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RESUMO - Nos ultimos anos, a formac¢ao de biofilmes fingicos tem despertado interesse cientifico,
contudo os dados na 4area de alimentos ainda sdo limitados. O biofilme pode favorecer a
sobrevivéncia e propagagcdo de fungos filamentosos, impactando a industria alimenticia ao
contaminar o ar, superficies e alimentos. Esses fungos podem se estabelecer em ambientes de
processamento e maturagdo, aumentando o risco de contaminagdo e recontaminagdo. Este estudo
avaliou qualitativamente a formacdo de biofilme por Aspergillus westerdijkiae isolado de salame
deteriorado. Os ensaios foram conduzidos em microplacas de 96 pogos, utilizando meios de cultura
com diferentes formulagdes de peptona e quatro variagdes de agucares. De modo geral, a cepa
apresentou alta capacidade de formacao de biofilme em todos os meios testados, com destaque para
0 agucar glicose.
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ABSTRACT - In recent years, fungal biofilm formation has gained significant scientific interest;
however, data in the food sector remain limited. Biofilms can enhance the survival and dissemination
of filamentous fungi, impacting the food industry by contaminating air, surfaces, and food products.
These fungi can colonize processing and maturation environments, increasing the risk of
contamination and recontamination. This study qualitatively evaluated the biofilm-forming ability of
Aspergillus westerdijkiae isolated from spoiled salami. The assays were conducted in 96-well
microtiter plates using culture media with different peptone formulations and four sugar variations.
Overall, the strain exhibited a high biofilm formation capacity in all tested media, with glucose
showing the most significant effect.
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1. INTRODUCAO

A contaminag¢do de alimentos por fungos filamentosos pode ocorrer em diferentes fases do
processamento, abrangendo desde o ambiente de producgdo até o armazenamento e comercializagao
(Garcia; Bernardi; Copetti, 2019). Os conidios desses fungos podem ser introduzidos no ambiente de

processamento por meio de matérias-primas, ingredientes, embalagens e equipamentos. Uma vez no
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local, os esporos dispersos pelo ar ou aderidos as superficies podem entrar em contato com 0s

alimentos processados, comprometendo sua qualidade (Bernardi et al., 2019).

Produtos mais suscetiveis a contaminagdo por fungos, como paes, queijos e carnes
processadas, sofrem deterioragdo principalmente devido a disseminag¢do de esporos no ambiente.
Quando encontram condi¢des favoraveis, como temperatura adequada, niveis apropriados de
atividade de dgua (aw) e pH especifico, esses esporos germinam e se multiplicam. Esse processo leva
a formagao de micélio visivel, resultando em mudancas sensoriais € comprometendo a qualidade do
alimento (Pitt e Hocking, 2009; Garnier et al., 2017). Os géneros Penicillium e Aspergillus sao
frequentemente encontrados em produtos carneos curados.

O crescimento de fungos indesejaveis pode gerar prejuizos financeiros para os produtores,
elevando tanto as perdas quanto os custos de producdo. Além do aspecto deteriorativo muitas espécies
de fungos, ao colonizar os alimentos podem produzir micotoxinas (Pitt e Hocking, 2012), dentre elas,
Aspergillus westerdijkiae que tem a capacidade de produzir micotoxinas, como a ocratoxina A
(Toscani et al., 2007).

Além disso, os fungos filamentosos também sdo potenciais formadores de biofilme, que sdo
frequentemente conceituados como comunidades microbianas complexas cercadas por uma matriz
extracelular autoproduzida que adere fortemente a superficies bidticas ou abioticas (Oliveira;
Brugnera; Piccoli, 2010; Hobley et al., 2015; Gilmore et al., 2018). Essa conformacdo confere
resisténcia aos fungos e dificulta sua inativagdo (Harding et al., 2009). Esses fungos, portanto, podem
se adaptar e crescer em diferentes superficies (Kasnowski et al., 2010), um fendmeno ainda pouco
estudado e com dados limitados na literatura.

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar qualitativamente a capacidade de formagao
de biofilme por Aspergillus westerdijkiae isolado de produto carneo deteriorado (salame) em
diferentes formulagdes de peptona e somada com variagdes de quatro acucares, glicose sacarose,
maltose e lactose, simulando a matéria organica presente em forma residual na industria de alimentos

o que auxiliaria ou ndo na adesao e formagao de biofilme pelo fungo.

2. MATERIAL E METODOS

Para realizacdo do ensaio foi utilizada a cepa fungica de 4. westerdijkiae (LAMA SLM 09/17)
isolada de produto carneo deteriorado (salame) e que faz parte da colecdo fingica do Laboratério de
Andlises Micologicas de Alimentos (LAMA) da Universidade Federal de Santa Maria.

Para o preparo do indculo inicial, a cepa foi cultiva em tubos de ensaio contendo meio em

rampa de Agar Extrato de Malte (MEA) com incubagdo prévia a 25 °C por sete dias. Posteriormente
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a isso foi realizada a lavagem do micélio e feita a padronizag¢ao dos esporos em camara de Neubauer

e ajustada para a quantidade final de 1,5x10° conidios/mL.

