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RESUMO GERAL

As micotoxinas sdo metabolitos secundarios produzidos por fungos
filamentosos e podem ser encontrados em diferentes produtos agricolas. Entre as
micotoxinas conhecidas atualmente, destaca-se a ocratoxina A, produzida
principalmente por espécies de Aspergillus e Penicillium, que apresenta
propriedades nefrotdxicas, teratogénicas e imunotoxicas o que representa um
sério risco para a salde humana e animal. A sua presenca em qualquer alimento
ou bebida é indesejavel, tanto do ponto de vista da salde quanto
economicamente. Neste trabalho, objetivou-se avaliar a taxa de crescimento e a
producdo de ocratoxina A por Aspegillus carbonarius e Aspergillus ochraceus
em diferentes meios de cultura & base de alimentos e sintético. Foram utilizados
meios de cultura a base de grdos de café beneficiado, trigo e fuba, os quais
foram preparados nas seguintes propor¢des: 30 g de alimento, 20 g de agar e
1000 ml de 4gua, e o meio de cultura sintético: Yeast Extract Sucrose Agar
(YES) e preparados segundo instrucbes da embalagem. A. carbonarius e A.
ochraceus foram inoculados nos quatro meios de culturas e incubados em B.O.D
a 15 °C e 25 °C durante 25 dias. As medicGes dos diametros das col6nias foram
feitas a cada 48 horas para descricdo da taxa de crescimento. O screening inicial
de producdo de OTA foi feito, por meio de Cromatografia de Camada Delgada
(CCD). A quantificacdo de OTA foi feita por meio de Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE) durante trés periodos diferentes (5° 15° e 25° dia). As
medidas de pH foram feitas com fitas de papel quantitativas. A.carbonarius
abaixou drasticamente os valores de pH dos meios testados, chegando ao valor
acido de 2. Todos isolados apresentaram maior taxa de crescimento no meio
YES a 25 °C, entretanto houve crescimento em todos 0os meios de cultura nas
duas temperaturas testadas. O meio de cultura que levou a uma menor taxa de
crescimento foi 0 meio a base de milho. O meio que mais induziu a producéo de
OTA foi YES. Em meios de cultura & base de alimentos os isolados de A.
ochraceus produziram baixas quantidades de OTA, chegando ao maximo de
0,39ug/g. Entretanto, os isolados de A. carbonarius, produziram quantidades
bem maiores, destacando-se os isolados CDCA0126 que produziram 29,83ug/g
a 15° em YES, 13,06 em meio a base de trigo a 15 °C e o isolado CDCA0169
produziu 8,3ug/g em meio de café a 15 °C. E o isolado CDCA0126 produziu
5,07 pg/g em meio de café a 25 °C. Portanto, foi possivel concluir que diferentes
condi¢bes de temperatura, tempo de incubagdo e tipo de substrato podem
influenciar o crescimento fangico, como a producdo de ocratoxina A, e que
conhecendo as condicdes favoraveis e desfavoraveis para a sintese de OTA é
possivel minimizar as possibilidades de contaminacdo dos alimentos.

Palavras-chave: Micotoxina. Fungos. Alimentos.



GENERAL ABSTRACT

Mycotoxins are secondary metabolites produced by different
filamentous fungiand can be found in different agricultural products. Among the
currently known mycotoxins, the ochratoxin A stands out, produced mainly by
species of Aspergillus and Penicillium, which has nephrotoxic, teratogenic and
immunotoxic properties representing a serious risk to human and animal health.
Their presence in any food or beverage is undesirable from an economic and
health point of view. The objective of this study was to evaluate the growth rate
and production of ochratoxin A by Aspergillus carbonarius and Aspergillus
ochraceus in different synthetic and food-based culture media. Culture media
based on green coffee beans and, wheat and corn meal were used, which were
prepared in the following proportions : 30 g of feed, 20 g of agar and 1000 ml of
water, and the synthetic culture medium: Yeast Extract Sucrose Agar(YES)
prepared according to package directions. A. ochraceus and A. carbonarius were
inoculated in the four culture media and incubated in a chamber at 15 °C and
25 °C for 25 days. The colony diameter measurements were taken every 48
hours for growth rate description. The initial screening of OTA production was
done through Layer Chromatography (TLC). Quantification of OTA was
performed by High Performance Liquid Chromatography (HPLC) for three
different periods (5th to 15th and 25th day). The pH measurements were
performed by Quantitative test strips. A. carbonarius dramatically lowered the
pH of the media tested, reaching the acid value of 2. All isolates showed a
higher growth rate in YES medium at 25 °C, however, there was growth in all
culture media at both temperatures. The culture medium leading to the lowest
growth rate was the corn based medium. The medium that most induced the
production of OTA was YES. In culture media based on the food isolates, A.
ochraceus produced low amounts of OTA, reaching a maximum of 0.39 mg/g .
However, isolates of A. carbonarius produced a much higher amount,
highlighting the CDCAO0126 isolates that produced 29.83 mg/g at 15° in YES,
13.06 in the wheat based at 15 °C and isolate CDCAQ0169 that produced 8.3ug/g
in the coffee medium at 15 °C. Isolate CDCA0126 produced 5.07 mg/g in the
coffee medium at 25 ° C. Therefore, we conclude that different conditions of
temperature, incubation time and substrate type can influence fungal growth, as
the production of ochratoxin A, and that knowing the favorable and unfavorable
conditions for the synthesis of OTA, it is possible to minimize the chances of
food contamination.

Keywords: Mycotoxin. Fungi. Food.
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CAPITULO 1 Introdugéo Geral

1 INTRODUCAO

As micotoxinas sdo produtos do metabolismo secundario de algumas
espécies de fungos filamentosos e tém atraido as aten¢Ges mundiais pelos seus
efeitos toxicos em humanos e animais. Sua diversidade estrutural acarreta em
um complexo diagnéstico dos seus impactos na salde publica, além do eminente
risco econdmico de alimentos contaminados para os produtores em geral, pois,
cerca de 25% dos produtos agricolas, estdo contaminados por micotoxinas. Estas
podem ser encontradas em varios alimentos como: cereais, milho, frutas secas,
frutas, sementes oleaginosas e especiarias, mas também em produtos de origem
animal como o leite, ovos e carne, em razdo da sua capacidade de permanecer ao
longo da cadeia alimentar.

A Ocratoxina A (OTA) é uma micotoxina produzida por diversas
espécies de fungos filamentosos, especialmente dos géneros Aspergillus e
Penicillium que sdo muito difundidos em diferentes produtos agricolas, e tém
uma importante peculiaridade que € resisténcia a altas temperaturas durante seu
processamento. Dentre as ocratoxinas a OTA é mais potente e mais relevante no
aspecto nocivo a salde, isso se deve as suas propriedades carcinogénicas,
nefrotoxicas, teratogénicas, imunotéxicas e neurotoxicas.

Apesar dos aprimoramentos nas técnicas de producdo e de
armazenagem, nao é possivel impedir completamente o desenvolvimento
fangico nos alimentos, consequentemente, a ocratoxina A ndo pode ser
totalmente eliminada. Portanto, devem ser fixados limites tdo baixos quanto
razoaveis, determinados por 6rgdos responsaveis, para que os alimentos possam

ser consumidos com baixo risco a saude.
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O crescimento fangico e subsequente producao de OTA estdo ligados a
diversos fatores, os quais incluem a temperatura, umidade durante a colheita, a
secagem, atividade de agua do alimento e 0 armazenamento dos produtos.

Os métodos de analise, cada dia mais, tém demonstrado agilidade e
eficicia nos resultados, ndo s6 em alimentos e produtos animais, como também
preparados laboratoriais como meios de cultura a base de alimentos utilizados
para crescimento de fungos ocratoxigénicos, 0s quais podem ser cultivados em
condigdes fisicas e quimicas extremamente controladas.

No Brasil, ha necessidade de mais estudos sobre a producdo de
ocratoxina A em alimentos, principalmente em grdos, nos quais os fungos
apresentam alta taxa de crescimento e potencial producdo de OTA, em
decorréncia dos fatores favoraveis como a atividade de agua reduzida.

Os estudos sobre producdo de micotoxinas por espécies ocratoxigénicas
em meios de cultura baseada em alimentos podem ajudar a estimar a quantidade
de OTA em alimentos em condi¢cBes ambientais favoraveis aos fungos. Dessa
forma, neste trabalho, objetivou-se estudar o crescimento e producdo de OTA
pelas espécies Aspergillus carbonarius e Aspergillus ochraceus nos meios de
cultura a base de graos de café beneficiado, trigo, milho e um meio de cultura
padréo sintético: Yeast Extract Sucrose Agar (YES).

