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RESUMO

As quitinases podem ser utilizadas como agente®nivole de fitopatégenos. O crescimento
indesejado de fungos na superficie de salames grande desafio para as industrias de alimentos,
pois acarretam na baixa qualidade do produto. Nesietexto, o objetivo do presente trabalho foi
avaliar a agdo, in vitro, da quitinase comercial nontrole de fungos. Os micro-organismos foram
isolados de salame produzidos em um frigorificasdimos localizado no Alto Uruguai Galcho. A
concentracdo minima inibitéria foi determinada ensteana de micro diluicdo seriada, com
concentracbes de enzima entre 0 e 50%. Os micrarsmos isolados foranfPenicillium e
Aspergillussp.. A quitinase comercial apresentou capacidadeetirdar o crescimento dos fungos
filamentosos sendo mais eficiente em maiores ctiagées de enzima (50 e 40%) e menor
concentracdo inicial de fungo (1@sporos/mL). Sendo que o seu efeito com o passahaoras
diminui conforme o crescimento fungico aumenta.

Palavras-chave: concentracao inibitéria minimarsal micro-organismos.
INTRODUCAO

As quitinases sdo encontradas em fungos, levedbeatérias, plantas, insetos, e
crustaceos e possuem diferentes funcdes em divergasismos. A parede celular fungica é
composta por quitingi-glucanas e mananaSEVIOUR et al, 1992) A quitina € o maior
componente estrutural da parede celular da malosaungos, sendo, susceptivel a inUmeras
espécies de bactérias, actinomicetos e fungos gdenp agir como antagonistas devido a
producdo de enzimas quitinoliticas (SAHAI, 19933. quitinases possuem uma dupla fungéo
durante a colonizacdo dos fungos (COLLIN@Eal, 1993). Apresentam a capacidade de
ataque direto a parede celular dos fungos, estamitpwlo a libertacdo de oligo-N-
acetilglucosaminas que funcionam como eliciadomesativacdo de respostas relacionadas
com a defesa em células de plantas (GOEELL, 2006).

O crescimento indesejado de fungos na superficgaldenes € um grande desafio para
as industrias de alimentos, visto que, limitamogdrde massa entre o produto e a sala de
cura. Com a reducdo da saida de agua o produtordems para atingir os limites de
atividade de &gua estipulados. A presenca de neofmnsequéncia natural do seu processo
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tecnoldgico de fabricacdo (BRASIL, 2000). Nestetertv, 0 objetivo do
presente trabalho foi avaliar a a¢éo,vitro, da quitinase comercial no controle de fungos
isolados da superficie de salame.

MATERIAL E METODOS

Os fungos filamentosos foram isolados de amosteasathme de um frigorifico de
abate e industrializacdo de suinos localizado o BWruguai Gaucho pela técnica sl@ab
(SWAB RAPIDO 3M - 6432-6433) e identificados petarica de micro cultivo.

Os esporos dos fungos foram produzidos em frasdesrieyer de 250 mL contendo
50 mL de meio PDA. O meio foi esterilizado a 12ti@ante 15 minutos. Apos resfriar o
meio (45°C), inoculou-se em superficie os fungosylbou-se por 7 dias a 28 °C até completa
esporulacéo.

Os esporos foram recuperados da superficie do atdibando-se 30 mL de agua
destilada estéril contendo 0,2% de Tween 80 e adeqmorcelana (COSTA, 1996; PRADO,
2002). A solugao adicionada sobre os esporos faoitidea sob agitacdo por 15 minutos. A
suspensao obtida foi conservada a 4°C por atéa30 di

A quitinase (Sigma) foi diluida em tampéo acetat sbdio 50 mM pH 6,0 a
concentracdo de 1% (m/MEm seguida foi realizada a avaliagdo da acdo dingse no
controle dos fungos utilizando o método da conegaty inibitoria minima (CIM). Onde foi
realizado em sistema de micro diluicdo seriadalugcélo da enzima variou entre O (controle
negativo) e 50% de enzima (com oito repeticbesadia concentracdo e cada tempo). Cada
diluicdo recebeu 200pL de indculo nas concentratbes 10 esporos/mL. As microplacas
foram incubadas a 25°C por até 115 horas. Parmawatrescimento (densidade 6tica) e para
determinar a CIM da enzima sobre o fungo, real®a: leitura da microplaca, utilizando-se
o leitor automatico de microplacas (Bio-Tec Instemts Inc., modelo EL800), acoplado em
computador com programa Kcjunior, com comprimergamdda pré-selecionado de 490 nm.
A inibicdo do crescimento foi determinada pela rdifca entre as leituras realizadas nos
diferentes tempos e 0 horas.

A andlise estatistica de comparacdo de médiasgvatar o efeito antifUngico dos
dados das analis@svitro, realizou-se através do Teste de Tukey com 95%nieanica.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os micro-organismos isolados da superficie do poodearneo curado foram
Penicillium nalgiovensee Aspergillussp. Cada um deles apresenta coloragédo e aspectos
particulares, dPeniccilium nalgiovens€ um fungo de coloracdo branca aspergido sob as
pecas de salame éAspergillussp. possui coloracdo preta.

