mg/kg (53,4 mM).

Também foi encontrada uma pesquisa que investigou as doses de acido sérbico
rotineiramente empregadas pela industria alimenticia em véarios alimentos. Os
pesquisadores concluiram que a utilizagdo de sorbatos é consideravelmente menor que o
nivel maximo permitido pela legislacdo, com valores em queijos de 3,34-12,0mM,
iogurte 1,12-1,89mM, e em margarina de niveis ndo detectados até 7,14mM (TFOUNI;
TOLEDO, 2002). Sendo assim, quando comparamos os valores de CIM de acido

sorbico para os fungos estudados, os valores recomendados pela legislacdo e o que
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verdadeiramente é aplicado pela industria em alguns alimentos, é possivel observar que
este &cido é utilizado em alguns casos em concentragdes bastante baixas.

Considerando o estimulo na producdo de ocratoxina A observado em nossos
experimentos quando usadas concentrac@es de acido sorbico menores as CIM, existem
grandes indicios que o uso inadequado destes conservantes pode colocar em risco a
salde dos consumidores, dado que aplicacdo de concentracBes inadequadas
especificamente sub-letais podem induzir a tolerancia estimulando o crescimento
(MARIN et al., 2003) e a producdo de toxinas (ARROYO et al., 2005), portanto as
quantidades deste acido utilizadas nos alimentos deverdo ser calculadas com muita
cautela para garantir inocuidade dos alimentos.

Estudos mais avangados referente ao tema foram feitos por Schmidt-Heydt et al.
(2007) os quais determinaram que a biossintese de ocratoxina A em espécies de
Penicillium verrucosum ¢ influenciada principalmente por duas condigdes: uso de
concentragcdes sub-letais de sorbato de potéssio e atividade de &gua intermediaria do
meio. Estes pesquisadores também sugeriram a existéncia de dois tipos de reguladores
genéticos de ocratoxina A, um que seria ativado em condi¢fes normais e outro que seria
ativado em condicdes de estresse, como as anteriormente mencionadas.

Podemos sugerir que existiria a necessidade de estabelecer dentro da legislacao
uma variacdo de concentracbes minimas e maximas a serem aplicadas, quando for o
caso, dado gque ao se estabelecer somente um valor maximo possibilitaria a inddstria a
utilizar valores mais baixos aos efetivos o que constitui um possivel risco para o
desenvolvimento fungico e sintese de toxinas. Porém, mais estudos deverdo ser feitos
visto que as analises conduzidas em nossos experimentos consideraram principalmente
0 pH como unico fator potencializador do efeito antifungico e na pratica da conservagédo
de alimentos sdo utilizados uma ampla variedade de parametros paralelos que poderdo

influenciar sobre a efetividade deste acido no controle microbiano.
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6. CONCLUSAO

Com o desenvolvimento desta pesquisa foi possivel observar que a
suscetibilidade dos Aspergillus spp. avaliados é variavel conforme o &cido organico
aplicado e sofre forte influéncia do pH do meio. Observou-se também a existéncia de
diferencas quanto a influéncia dos &cidos organicos testados sobre a produgdo de
ocratoxina A.

A suscetibilidade dos isolados aos acidos organicos ndo foi correlacionada com
0 género ou com a sessdo na qual os mesmos estdo alocados, mas o comportamento
parece ser 0 mesmo dentro de uma mesma especie.

As espécies A. carbonarius, A. flavus e A. parasiticus foram as mais sensiveis
aos efeitos tanto do acido acético quanto do acido sorbico, embora as concentracdes
inibitorias do &cido sorbico tenham sido consideravelmente inferiores.

As concentracfes inibitorias para todas as espécies avaliadas frente aos 4cidos
acético e sorbico estiveram diretamente relacionadas ao pH, sendo que a cada
acréscimo de 0,5 no valor de pH faz-se necessario dobrar as concentracdes de cada
acido para que se obtenha a inibicdo do crescimento fungico.

O comportamento dos isolados Aspergillus de frente ao &cido citrico diferiu dos
demais &cidos organicos testados, sendo que seu poder antifungico tende a ser maior em
valores mais altos de pH.

A. flavus e A. luchuensis apresentaram maior tolerancia ao acido citrico e foram
necessarias quantidades altas deste &cido para provocar a inibicdo de todos os fungos
testados. O &cido citrico apresenta, portanto, acao antifngica limitada.

Para os acidos acético e citrico foi observado um padrédo de reducdo gradativa da
producdo de ocratoxina A pelo A. carbonarius quanto mais préxima a concentracdo do
acido estivesse da concentracdo inibitoria quando comparado com o controle sem
presenca de acido, independente do pH.

Para A. niger a reducdo da producgdo da ocratoxina A em presenca acido acético
somente foi significativa quando aplicada 50% da concentracdo inibitoria. J& para &cido
citrico a reducdo foi significativa em ambas as doses testadas, quando comparado com o

controle sem presenca de acido, independente do pH.
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Com relagdo ao &cido sorbico, houve estimulo significativo a producéo de
ocratoxina A pelo A. carbonarius em presenca de acido sérbico em pH 5.00. J& no pH
4.50 a producéo foi estatisticamente similar a encontrada no controle sem presenca do
acido.

Houve um acréscimo significativo na quantidade de ocratoxina A produzida por
A. niger quando em presenca de 25% da concentragdo inibitoria de &cido sorbico,

independente do pH.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Os é&cidos sorbico e acido acetico representam uma boa alternativa para o
controle da deterioracdo fangica de alimentos. Por serem mais efetivos em valores
baixos de pH, se forem utilizados em alimentos com essas carateristicas de pH, as
ConcentracOes a serem adicionadas serdo consideravelmente menores, aconselhando-se
calcular a dose a ser aplicada com base no pH do substrato. Esta atitude pode reduzir a
quantidade do conservante a ser aplicada nos alimentos, o que atinge os interesses da
populacéo e contribui para a reducdo dos gastos das industrias alimenticias. Cuidados
também precisam ser tomados com o uso de doses que sejam efetivas no controle do
crescimento flngico, uma vez que o uso de subdosagens podera, no caso do &cido
sorbico, estimular a producéo de ocratoxina A.
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