A dissertacdo apresenta-se dividida em dois capitulos, sendo o Capitulo
1 uma revisdo bibliografica, na qual, sdo abordados os seguintes temas:
Importancia de fungos toxigénicos em alimentos; Fatores envolvidos no
desenvolvimento de fungos toxigénicos em alimentos; Micotoxinas, Ocratoxina
A em alimentos e bebidas; Ocratoxina em milho; Ocratoxina em trigo;
Ocratoxina em café e Técnicas de estudo do desenvolvimento de fungos
toxigénicos e producdo de ocratoxina.

No Capitulo 2, avalia-se o crescimento fangico e a quantificacdo de

ocratoxina A por Aspegillus carbonarius e Aspergillus ochraceus em diferentes
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meios de cultura a base de grdos de café beneficiado, trigo, milho e um meio de
cultura padrdo sintético: Yeast Extract Sucrose Agar (YES), em detrimento do

tempo e temperatura.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importancias de fungos toxigénicos em alimentos

Existem mais de 80 espécies micotoxigénicas, que podem produzir mais
de 300 diferentes estruturas de micotoxinas, sendo que algumas espécies sdo
capazes de produzir mais de um tipo e podem ser encontradas simultaneamente
em um unico produto (CARDOSO FILHO, 2012).

O crescimento de fungos filamentosos nos alimentos pode resultar na
producdo de micotoxinas, que podem causar uma variedade de efeitos adversos,
em seres humanos, a partir de respostas alérgicas, de imunossupressdo e cancer
(ZAIN, 2011). De acordo com Smith et al. (2006), cinco grupos de micotoxinas
sdo importantes para a salde humana em todo o mundo: ocratoxina A,
aflatoxinas, fumonisinas, certos tricotecenos e zearalenona.

Essas toxinas sdo produzidas por apenas um pequeno numero de
espécies de fungos, em uma gama limitada de produtos. A ocratoxina A é uma
toxina cancerigena, e pode causar cancer do trato urinario e renal. Ela é
produzida por Penicillium verrucosum em grdos de cereais em climas frios
(PITT, 1987), e por A. carbonarius em uvas, vinhos (TERRA, 2013), e por A.
ochraceus, por vezes, nos gréos de café (OLIVEIRA, 2012).

As aflatoxinas também sdo potentes agentes cancerigenos, produzidas
por Aspergillus flavus e A. parasiticus em amendoim, milho e sementes
oleaginosas, além disso, as aflatoxinas , quando em associagdo com o virus da
hepatite B, sdo responsaveis por milhares mortes por ano, principalmente em
paises tropicais ndo industrializados (PERRONE et al., 2014; EZEKIEL et al.,
2013).
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As fumonisinas, que podem causar cancer esofégico, sdao formadas por
Fusarium moniliforme e F. proliferatum, mas somente no milho
(FERROCHIOA et al., 2013).

Tricotecenos sdo altamente imunossupressores e zearalenona provoca
efeitos estrogénicos, ambos sdo produzidos por F. graminearum e espécies afins
(PINTO; PATRIARCA; POSE, 2013). Relatorios correntes provavelmente
subestimam o efeito de micotoxinas como uma causa de mortalidade humana
(PITT, 2000).

Essas toxinas vém causando grandes epidemias no homem e animais ha
centenas de anos. As epidemias mais importantes foram: ergotismo, que matou
centenas de milhares de pessoas na Europa no ultimo milénio. Aleucia toxica
alimentar (ATA), que foi responsavel pela morte de pelo menos 100 mil pessoas
russas entre 1942 e 1948. Intoxicagdo pelos fungos do género Stachybotry,
matou dezenas de milhares de cavalos no URSS na década de 1930. E
aflatoxicose, que matou 100 mil filhotes de perus no Reino Unido em 1960 e
causou a morte e a doenca em outros animais (STEVENS et al., 1960;
MERHOFF; PORTER, 1974; PERAICA et al., 1999; KUHN; GHANNOUM,
2003).

As micotoxicoses sdo causadoras de diversos surtos por todo o mundo,
um dos exemplos mais recentes ocorreu em 2004, no Quénia, onde uma
aflatoxicose que pode ser produzida por Aspergillus flavus, Aspergillus nomius e
Aspergillus parasiticus levou a morte de mais de 120 vitimas (MUTURE;
OGANA, 2005).

Diferentes autores estudaram espécies de Aspergillus e encontram um
alto potencial toxigénico desse género em alimentos, como é possivel observar

na Tabela 1.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ghannoum%20MA%5Bauth%5D
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Tabela 1 Potencial toxigénico das principais espécies de Aspergillus que
contaminas alimentos

Espécies Micotoxinas Referéncias
A. aculeatus Acido itaconico B, D e F (ANTIA et al., 2011)
A. candidus Acido Kojico, candidulina, (HUE et al., 2013)
terfenilina,
Xantoacina
A. clavatus Citochalasina E, patulina, (SNINI et al., 2014)

A. carbonarius

A. carneus
A. flavus

A. fumigatus

. niger
. homius
. ochraceus

. oryzae

> > > > >

. parasiticus

>

. tamarii

A. terreus

ascladiol, clavatol,
triptoquivalinas
Ocratoxina A

Citrinina
Aflatoxina B1 e B2,
acido aspergilico, acido
ciclopiazonico, Acido Kdjico,
acido 3-nitropropionico,
paspalininas
Fumitremorginas A e C,
gliotoxinas
fumigaclavinas, fumitoxinas,
fumigatinas, fumagilinas,
triptoquivalinas
Ocratoxinas, malforminas,
naptoquinonas, fumonisina B2
Aflatoxinas B e G, &cido
aspergilico, &cido kdjico
Ocratoxinas, acido penicilico,
acido kojico, A, xantomegnina
Acido ciclopiazonico, acido
kojico
Aflatoxina B e G, acido
aspegilico
Aflavininas
Acido ciclopiazonico, acido
kéjico
Citrinina, patulina, citreoviridina,
mevinolina, acido terreico

(GNIADEK et al., 1012)

(GARCIA-CELA etal.,
2011)
(CRESPO-SEMPERE et al.,
2013)
(TEIXEIRA et al., 2012)
(AMAIKEL e KELLER.,
2011)

(BRUNS et al., 2010)
(PENA et al., 2010)

(SOARES et al., 2013)
(OLSEN et al., 2013)

(HARRIS e MANTLE,
2001)
(BARBESGAARD et al.,
1992)
(DORNEL et al., 1984)

(GOTO et al 1996)
(TAMANO et al., 2013)
(GRESSLER et al 2011)
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2.2 Fatores envolvidos no desenvolvimento de fungos toxigénicos em

alimentos

O crescimento de fungos e consequente producdo de OTA sdo
determinados por uma ampla gama de parametros, classificados em fisicas,
quimicas e bioldgicas, e por interagdes que envolvem esses fatores (NIELSEN,
2003). A biossintese de OTA pode ser influenciada por fatores intrinsecos
ecofisioldgicos, tais como umidade, pH, e a composicdo do substrato, bem como
fatores extrinsecos, tais como a temperatura. A flora enddgena competitiva
prépria dos alimentos também é um fator contribuinte. Além disso, as espécies
de Aspergillus sdo capazes de crescer numa variedade de climas e produtos
alimentares e este pode oferecer uma explicagdo adequada para a prevaléncia a
nivel mundial do OTA (JORGENSEN, 2005).

Os fatores ambientais, como temperatura, esgotamento de nitrogénio,
condicBes de pH, quando diferentes daqueles considerados adequados para o
desenvolvimento do fungo, podem desencadear a producdo de metabdlitos,
secundarios (SAGARAM; KOLOMIETS; SHIM, 2006). Em condicGes de
estresse, as vias de sinalizagdo induzem, certamente, a producdo de micotoxina
(CHOI et al., 2008; KOHUT et al., 2009). Portanto, entender os efeitos desses
fatores pode auxiliar na reducdo de micotoxinas, tanto no campo e durante o
armazenamento.

O crescimento de fungos e producdo de OTA sdo marcadamente
influenciados por diferentes fatores ambientais, os dois mais importante a
disponibilidade de &gua (atividade de agua) e temperatura que influenciam a
germinacéo, crescimento e esporulacdo (MAGAN et al., 2003).

Cada estirpe fangica tem sua peculiaridade fisiologica e,

consequentemente, diferentes habitats. A &gua disponivel e a temperatura séo
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muito importantes, pois condicionam 0 crescimento e producdo de OTA
(PARDO et al., 2005).

Estudos de Lasram et al. (2010), demonstram que tanto o crescimento
guanto a producdo de OTA por Aspergillus carbonarius isolados de uvas
apresentou atividade de &gua 6tima de 0,99. A producdo méxima de toxina
ocorreu entre 15 a 25° C e a taxa de crescimento diminuiu significativamente (P
< 0,05) na temperatura de 37 °C e quantidades significativas de OTA foram
produzidos apds apenas 5 dias de incubago.