A avaliacdo qualitativa da capacidade de formagdo de biofilme foi realizada em microplacas
de microtitulagdo de poliestireno de 96 pocos as quais foram adicionadas de 100 pL. de meio de
cultura com diferentes formulagdes de peptona somada com variagcdes de quatro agticares: glicose,
sacarose, maltose e lactose. Posteriormente foi adicionado 100 uL do indculo fingico padronizado.
O controle negativo foi realizado somente com a adi¢ao de 200 pL. dos meios de cultura, sem o fungo.
Em seguida as placas foram incubadas em temperatura de 26 °C e a leitura foi realizada em 48 horas.

Decorrido esse periodo, as placas foram entdo lavadas trés vezes com 200 puL de solugdo
tampao fosfato-salino (PBS), seguidas de 1 minuto de incubacdo a temperatura ambiente.
Posteriormente, as estruturas de biofilme foram coradas com 100 pl de solugdo de Safranina 0,5%
por 15 minutos que permite a identificacdo e semi-quantificacdo de componentes da matriz
extracelular (Aragjo, 2019; Doll et al., 2016). Ap6s, foram realizadas sucessivas lavagens com adgua
destilada estéril até o sobrenadante ficar translucido e o resultado foi entdo observado de forma visual
a olho nu pela permanéncia (adesdo) da cor vermelha no fundo da microplaca, indicando a possivel

formagao de biofilme.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da permanéncia da cor vermelha poder ser observado na figura abaixo (Figura
1).

Figura 1 — Resultado visual da intensidade de formagdo de biofilme por A. westerdijkiae (LAMA
SLM 09/17) apds o ensaio.
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Além disso, a partir dos resultados foi elaborado um heatmap (Figura 2) comparando os

resultados encontrados com a escala de intensidade de cores e cruzes para comparagdo qualitativa da

formagdo de biofilmes fungicos proposta por Ledes, 2024.

Figura 2 — Heatmap da intensidade de formacdo de biofilme por A. westerdijkiae (LAMA SLM
09/17).
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Nos resultados da andlise qualitativa e em comparagdo com a escala de intensidade observou-
se que a cepa avaliada de A. westerdijkiae demonstrou uma grande capacidade de produzir biofilme
no tempo e na temperatura de incubagdo empregados.

Da mesma forma, o fungo teve uma boa producao de biofilme em todos os agucares avaliados
com pequenas evidéncias de diferencas de intensidade em algumas situacdes, e a glicose foi o agucar
que mais se destacou na intensidade de producdo de biofilme pela cepa avaliada na maioria das
variagoes de concentragdo. Além disso, observou-se que nas maiores concentragdes de peptona houve
uma maior intensidade de formacao de biofilme.

Esses dados corroboram com estudo realizado por Ledes (2024) que utilizou meios de cultivo
distintos, porém que demonstraram que cepas de A. westerdijkiae e Aspergillus ochraceus isoladas
de produtos carneos deteriorados e avaliadas no estudo conduzido foram capazes de formar intensa
biomassa de biofilme nas diferentes temperaturas (10, 20 e 25 °C) a partir de 24 horas.

A espécie A. westerdijkiae possui taxas de crescimento levemente mais rapidas 25 °C e sem
crescimento a 5 °C e ndo apresenta crescimento a 37 °C (Pitt e Hocking, 2012). Além disso, estudos
demonstraram que em niveis elevados de atividade de 4gua foi possivel observar crescimento a 10°C
(Ramos et al., 1998). Portanto, na temperatura avaliada de 26 °C ja se pressupunha que teria um bom

crescimento, o que foi comprovado com o presente estudo.
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Sendo assim, o desenvolvimento ¢ intensa formagao de biofilme na variagdo de aglcares e

peptona avaliados nos faz pensar que, relacionando com falhas no processo de higienizacdo na
industria de alimentos somado com doses subletais de agentes sanitizantes favoreceria a adesdo e
posterior formacdo de biofilmes fungicos e tornaria o processo de controle da seguranca

microbioldgica de alimentos ainda mais arduo.

4.CONCLUSOES

A cepa de Aspergillus westerdijkiae demonstrou uma forte capacidade de formagdo de
biofilme nas condigdes experimentais estabelecidas neste estudo. Dentre os agucares testados, a
glicose se destacou como o principal responsavel pela maior intensidade na formacao de biofilme,
seguido por concentragdes mais elevadas de peptona, que também favoreceram significativamente o
processo. Esses resultados ressaltam a necessidade crucial de um controle rigoroso sobre os residuos
de material organico presentes nas superficies e equipamentos na induastria de alimentos. Tal controle
¢ essencial para prevenir a adesdo e a subsequente formacao de biofilme por fungos patogénicos ou

deteriorantes, minimizando riscos a seguranca de alimentos e a qualidade dos produtos.
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