Castroet al. (2000) relata a presenca da cultstarter do Peniccilium nalgiovense
como sendo a responsavel pelas mudancas ocoradasturacdo do produto e ele atua no
bio-controle de fungos filamentosos de contaminagdtoral em camaras de maturacdo de
salames, as quais encontram-se a temperatura @& d830-60% de umidade relativa,
apresentando desenvolvimento rapido e colonizag@segcompleta das pecas de salame.
Assim considera-se que pelo risco envolvido na ygadd de micotoxinas por fungos
filamentosos contaminantes a utilizacdo da culstaster se justifica pelo fator de protecéo
gue oferece.
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A presenca dos fungos filamentos contaminantes prabiema para a
industria, pois além de poderem ser produtoresxiads, dificultam a desidratacdo e ainda o
fungo de coloracéo preta causa o aparecimentoifii@as na tripa (MATOS, 2009; TERRA,
1998).
As Tabelas 1 e 2 apresentam a acdo da quitinage sobrescimento celular do
Penicillium nalgiovense Aspergillussp.na concentracio %®10 esporos/mL.

Tabela 1: A¢éo da quitinase sobre o crescimento celuld@dcillium nalgiovense

Tempo(h)
Concentragao 24 48 72 96 115
10°esporos/mL
50% <0,0°+0,01 <0,01°+0,01  0,28°+0,05 0,428 + 0,05 0,84 + 0,03
40% <0,0°+0,01 <0,01°+0,01  0,28°+0,05 0,48 +0,04 0,84 + 0,03
30% <0,0°+0,01 <0,01°+0,01 0,18+0,01 0,48 +0,09 0,92+ 0,02
20% <0,0P+0,010  0,11°+0,02 0,17+ 0,03 0,48 +0,05 0,98%+0,01
0 <0,0F+0,00  0,13°+0,02 0,31+ 0,06 0,78%+0,03 0,98+ 0,01
10° esporos/mL
50% <0,0°+0,01 <0,0°+0,01 0,22°+0,02 0,41 + 0,02 0,66" + 0,06
40% <0,0°+0,01 <0,08°+0,01 0,28°+0,06 0,4¥%+0,06 0,66" + 0,02
30% <0,0°+0,01 <0,08°+0,01 0,28°+0,06 0,5%3%+0,06 0,7 +0,03
20% <0,0°+0,01 <0,0°+0,01 0,27 +0,04 0,58 +0,04 0,88" + 0,04
0 <0,0”°+0,01 <0,0?+0,01  0,48+0,03 1,0?°+ 0,03 1,38"+ 0,03

Médias seguidas de mesmas letras minisculas nasasot mailsculas nas linhas néo diferem signifaraente pelo teste
de Tukey com 95% de confianca.

Conforme a Tabela 1, verifica-se que as conceigsage enzima retardaram o
crescimento celular tanto com inéculo inicial dé €¢6mo 18 esporos/mL, havendo diferenca

significativa entre as concentracdes de enzimaantiole a partir de 72 h de incubagéo.

Tabela 2: A¢édo da quitinase sobre o crescimento celulaksgjzergillussp..

Tempo(h)
Concentragao 24 48 72 96 115
10°esporos/mL
50% <0,0°+0,01 0,1%¥+0,01 0,51 + 0,09 0,92* + 0,07 1,08 + 0,09
40% <0,0FF+0,01 0,12 +0,01 0,68+ 0,06 0,958 + 0,02 1,08 + 0,09
30% <0,0°+0,01 0,18°+0,02 0,78 +0,03 1,08 + 0,04 1,08 + 0,06
20% <0,0°+0,01  0,18°+0,01 0,925 +0,01 1,1+ 0,07 1,19+ 0,09
0 <0,0F°+0,01 0,28 +0,05 1,06° + 0,04 1,28+ 0,08 1,36 + 0,08
10° esporos/mL
50% <0,0F°+0,01 0,3%°+0,05 0,818+ 0,02 0,58 + 0,09 0,67 +0,08
40% <0,0F°+0,01  0,46F +0,03 1,16 + 0,06 0,98" + 0,05 1,08+ 0,09
30% <0,0F°+0,01 0,428 +0,02 1,089 +001  1,084+0,06 1,19+ 0,05
20% <0,0F°+0,01  0,525+0,04 1,194+ 0,02 1,18 + 0,03 1,184+ 0,06
0 <0,0F°+0,01  0,57+0,01 1,28+ 0,01 1,27" + 0,05 1,24" + 0,03

Médias seguidas de mesmas letras minisculas nasasot mailsculas nas linhas néo diferem signifaraente pelo teste
de Tukey com 95% de confianca.
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De acordo com a Tabela 2, o controle do crescimertolar foi
eficiente em todas as concentragdes a partir dedé8hcubacéo, diferindo estatisticamente
em relacdo ao controle. A concentracdo de 20% pdodstrou capacidade de retardar o
crescimento, e em concentracdes maiores a inid@amaior, porém somente até 96h de
incubacéao.

Comparando os resultados verifica-se que a quéimasstrou-se mais eficiente no
controle do fungo contaminant@spergillus sp. em comparacdo com Benicillium
nalgiovense inoculado pelas industrias nas salas de cura,odsimando a potencial
aplicabilidade deste tipo de tratamento para orotentle fungos contaminantes de superficie
de salame.

CONCLUSOES

A quitinase comercial apresentou capacidade dedestao crescimento dos dois
fungos filamentosos isolados da superficie de salgdendo mais eficiente em maiores
concentracdes de enzima (50 e 40%) e menor coacéntmicial de fungo.
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