Diversas substancias podem interferir na producdo de OTA. A adicao de
acido hidroperoxioctadecendico (HPODE) ao meio de cultura aumenta a sintese
OTA em Aspergillus ochraceus (REVERBERI et al., 2010). Resveratrol, um
antioxidante natural presente em frutas vermelhas e vinho, inibe as enzimas da
lipoxigenase e da ciclooxigenase e, por sua vez, também inibe a biossintese de
OTA por A. ochraceus (FANELLI et al., 2004).

Um importante modulador sobre os niveis de ocratoxina A s&o os fatores
nutricionais. Diferentes fontes de carbono, incluindo glicose, sacarose, maltose,
galactose, xilose e glicerol sdo capazes de reprimir a producdo de OTA por
Aspegillus ochraceus, em contraste, lactose parece induzir a sua producdo.
Diferentes fontes de nitrogénio também afetam a producao de OTA, o cloreto de
amonio reduz significativamente a producdo de OTA, enquanto fontes de
nitrogénio organico, como ureia e aminoacidos, incluindo fenilalanina, lisina,
glutamina e prolina, induzem & producdo de OTA (ABBAS; VALEZ;
DOBSON, 2009).

Além dos fatores ambientais e nutricionais, outros tipos de controles
podem ser empregados para minimizar os impactos causados pela contaminagéao
fangica e consequente producdo de micotoxinas. O controle de pré-colheita de
fungos toxigénicos trata-se de controle eficiente, que inclui préticas

agrotécnicas, tratamentos com fungicidas, métodos de controle bioldgico,



23

sistemas integrados de gestdo e de engenharia genética (TOTH et al., 2008) e
melhoramento para resisténcia da planta hospedeira (VELMOUROUGANE;
BHAT; GOPINANDHAN, 2010). Estratégias de controle pos-colheita incluem a
manutencdo de niveis elevados de CO2 (~75%) em lotes de grdos parcialmente
secas ou 0 uso de 6leos essenciais e de antioxidantes. A mais eficiente prevencao
de micotoxinas, manejo pos-colheita de hoje, é manter boas condicGes de
armazenamento em paralelo com os sistemas de controle adequados para

detectar qualquer aparecimento de deterioracdo (HORNOK, 2011).

2.3 Micotoxinas

As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios de fungos com baixo peso
molecular e com estruturas quimicas adequadas para causar uma variedade de
efeitos toxicos em seres humanos e animais (BENNETT; KLICH, 2003). O
termo micotoxina deriva da palavra grega Mikes que significa fungo e da
palavra latina Toxicum, que significa veneno, ou seja, micotoxina € a toxina
produzida por fungos (SCUSSEL, 1998).

Alguns desses compostos podem ser cancerigenos, citotoxicos,
estrogénicos, imunossupressores, mutagénicos, nefrotoxicos e teratogénicos. Em
caso de ingestdo, podem causar disturbios graves, incluindo alimentar téxico
aleukia (ATA), diarréia, cancer do esbfago, ciclo estral irregular, distdrbios do
sistema nervoso, edema pulmonar e vomitos (WINDELS, 2000; HORNOK,
2011).

Uma grande variedade de fungos filamentosos, sob condigdes
apropriadas (tais como umidade e temperatura), podem causar enormes perdas
econdmicas anuais para 0 comercio de grdos e comercializagdo de alimentos e
racbes (WU, 2006).
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As condicgdes climéaticas de um pais determinam, em grande parte, as
classes de fungos que irdo crescer e os tipos de micotoxinas que podem produzir
(PATERSON; LIMA, 2010). No Brasil, existem condi¢des propicias para o
crescimento de todo tipo de fungos produtores de micotoxinas (MAZIERO,;
BERSOT, 2010).

H& muitas décadas, foi reconhecido que a contaminacdo de culturas
agricolas por fungos pode ser fonte de problemas de salude em humanos e
animais (Tabela 2), entretanto as acBes e sintomas foram anotados ha mais de
dois milénios (CAMPBELL, 1996).

Tabela2 Micotoxina mais relevantes para a seguranca alimentar produzidas
por diferentes géneros de fungos filamentosos.

Género Micotoxinas
Alternaria Acido tinuazénico, alternariol, alternariol metil-éter
Aspergillus Aflatoxina B;,G, M, ocratoxina A, esterigmatocistina,

acido clicopiazénico

Claviceps Ergo-alcaldides
Fusarium Desoxinivalenol, nivalenol, zearalenona, toxina T-2,
diacetoxiscirpenol, fermonisinas, moniliformina

Penicillium Patulina, ocratoxina A, citrina, penitrinina A, é&cido
clicopiaz

Fonte: ABRUNHOSA (2008)

O risco de contaminagdo por micotoxinas surge no campo, onde as
plantas sdo sensiveis a infeccdo com fungos potencialmente toxigénicos.
Durante a maturagdo, os tecidos da planta entram num estado senescente, seus
declinios de resisténcia basais e parasitas ou mesmo saprofitas pode dar inicio a
colonizagdo. Sob condi¢des ambientais favoraveis a invasdo por fungos

toxigénicos torna-se mais grave. A colonizacdo por fungos prossegue durante o
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armazenamento, especialmente se os produtos vegetais, alimentos e racfes que
sdo armazenados em condi¢Bes quentes e Umidas ou o0s produtos s&o
inadequadamente secos (Tabela 3) (HORNOK, 2011).

Estima-se que, cerca de 25% de toda producdo anual de grdo esteja
afetada pela presenca de micotoxinas, acarretando em eminente risco de
problemas de salde associado a ingestdo de produtos contaminados (LAWLOR,;
LYNCH, 2001).



Tabela 3 Principais toxinas encontradas em produtos agroalimentares

Produto agricola

Micotoxinas

Referéncias

Amendoins

Café

Carnes e ovos

Cereais

Figos

Macas

Milho

Produtos lacteos

Uvas passas e vinhos

Aflatoxina, acido clicopiazdnico

Ocratoxina A, esterigmatocistina

Patulina, citrinina, ocratoxina A, acido clicopiazonico
Desoxinivalenol, nivalenol, zearalenona, acido fumonisinas,
ocratoxina A, citrinina, esterigmatocistina

Ocratoxina A

Patulina, citrinina

Aflatoxina, fumanisinas, citrinina, octaroxina A

Aflatoxina M1 e M2, zearalenona, ocratoxina A

Ocratoxina A

(SANTOS et al., 2001)

(OUETHRAVIA et al., 2013)
(VERSILOVSKIS et al., 2010)

(LUl et al., 2011)
(FRENICH et al., 2012)

(KOBAYASTI e PIRES., 2011)
(DUARTE et al., 2010)

(HEPERKAN et al., 2012)

(RAIOLA et al., 2012)
(YANG et al., 2014)

MAGNOLI et al., 2007)

(SIGNORINIA et al., 2012)
(BELTRANA et al.,2011)

(COVARELLIA etal., 2012)

9
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Embora a producéo de micotoxinas dependa do metabolismo secundario
dos fungos, isso ndo implica, necessariamente, que o alimento contendo fungos
também tenha a presenca de micotoxina. Assim como um alimento determinado,
possuidor de micotoxinas, pode nao conter mais o fungo produtor, uma vez que
esses apresentam uma viabilidade muito menor, dependendo de condicGes
favoraveis, enquanto as micotoxinas sdo de dificil degradacdo (ABRUNHOSA,
2008).

Segundo Reverberi et al. (2010), o papel de metabolitos secundarios
nem sempre € claro, e é evidente que ainda s6 é possivel explicar apenas casos
especificos e interacdes especificas, em vez de a complexidade e diversidade do
fendbmeno como um todo. No entanto, sabe-se que 0 estresse oxidativo
desempenha um papel fundamental, levando a ideia da "Teoria do estresse
oxidativo da biossintese de micotoxinas”, similar para a "teoria dos radicais
livres do envelhecimento", apresentando que o estresse oxidativo promove um
processo de diferenciagdo em fungos, metabdlitos secundarios, tais como
micotoxinas, fazem parte do processo de diferenciagdo e o estresse oxidativo
promove o metabolismo secundario.

Em 18 de fevereiro de 2011, foi aprovado pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), o Regulamento Técnico sobre limites maximos
tolerados (LMT) para micotoxinas em alimentos. Esse regulamento possui o
objetivo de estabelecer o0s limites maximos para aflatoxinas
(AFB1+AFB2+AFG1+AFG2 e AFML1), ocratoxina A (OTA), desoxinivalenol
(DON), fumonisinas (FB1 + FB2), patulina (PAT) e zearalenona (ZON)
admissiveis em alimentos prontos para oferta ao consumidor e em matérias-
primas (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2011).
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2.4 Ocratoxina A em alimentos e bebidas

Ocratoxina A [7 - (L-p-phenylalanylcarbonyl)-carboxi-5-cloro-8-
hidroxi-3, 4-di-hidro-3R-metil-isocumarin, OTA] (Figura 1), € uma micotoxina
contaminante de alimento comum que entra no corpo humano através do
consumo de alimentos contaminados. Apds a ingestdo, leva a imunossupressao e
imunotoxicidade. OTA tem sido conhecida por produzir atividade nefrotédxico,
teratogénico e carcinogénico (via dano oxidativo ao DNA) em varias espécies
(KAUSHIK et al., 2013). Segundo Marin (2005), as ocratoxinas apresentam um
grupo de sete derivados de isocumarina ligados a uma amina que, por sua vez,

esta unida a um grupo B-fenilalanina.

Q

Figural Estrutura quimica da ocratoxina A
Fonte: Anli e Alkis (2010), modificada

Foi descoberta como um metabdlito secundario de Aspergillus
ochraceus, em 1965 , durante um grande estudo sobre metabdlitos flngicos que
foi projetado especificamente para identificar novas micotoxinas (VAN DER
MERWE et al., 1965).
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Ocratoxina A tem atraido muita aten¢do por causa de sua abundancia e
toxicidade. OTA é produzida por dois principais géneros de fungos filamentosos
Aspergillus e Penicillium, que crescem em uma variedade de produtos
alimentares. Além disso, a reducdo dos niveis de OTA em alimentos ndo é
simples, porque é muito resistente aos procedimentos de preparacdo de
alimentos como fermentacéo e cozimento (BOUDRA; BARS; BARS, 1995).

Além disso, OTA é uma micotoxina com propriedades nefrotoxica,
teratogénica e imunotoxica 0 que representa um sério risco para a salde humana
e animal. Aspergillus carbonarius é considerada a principal espécie de fungo
produtora de OTA nas uvas e nos produtos tais como passas, vinho ou sucos,
embora também tenham sido isolado a partir de café, cacau e cereais (CRESPO-
SEMPERE et al., 2013; TERRA et al., 2013; CABANES et al., 2002).
Aspergillus ochraceus também aparece como grande produtor e € isolado,
principalmente, de gréos de café (OLIVEIRA, 2012).

Um estudo recente descobriu que a OTA desencadeia a apoptose, pela
ativacdo de uma via dependente de mitocondria. OTA induz a apoptose, por
elevar a producdo de ERO, causando um potencial transmembranas
mitocondrial, que pode ser perdido através da abertura dos poros das
mitocondrias, desencadeando a liberacdo de citocromo c, e pela ativacdo de
caspase (BOUAZIZ et al., 2011).

Segundo Hsuuw, Chan e Yu (2013), blastocistos expostos a OTA in
vitro,quando implantados em camundongos causa efeitos citotdxicos, levando ao
aumento significativo do nivel de apoptose e uma redugdo no nimero total de
células, além disso, retarda o desenvolvimento precoce pés-implantacéo.

Estudos feitos com a delegcéo dos genes de fatores de transcrigdo veA e
laeA, mostram que ha uma reducéo drastica na produgdo de conidio, a redugédo
chegou a 87,5% dos cultivos no escuro. A. carbonarius demonstrou uma ligeira

diferenca no crescimento vegetativo, mas uma forte reducdo na producdo de
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conidios. A producdo de OTA também foi avaliada e houve uma variagdo 68,5-
99,4 % em mutantes nulos de veA e laeA, se comparados a estirpes selvagens.
Tais resultados sugerem que veA e laeA tém um importante papel regulador na
producdo de conidios e biossintese de OTA, em resposta a luz em A.
carbonarius (CRESPO-SEMPERE et al., 2013).

2.5 Ocratoxina A em trigo

Apesar da grande importancia do trigo como o principal alimento na
dieta diaria de muitas pessoas em todo o mundo, sdo relativamente poucos 0s
estudos feitos sobre a estabilidade da OTA (TROMBETE et al., 2013). Depois
da colheita, o trigo é submetido a varios processos tecnolégicos e o principal sdo
as temperaturas, inclusive durante o preparo de alimentos pela populacéo.

Segundo Boudra, Bars e Bars (1995), a presenga de agua (50 %)
aumentou a decomposicdo de OTA em trigo entre 100 e 150 °C; o oposto era
observado a 200 °C. A destruicdo completa da OTA dentro dos limites do estudo
(100 a 250 °C) ndo foi obtida, demonstrando, assim a alta estabilidade da OTA
mesmo em elevadas temperaturas.

Estudo semelhante realizado em 2004, quando a estabilidade de
ocratoxina A durante a extrusdo de farinha de trigo integral foi examinada,
usando equipamento em escala piloto. Os fatores analisados foram temperatura,
umidade, velocidade do parafuso e tempo de residéncia. Ocratoxina A foi
parcialmente estavel, aumentando sua degradacdo com aumento da temperatura
e teor de umidade. No entanto, mesmo sob as mais severas condigOes
susceptiveis a serem utilizadas na pratica comercial, a perda méaxima néo foi
superior a 40%, com um tempo de residéncia de cerca de 40 segundos
(SCUDAMORE; BANKS; GUY, 2004). Portanto, a OTA pode sobreviver a

muitos procedimentos tipicos de processamento de alimentos, e tem sido
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relatada no pdo feito de trigo contaminado, por exemplo (SCUDAMORE;
BANKS; MACDONALD, 2003).

Estudos feitos com farinhas de trigo provenientes de Chapec6 (SC),
Brasil, em agosto de 2008, demostraram que a producdo de OTA ficou abaixo
do limite estipulado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (2011) de
10 pg / kg, assim como o da Comissdo Europeia, que estabeleceu um limite
méximo de 5 pg / kg para graos de cereais crus e 3 ug / kg para todos os
produtos derivados de cereais (BAZIN; NABAIS; LOPEZ-FERBER, 2010.,
TEIXEIRA et al, 2010; AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2011). Entretanto, em gr&os de trigo analisados na india constatou
gue 26 % das amostras excediam o nivel de OTA sugerida pela Unido Europeia
(KUMAR et al., 2012).

2.6 Ocratoxina A em milho

O milho (Zea mays) apresenta diferentes variedades e se adapta a
diversos climas e condi¢cfes de temperatura, umidade, e precipitacdo, por essa
razdo, o milho é um produto cultivado em escala mundial e é usado tanto para
alimentagdo de animais e humanos (JIMENES et al., 1985). Geralmente, a
contaminacdo dos graos e seus derivados ocorrem em trés momentos distintos:
pré-colheita, pés-colheita e armazenamento. Muitos estudos tém sido realizados
para analisar a deterioracdo de racdo de milho armazenado, causada pela
contaminagdo de fungos, entretanto ha poucas informacdes sobre a micoflora do
milho na pré-colheita.

O milho é um cereal, em que diferentes micotoxinas tém sido
encontradas, por exemplo, aflatoxina, ocratoxina A, fumonisinas, zearalenona,
deoxinivalenol e outros tricotecenos relacionados (SCUDAMORE; PATEL,

2000). A ocratoxina A normalmente € encontrada na pés-colheita do milho,
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podendo ser encontrada também na pré-colheita e na colheita (FERREIRA,
2011). Entretanto, gréos colhidos no campo sem a toxina, quando armazenados
com umidade abaixo de 15%, podem ser preservados da contaminag¢do (MOLIN,
1999).

Ocratoxina A ja foi detectada em amostras de farinha de milho
provenientes da Roménia, Espanha, Colémbia e Equador e em grdo para pipoca
da Franca, Espanha, Argentina e EUA. A concentracdo de OTA nessas amostras
variou 0,79-1,71 pg / kg (ALBORCH et al., 2012).

Micobiota predominante, tendo em conta as suas ocorréncias e
abundancia em milho, tem como elementos principais: Aspergillus spp.,
Penicillium spp., Mucorales, Cladosporium spp., Fusarium spp. e leveduras
(ALBORCH et al., 2012) e o processo de moagem pode interferir nas diferentes
micoxinas existentes no milho (BURGER, 2013).

2.7 Ocratoxina A em café

Desde meados da década de 70, estudos vém sendo feitos para entender
a contaminacdo de café verde por fungos ocratoxigénico (LEVI; TRENK;
MOHR, 1974). Estudos concluiram que A. ochraceus, A. carbonarius e A. niger
sdo 0s responsaveis pela ocorréncia de OTA em café, embora A. ochraceus
tenha sido focalizado na maioria dos estudos (URBANO et al., 2001).

A contaminacdo comercial por OTA em cafés embalados é muito
comum, apesar do fato de que, uma parte da OTA produzida é destruida durante
a torracdo (OLIVEIRA, 2012). No Reino Unido, cerca de 80% dos cafés
instantdneos amostrados, continham até 8 pg / kg o que excede ao atual limite
estipulado pela Uni&o Europeia que € de 5,0 pg / kg (BAYMAN; AKER, 2006).


http://www-sciencedirect-com.ez26.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0740002012000962
http://www-sciencedirect-com.ez26.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0740002012000962
http://www-sciencedirect-com.ez26.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0740002012000962
http://www-sciencedirect-com.ez26.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0740002012000962
http://www-sciencedirect-com.ez26.periodicos.capes.gov.br/science/journal/07400020
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No Brasil, cerca de 63%, 31% e 3% das amostras de café pesquisadas
em um estudo estavam contaminadas com A. niger , A. ochraceus, e A.
carbonarius , respectivamente (TANIWAKI et al., 2003).

Segundo Batista et al. (2009) a maior incidéncia de fungos filamentosos
foi observada no café de varricdo e amostras de café boia. As espécies
Aspergillus ochraceus, Aspergillus sulphureus e Aspergillus sclerotiorum foram
produtoras de ocratoxina A. Em 44% das amostras ndo foi detectado OTA, no
entanto, em 31% a ocratoxina A foi detectada em niveis de 0,1-5,0 ug / kg.
Outras amostras, representando 25%, apresentaram contaminacdo acima de
5,0mg/Kg.

Durante a torragdo dos grdos de café, os niveis de OTA séo reduzidos
drasticamente (ROMANI et al., 2000). O método de preparacdo do café também
parece desempenhar um papel fundamental na degradacdo da OTA. Apoés a
preparacdo, a reducgdo de 49,8% de OTA em café expresso, 32,1% em fabricacdo
de cerveja, e de 14,5 % em autogotejamento (OBANOS; GONZALEZ-PENAS;
CERAIN 2005).

As principais espécies produtoras de OTA isoladas de cafés de sistemas
de cultivo convencional e organico do sul de Minas Gerais foram: Aspergillus
auricoumus, A. ochraceus, A. ostianus, A. niger e A. niger agregado.
Asperguillus ochraceus correspondeu a 89,55% da producdo de OTA. No
entanto, ndo houve diferenca significativa em relacdo a presenca de
ocratoxigénicas A. ochraceus entre os sistemas de cultivo, o que sugere que o

risco de contaminagdo é semelhante para ambos (REZENDE et al., 2013).
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2.8 Técnicas de estudo e deteccdo do desenvolvimento de fungos toxigénicos
e producdo de ocratoxina

Nem todas as estirpes de uma dada espécie sdo capaz de produzir
micotoxinas, e se tratando de culturas puras a producdo de micotoxinas é
bastante consistente, desde que usadas as condi¢bes Gtimas para 0 crescimento
da espécie em estudo. No entanto, a composicdo do meio de cultura afeta
grandemente a producgao de micotoxinas pelas estirpes. Portanto, as micotoxinas
produzidas em cultura pura podem ndo ser as mesmas produzidas em substratos
naturais.

O método de deteccdo e quantificagdo através de inoculacdo de fungos
em meios de cultura, sejam sintéticos ou a base de alimentos, apresentam
vantagens em relacdo ao simples preparo e apresentar alta pureza. Além disso, é
possivel detectar micotoxina em pequenas amostras.

Para a deteccdo e quantificacdo de OTA sdo, sobretudo, utilizadas
técnicas cromatograficas como o TLC/ CCD (Thin Layer Chromatography —
Cromatografia em Camada Delgada) e o HPLC/ CLAE (High Performance
Liquid Chromatography — Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia). (BOZZA,
2010). O CCD ainda é uma técnica muito usada, principalmente para screnning
de fungos produtores de OTA, entretanto essa técnica vem sendo substituida,
principalmente por CLAE em razdo, essencialmente, da maior sensibilidade,
precisdo e reprodutibilidade, mas, também, em decorréncia da possibilidade de
automacdo (GILBERT; ANKLAN, 2002).

O ensaio imunoguimico constitui-se por uma técnica analitica alternativa
promissora na andlise de micotoxinas em alimentos, com énfase ao ensaio
imunoenzimatico (enzyme linked immunosorbent assay) (ELISA). As vantagens
consistem na alta sensibilidade das reagdes imunoldgicas, capazes de detectar

concentracbes traco de um composto, pouca ou nenhuma necessidade de
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limpeza, facilidade de operacdo, além do potencial de utilizacdo no campo
(VALENTA, 1998).

Outra técnica recente para a deteccdo de OTA é espectroscopia por
infravermelho proximo (NIRS), jA& é amplamente utilizada na industria de
alimentos, principalmente de graos, para determinar a concentracdo de OTA nos
produtos (SINGH et al., 2006).

Além disso, métodos moleculares para a identificacdo de fungos
potencialmente produtores de OTA, também estdo sendo utilizados, pois as
técnicas cléssicas para a identificacdo de fungos ocratoxigénico em alimentos
exigem o cultivo do microorganismo por 5 a 7 dias, ndo fornecem indicacao da
biomassa fungica, sdo pouco sensiveis e detectam apenas a presenca de células
vidveis (SARTORI et al., 2006).

Os métodos moleculares sdo capazes de detectar genes PKS que
codificam um policetideo sintetase envolvido na biossintese de OTA, embora
toda biossintese da ocratoxina A ainda ndo tenha sido desvendada
(O’CALLAGHAN; CADDICK; DOBSON, 2003).

Ainda existem técnicas para o desenvolvimento de oligonucleotideos
iniciadores para analises de fingerprints (RAPD ou AFLP), capazes de detectar
sequéncias especificas e empiricas. As sequéncias alvo, ditas empiricas, sdo
aquelas que ndo pertencem aos genes da biossintese de micotoxinas, mas que
sua presenca estd associada somente a linhagens ou espécies com capacidade de
produzir a micotoxina (SARTORI et al., 2006).
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CAPITULO 2 Crescimento de Aspergillus carbonarius e Aspergillus
ochraceus e producéo de ocratoxina a em diferentes meios de

cultura

RESUMO

A ocratoxina A (OTA) tem sido frequentemente encontrada como
contaminante de alimentos, como café e cerais, sendo considerada uma das
micotoxinas mais prejudiciais para a sallde humana. Nesse contexto, este estudo
foi realizado com o objetivo de avaliar o crescimento micelial e producdo de
ocratoxina A de trés isolados de A.carbonarius e trés isolados de A.ochraceus
em quatro meios de cultura e em diferentes condigdes de temperatura e tempo de
incubacdo. Os seis isolados foram inoculados em meio de cultura & base de gréos
de café beneficiados, trigo e fuba e no meio sintético YES e incubados a 15 °C e
25 °C. As medigdes dos didmetros das col6nias foram feitas a cada 48 horas para
descrigdo da taxa de crescimento. O screening inicial de producdo de OTA foi
feito pela Cromatografia de Camada Delgada (CCD). A quantificacdo de OTA
foi feita pela Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), durante trés
dias diferentes (5° 15° e 25° dia). As medidas de pH foram feitas com fitas de
papel quantitativo. A. carbonarius abaixou drasticamente os valores de pH dos
meios testados, chegando ao valor acido de 2. Todos isolados apresentaram
maior taxa de crescimento no meio YES a 25 °C, entretanto houve crescimento
em todos os meios de cultura nas duas temperaturas testadas. O meio de cultura
gue levou a uma menor taxa de crescimento foi 0 meio a base de fuba. O meio
que mais induziu a producdo de OTA foi YES. Em meios de cultura a base de
alimentos, os isolados de A. ochraceus produziram baixas quantidades de OTA,
chegando ao méaximo de 0,39ug/g. Entretanto, os isolados de A. carbonarius,
produziram quantidades bem maiores, destacando-se os isolados CDCA0126
que produziram 29,83ug/g a 15° em YES, 13,06 em meio a base de trigo a 15 °C
e o0 isolado CDCA0169 produziu 8,3ug/g em meio de café a 15 °C. E o isolado
CDCAO0126 produziu 5,07 pug/g em meio de café a 25 °C. Portanto, foi possivel
conhecer dentre as condigdes testadas, quais aquelas mais e menos favoraveis
para a producdo de OTA.

Palavras-chave: Micotoxina. Fungos. Alimentos.
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ABSTRACT

Ochratoxin A (OTA) has often been found as a contaminant of food,
such as coffee and cereals and is considered one of the most harmful mycotoxins
to human health. In this context, this study was conducted to evaluate the
mycelial growth and production of ochratoxin A from three isolates of
A.carbonarius and three isolates of A.ochraceus in four culture media and under
different temperature and incubation time conditions. The six strains were
inoculated in culture based on processed coffee beans, wheat and corn meal, and
a synthetic medium, YES, and incubated at 15 and 25 °C. The measurements of
the diameters of the colonies were made every 48 hours for the growth rate
description. The initial screening of OTA production was done through Layer
Chromatography (TLC). OTA quantification was performed by High
Performance Liquid Chromatography (HPLC) at three different days (5th, 15th
and 25th day). The pH measurements were performed by quantitative test strip
paper. A. carbonarius dramatically lowered the pH of the media tested, reaching
the acid value of 2. All isolates showed a higher growth rate in YES medium at
25 °C, however, there was growth in all culture media at both temperatures. The
culture medium that led to the lowest growth rate was the cornmeal based
medium. The medium that most induced the OTA production was YES. In food
based culture media the A. ochraceus isolates produced low amounts of OTA,
reaching a maximum of 0.39 mg/g. However, A. carbonarius isolates produced
much higher amounts, highlighting the CDCA0126 isolates that produced 29.83
mg/g at 15° in YES, 13.06 in the wheat based at 15° C and isolate CDCA0169,
that produced 8,3ug/g in the coffee medium at 15 °C. The CDCAO0126 isolate
produced 5.07 mg/g in the coffee medium at 25 °C. Therefore, it was possible to
know which, among the tested conditions, were more and less favorable for
OTA production.

Keywords: Mycotoxin. Fungi. Food.
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1 INTRODUCAO

A incidéncia de fungos filamentos toxigénicos em alimentos estd
diretamente relacionada a intoxica¢Ges agudas graves, mas, na maioria das
vezes, com efeitos cronicos, o que exige uma aten¢do maior com a qualidade de
alimentos e bebidas, principalmente aquelas com alto potencial de contaminacéo
como, por exemplo, cereais e cafe.

As micotoxinas sdo, em grande maioria, citotdxicas, resultando na
ruptura de membranas celulares e outras estruturas, ou interferindo em processos
vitais como sintese proteica, de RNA ou DNA. Sdo muito estaveis ao calor,
entretanto sensiveis aos raios UV.

Ocratoxina A (OTA) é uma micotoxina sintetizada, principalmente, por
espécies dos géneros Aspergillus e Penicillium. Além de sua marcada
nefrotoxicidade, a ocratoxina A demonstra propriedades hepatotdxicas,
teratogénicas, carcinogénicas e imunossupressoras.

Em grdos de café, a contaminacdo ocorre, principalmente, na fase de
colheita e secagem dos gréos, onde o contato prolongado com o solo favorece a
contaminacdo fungica e a producdo de OTA. Entretanto, outros fatores podem
influenciar a sintese de OTA como, por exemplo, fatores intrinsecos como, a
atividade de agua. Milho e trigo sdo grdos comumente contaminados durante o
armazenamento, quando as condicdes sdo de alta umidade.

O uso de boas técnicas agricolas de cultivo e manejo no campo que
possam minimizar o crescimento fungico nos alimentos é um fator importante na
fase de pré-colheita, assim como o armazenamento correto com temperatura,
umidade e outros parametros que possam ser controlados para inviabilizar a
contaminagao na pos-colheita.

No Brasil, ha necessidade de mais estudos sobre as condicGes

especificas do desenvolvimento de fungos toxigénicos capazes de produzir


http://pt.wikipedia.org/wiki/Membrana_plasm%C3%A1tica
http://pt.wikipedia.org/wiki/S%C3%ADntese_prot%C3%A9ica
http://pt.wikipedia.org/wiki/RNA
http://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_desoxirribonucleico
http://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_desoxirribonucleico
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OTA, levando em consideragdo a gama de substratos passiveis de contaminagdo
e a grande diversidade climética das areas agricolas. Desse modo, no presente
estudo, objetivou-se avaliar as condi¢cBes necessarias para a sintese de OTA por
Aspergillus carbonarius e Aspegillus ochraceus e também sua concentracdo em

diferentes meios de cultura a base de alimentos.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local de estudo

O presente trabalho foi realizado no Laboratério de Micotoxina e
Micologia de Alimentos- DCA, situado no Campus da Universidade Federal de
Lavras — UFLA, Lavras, MG.

2.2 Obteng&o de microrganismos

Seis isolados fangicos foram utilizados no estudo (Tabela 1), cedidos
pela Colecgdo de Cultura do Departamento de Ciéncias dos Alimentos (CCDCA),
0s quais se encontravam armazenados pelo método de congelamento em freezer
-80 °C. Os fungos foram isolados recentes de uva e café. As descri¢cbes do

isolados encontram-se a seguir:

Tabelal Relagdo de microrganismos utilizados para avaliagdo da produgdo de
ocratoxina A

Cddigo Origem Espécie

CDCA0169 Uva Aspergillus carbonarius
CDCA0170 Uva Aspergillus carbonarius
CDCA0126 Uva Aspergillus carbonarius
CDCAO0151 Café Aspergillus ochraceus
CDCAO0153 Café Aspergillus ochraceus

CDCA0162 Café Aspergillus ochraceus
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2.3 Screening do potencial ocratoxigénico dos isolados

Todos os isolados foram testados quanto ao potencial de producéo de
OTA, pelo método Plug Agar, conforme descrito por Filtenborg e Frisvad
(1980). Os isolados foram inoculados no meio de cultura Czapek Yeast Agar
(CYA), sendo incubados por 7 dias a 25 °C e, entdo, levados para andlise
cromatografica. Foram utilizados: Ocratoxina A padrdo (Sigma- Aldrich), placas
de cromatografia em camada fina (silica-gel Merck 60, 20 x 20) como fase
movel, TEF-Tolueno Acetato de Etila e Acido Formico 90% (50:40:10). Depois
do processo de preparacdo, as placas foram secas por fluxo de ar. Foram
analisadas as amostras em placas, além do padrdo e do controle. Sendo que o
padrdo sempre serd localizado no ponto central, o controle imediatamente do
lado esquerdo do padrdo e os demais tratamentos distribuidos nos pontos
restantes. A produgdo de micotoxinas foi confirmada em luz ultravioleta com A
366nm, em cromatovisor CAMAG (UF-BETRACHTER). Foram considerados
como produtores de OTA, os isolados que apresentarem um RF (fator de
retengdo) e um ponto (spot) de fluorescéncia semelhante ao do padrdo da
Ocratoxina A. Todos os isolados de cada espécie foram quantificados quanto a
producdo de OTA.

2.4 Meio de cultura padréo
YES meio de &gar com extrato de levedura com sacarose: 20 g de

extrato de levedura, 150 g de sacarose, 20 g de agar 1 | de &gua destilada
(Bragulat et al.,1998)
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2.5 Meios de cultura a base de alimentos

Os meios de cultura CMEA, WMEA e CMA foram confeccionados
seguindo metodologia de Pardo et al. (2005), Mufioz et al. (2011) e Ramos et al.

(1998), respectivamente, com algumas modificacGes.

CMEA (Agar Extrato de farinha de café): 175 g de café verde moido, 20
g de agar, 1 | de agua destilada.

WMEA (Agar extrato de farinha de trigo): 175 g de farinha de trigo
integral, 20 g de agar, 1 | de 4gua destilada.

CMA (Agar farinha de milho): 30 g de farelo de milho, 20 g de 4gar, 1 L

de agua destilada.

Os trés meios de cultura a base de alimentos foram preparados da
seguinte forma: os alimentos foram colocados em um pano limpo em forma de
saco, mergulhado em 1 litro de agua fervente e cozidos em fogo brando por 60
minutos, sempre completando o volume da agua quando necessario. Em seguida,
0 pano foi torcido, e o liquido filtrado em gaze hidrofilizada, por fim completou-
se 0 volume para um litro de agua e adicionou-se o agar. Esterilizaram-se 0s

meios de cultura a 121 °C, 15 minutos em autoclave.

2.6 Medicao da atividade de 4gua

Apos esterilizagdo, os meios de cultura foram medidos quanto a sua
atividade de agua no primeiro dia antes da inoculacdo e apés 24 dias de
inoculacdo, em aparelho especifico Aqualab, modelo -2T ( Decagon Devices
Inc., Pullmam, WA, EUA).
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2.7 Preparacéo e inoculacdo de esporos para avaliacdo do crescimento
fangico e para quantificacdo de OTA

Para a analise da taxa de crescimento e quantificacdo de OTA, cada
isolado foi inoculado em placa de petri médias, contendo extrato de malte agar
(MEA) e incubados a 25 °C, por sete dias. Apds crescimento dos fungos, foram
adicionados 40 ml de &gua destilada a 0,1% de tween 80, e com auxilio de alca
de Drigalsky fez-se a raspagem dos esporos. Essas suspensdes foram filtradas
em gaze e contados 0s esporos para a obtengdo da concentragdo de 10’ UFC/mll,
utilizando Camara de Neubauer..

Para a avaliagcdo da taxa de crescimento, uma aliquota de 10 pl da
suspensdo de esporos, foi inoculada em um Gnico ponto central em cada um dos
quatro meios de cultura, e levadas para incubacdo a 15 °C e 25 °C em B.O.D. Os
didmetros de colonias foram medidos a cada 48 horas, durante 25 dias. As
medidas foram feitas em duas direcBes em angulos retos entre si. Todos 0s
experimentos foram realizados em duplicata.

Para preparo das amostras a serem quantificadas, em relagdo a producgéo
de OTA, também foi adicionado ao centro de cada placa 10 pl da suspensdo de
esporos, entretanto, no 5°, 15° e 25° dias, 3 tamp0es (plugs) de agar (diametro
1 cm) foram retirados da extremidade, ao centro, e a meio caminho entre a borda
e a centro de cada col6nia crescidas em cada meio de cultura e em duplicata.
Esses, entdo, foram pesados e acondicionados em tubos de vidro com rosca,

protegidos da luz e congeladas até o0 momento da extracdo de OTA.
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2.8 Medicéo do pH

Os valores de pH foram medidos nos meios esterilizados, momentos
antes das inoculacdes e também ao final dos 25 dias de incubac¢do do fungos, por

meio de fita de papel medidoras de pH (Neutralit e Acilit , Merck).

2.9 Analises de OTA

As analises de OTA por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
foram realizadas no Laboratdrio de Analises Fisico-Quimicas do Departamento
de Quimica - Universidade Federal de Lavras (UFLA), Lavras, MG.

2.10 Extracéo

A extragdo de OTA foi realizada segundo metodologia de Bragulat,
Abarca e Cabanes (2001) com modificagdes, na qual indica a adicdo de 1 ml de
metanol em cada tubo de vidro contendo os plugs agar, em seguida,
homogeneizados vigorosamente por 5 segundos e mantidos a 25 °C por 60
minutos. Apds o tempo de extracdo, a amostra foi filtrada através de seringa de
vidro de 20 ml de vidro acoplada a unidades filtrantes de PTFE (0.22 um)
(Millipore). O extrato foi armazenado no escuro em tubos cilindricos de vidro

com rosca e septo central, especifico paraa CLAE

2.11 Quantificagdes por CLAE

O equipamento utilizado foi um HPLC Shimadzu, equipado com duas
bombas de alta pressdo modelo SPD-M20A, degaseificador modelo DGU 20A;,

interface modelo CBM-20A injetor automéatico modelo SIL-10AF e detector de
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fluorescéncia RF-10 Ax.. A coluna usada foi a Agilent-Zorbax Eclipse XDB-
C18 (4,6 x 250 mm, 5um) conectada a uma pré-coluna Agilent-Zorbax Eclipse
XDB-C18 4-Pack (4,6 x 12,5mm, 5um).

Foram seguidas as condi¢cdes cromatograficas de comprimentos de onda:

excitacdo de 332 nm e emissdao de 476 nm. O fluxo utilizado em toda a anélise
foi de 0,8 mL min” e 0 volume injetado das amostras e do padrdo foi de 20 pL.

A eluicdo foi realizada em sistema isocratico de 35 : 35 : 29 : 1 (Metanol:
Acetonitrila: Agua: Acido Acético). O tempo de retencdo médio obtido para
OTA foi de 11 + 0,1 min (Figura 1). A quantificagdo da OTA nas amostras foi
realizada por meio da construcdo de uma curva analitica obtida por regressdo
linear (y = 1,11756 x 10’ x = 2592,1485; onde, y = area do pico e x =
concentragdo de OTA), correlacionando a &rea do pico versus a concentragédo da
respectiva solugdo padréo, sendo que o coeficiente de determinagdo (r?) obtido
foi de 0,9999. Os limites de deteccdo (LD) e quantificagdo (LQ) foram

estimados por meio dos pardmetros obtidos para a curva analitica construida,

sendo calculados pelas respectivas relagdes matematicas: LD = 3DP/m e LQ

10DP/m (onde, DP = estimativa do desvio padrdo da linha de regressdo e m
coeficiente angular da linha de calibragdo. Para estes, foram encontrados os
valores de 0,0004 e 0,0016 pg/g, respectivamente. Todas as amostras foram
analisadas em duplicata, enquanto as solucBes padrdo de OTA foram injetadas

em triplicata.

2.12 Analises estatisticas

As analises estatisticas para a determinacdo de OTA e valores de pH
foram obtidas utilizando o programa computacional SISVAR desenvolvido por
Ferreira (2000), considerando as parcelas subdivididas como cada isolado

avaliado. Os dados da producdo de OTA foram analisados, considerando-se o
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tempo (5, 15 e 25 dias), meio de cultura (YES, café, trigo e milho) e a
temperatura (15 °C e 25 °C). O mesmo para os valores de pH, apenas a fonte de
variacdo tempo foi em duas épocas (1 e 24 dias). As médias dos tratamentos

foram comparadas pelo teste de Scott Knott (1974), a 5% de probabilidade.
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3 RESULTADOS

3.1 Potencial ocratoxigénico dos isolados

Os seis isolados analisados neste trabalho mostraram-se potencialmente
produtores de ocratoxina A (OTA) quando inoculados no meio de cultura

Czapek Yeast Agar (CYA), e submetidos a Cromatografia de Camada Delgada

(CCD). As bandas de coloragdo azulada correspondem a presenga de OTA
(Figura 2).

Figural Placa de CCD, com seis isolados (A) CDCA0169, (B) CDCAO0170,
(C) CDCAD01261 (A.carbonarius) e (D) CDCA0151, (E) CDCA0153,
(F) CDCAO0162 (A.ochraceus); (P) padrdo de OTA, visualizada sob
luz UV a 366 nm, apds sete dias de incubagdo em CYA

3.2 Medicdo da atividade de 4gua

A atividade de agua foi medida em cada meio de cultura antes das

inoculacgdes, e todos os meios apresentaram 0,99 4.
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3.3 Medicéo do pH

Os valores de pH foram medidos em dois tempos diferentes, a primeira
medicdo foi realizada no primeiro dia de incubacdo e a segunda, apds 24 dias de

incubacdo dos isolados. Os resultados estdo demonstrados nos graficos a seguir:

Valores de pH - Meio YES

Gréficol Valores de pH dos seis isolados: CDCA0169, CDCAO0170,
CDCA0126 (A.carbonarius) e CDCA0151, CDCA0153, CDCA0162
(A.ochraceus), cultivados em meio YES a 15 °C e 25 °C no 25°dia

Nota: *Valor de pH no primeiro dia de incubacdo
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Valores de pH- Meio de café
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Grafico2 Valores de pH dos seis isolados: CDCA0169, CDCAO0170,
CDCAO0126 (A.carbonarius) e CDCA0151, CDCA0153, CDCA0162
(A.ochraceus), cultivados em meio de café a 15 °C e 25 °C no 25°dia

Nota:*Valor de pH no primeiro dia de incubacéo.

Valores de pH - Meio de Trigo

6 6 6 6 6 6 6 6 6 6

Gréfico 3 Valores de pH dos seis isolados: CDCA0169, CDCAO0170,
CDCAO0126 (A.carbonarius) e CDCA0151, CDCA0153, CDCA0162
(A.ochraceus), cultivados em meio de trigo a 15 °C e 25 °C no 25°dia

Nota: *Valor de pH no primeiro dia de incubacéo.
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Valores de pH - Meio de milho

Gréafico4 Valores de pH dos seis isolados: CDCA0169, CDCAO0170,
CDCAO0126 (A.carbonarius) e CDCA0151, CDCA0153, CDCA0162
(A.ochraceus), cultivados em meio de milho a 15 °C e 25 °C no
25°dia

Nota: *Valor de pH no primeiro dia de incubag&o.

3.4 Curva de crescimento em diferentes condic¢Oes de tempo, temperatura e

substrato

Os seis isolados apresentaram diferentes taxas de crescimento nos

diferentes tratamentos como exemplificado nos gréaficos a seguir:
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Curva de crescimento em meio YES (15°C)

10,0 |
95 -

w
(=]
L

—+—CDCAD169
—@=-CDCAD1T0
—4—CDCAD126
= CDCAD151
~+=CDCAD153
——CDCAD162

Diametro das colénias{cm)
Do/ AN W s “O')'O?_“-.I 00 Co ¢
oo Mmoo o Mo omo Mmoo
P S S S S SR S

Dias

Grafico5 Curva de crescimento dos seis isolados: CDCA0169, CDCAO0170,
CDCAO0126 (A.carbonarius) e CDCA0151, CDCA0153, CDCA0162
(A.ochraceus), cultivados em meio YES a 15 °C durante 24 dias

Curva de crescimento em meio de café (15°C)
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Grafico 6 Curva de crescimento dos seis isolados: CDCA0169, CDCA0170,
CDCA0126 (A.carbonarius) e CDCA0151, CDCA0153, CDCA0162
(A.ochraceus), cultivados em meio de café a 15 °C durante 24 dias
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Curva de crescimento em meio de trigo (15°C)
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Gréafico 7 Curva de crescimento dos seis isolados: CDCA0169, CDCAO0170,
CDCA0126 (A.carbonarius) e CDCA0151, CDCA0153, CDCA0162

(A.ochraceus), cultivados em meio de trigo a 15 °C durante 24 dias

Curva de crescimento em meio de trigo (15°C)
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Grafico 8 Curva de crescimento dos seis isolados: CDCA0169, CDCA0170,
CDCAO0126 (A.carbonarius) e CDCA0151, CDCA0153, CDCA0162
(A.ochraceus), cultivados em meio de milho a 15 °C durante 24 dias



Curva de crescimento em meio YES (25°C)
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Grafico 9 Curva de crescimento dos seis isolados: CDCA0169, CDCAO0170,
CDCAO0126 (A.carbonarius) e CDCA0151, CDCA0153, CDCA0162
(A.ochraceus), cultivados em meio YES a 25 °C durante 24 dias

Curva de crescimento em meio de café (25°C)
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Grafico 10 Curva de crescimento dos seis isolados: CDCA0169, CDCA0170,
CDCAO0126 (A.carbonarius) e CDCA0151, CDCA0153, CDCA0162

(A.ochraceus), cultivados em meio de café a 25 °C durante 24 dias



Curva de crescimento em meio de trigo (25°C)
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Grafico 11Curva de crescimento dos seis isolados: CDCA0169, CDCA0170,
CDCA0126 (A.carbonarius) e CDCA0151, CDCA0153, CDCA0162

(A.ochraceus), cultivados em meio de trigo a 25 °C durante 24 dias

Curva de crescimento em meio de milho (25°C)
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Grafico 12Curva de crescimento dos seis isolados: CDCA0169, CDCAO0170,
CDCAO0126 (A.carbonarius) e CDCA0151, CDCA0153, CDCA0162
(A.ochraceus), cultivados em meio de milho a 25 °C durante 24 dias
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No meio YES, a 15 °C, todos os isolados apresentaram crescimentos
semelhantes, chegando ao maximo na placa por volta do 18°dia. O mesmo meio
em temperatura de 25 °C também apresentou crescimento maximo para todos 0s
isolados, mas esse indice foi alcancado por volta do 10°dia.

Para o meio de café, os crescimentos foram variados, na temperatura de
15 °C os isolados CDCA0169 e CDCAO0153, A.carbonarius e A.ochraceus
respectivamente, apresentaram as taxas mais elevadas de crescimentos para esse
tratamento, com crescimento maximo no 17°dia. No entanto, o isolado
CDCAO0170 (A.carbonarius) apresentou crescimento muito lento, ndo passando
de 2cm de didmetro ao final de 24 dias. Nos tratamentos, a 25 °C, o isolado
CDCAO0170 também apresentou uma taxa de crescimento menor que 0S outros
fungos, chegando ao crescimento maximo de 7 cm de diametro.

O crescimento dos isolados em meios baseados em milho e trigo a 15 °C
foram semelhantes, os isolados de A.ochraceus cresceram, relativamente, mais
rapido do que comparado aos isolados de A. carbonarius. Entretanto, nenhum
isolado chegou ao crescimento total da placa. Os isolados de A.carbonarius
chegaram ao crescimento total da placa no 11° dia em meio de trigo a 25 °C, o0s
A. ochraceus no 16°dia. J&, o crescimento em meio de milho a 25 °C todos os
isolados chegaram ao crescimento méaximo entre o 15° e 18°dia. Os resultados
mostram que, em geral, o crescimento a 15 °C, independente do meio e do
isolado, foi mais lento. Entretanto, o meio YES foi nitidamente mais favoravel
ao desenvolvimento fangico nas duas temperaturas.

Além disso, A. carbonarius apresentaram as caracteristicas morfologicas
tradicionais, como micélio branco e esporos negros, embora cada meio tenha
interferido em alguns aspectos das colénias. A. ochraceus também apresentou
suas caracteristicas comuns como esporos amarelados, no entanto, também

foram observadas variagctes em cada meio de cultura (figura 2).
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Figura2 Imagens das colbnias do isolado CDCAQ0126 (A. carbonarius) em
diferentes meios de cultura a 25 °C; (A) Meio YES; (B) Meio de
café; (C) Meio de milho e (D) Meio de trigo
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Figura3 Imagens das colonias do isolado CDCA0626 (A. ochraceus) em
diferentes meios de cultura a 25 °C; (A) meio YES; (B) meio de café,;
(C) meio de milho e (D) meio de trigo

3.5 Quantificagdes de OTA por CLAE

Os valores de concentragdo de OTA variaram de 0,0 até 30,42 pg/g. Em
uma andlise descritiva € possivel identificar o meio YES como melhor substrato

para produgdo de OTA em todos os tratamentos (Figura 4).
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Figura4 Cromatogramas dos tratamentos em diferentes combinagdes de

fatores. (A) CDCA0126 em meio YES no 15° dia a 15 °C; (B)
CDCAO0162 em meio YES no 25° diaa 25 °C

Por meio dos testes estatisticos foi possivel inferir que todas as
interacbes foram significativas ao nivel de confianga de 5%, incluisive a
ineracdo tripla que contempla todos as variaveis (Tabela 2).

Na Tabela 3 e 4, estdo dispostos os resultados do teste Scott Knott para
Aspergillus ochraceus e Aspegillus carbonarius, respectivamente.



Tabela2 Resumo da analise de variancia das médias e coeficientes de variagdo referente a concentracdo de ocratoxina
A em isolados de A. carbonarius e A. ochraceus submetidos a diferentes meios de cultura, temperaturas e

tempos de avaliacdo

FVv GL Quadrado médio
CDCA0169 CDCA0170 CDCA0126 CDCA0151 CDCA0153 CDCAO0162

Meio 3 21,48* 6,75* 142,22* 50,96 18,64* 190,06*
Temperatura 1 2,04* 17,11* 125,60* 33,99* 3,23* 55,64*
Meio x Temperatura 3 18,75* 6,99* 142,13* 33,74* 2,72 * 52,50*
Erro 1 8 0,04 0,02 0,03 0,00 0,00 0,00
Tempo 2 18,03* 0,70* 96,53* 4,07* 1,61* 55,90*
Tempo x Meio 6 11,15* 4,25* 82,95* 4,01* 1,93 * 56,39*
Tempo x Temperatura 2 3,89* 0,10* 84,22* 2,90* 2,94 * 13,57*
Tempo x Meio x Temperatura 6 5,66* 4,02* 64,06* 3,04* 3,21* 14,03*
Erro 2 16 0,05 0,02 0,03 0,00 0,00 0,00
CV1 (%) 11,71 21,30 4,52 0,47 3,44 0,88
CV2 (%) 12,12 20,36 4,87 1,05 3,15 0,93

*significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de F

1.



Tabela3 Concentracdo de ocratoxina A produzida por trés isolados de A. ochraceus em diferentes meios de cultura,
temperatura e tempo de incubagéo

Fungo Meio Concentragio de OTA (ug g™)
15°C 25°C
5dias 15dias 25dias 5dias 15dias 25dias
CDCAO0151 YES 128aA 0,53aB 0,63aC 9,95a A 324aC 9,40aB
CAFE 022b A 0,05bB 0,04bB 012bA 014bA 0,06bB
TRIGO 0,03cA 0,05b A 0,02cA 0,00c A 0,02¢cB 0,04cB
MILHO 0,01cA 0,00c A 0,01cA 0,01cA 0,03cA 0,07bB
CDCAO0153 YES 705aA 2,37aB 1,17aC 120aA 133aB 2,23aC
CAFE 0,10b A 0,06bA 0,39bB 0,05bA 0,06 cA 0,07bA
TRIGO 0,04cA 0,01cA 0,18cB 0,01bA 0,12bB 0,05bA
MILHO 0,00c A 0,00c A 0,03dA 0,01bA 0,00d A 0.04bA
CDCAO0162 YES 0,17aA 2,83aB 844aC 7,19aA 461aB 24,01aC
CAFE 0,10b A 0,08bA 010bA 0,23bA 0,33bB 0,05cC
TRIGO 0,01cA 0,04cA 0,01cA 0,01cA 0,07cB 0,14bC
MILHO 0,00cA 0,00c A 0,02cA 0,02cA 0,02dA 0,04cA

Médias seguidas de mesma letra maidsculas e mintsculas, ndo diferem entre si, respectivamente na linha e na coluna pelo teste de Scott Knott ao nivel de significancia de 5%.

¢l



Tabela4 Concentracdo de ocratoxina A produzida por trés isolados de A. carbonarius em diferentes meios de cultura,
temperatura e tempo de incubagéo

Fungo Meio Concentragio de OTA (ug g™)
15°C 25°C
5dias 15dias 25dias 5dias 15dias 25dias
CDCAO0169 YES 0,002 A 3,61b B 1,00bC 296aA 1,05¢cB 0,12cC
CAFE 0,05aA 8,30aB 321aC 0,03cA 2,33bB 250bB
TRIGO 0,02aA 0,02c A 3,65aB 2,33bA 522aB 752aC
MILHO 0,00a A 0,10cA 0,06bA 0,00cA 087cA 0,03cB
CDCAO0170 YES 0,02aA 0,70b B 0,67bB 10laA 0,22cA 0,11cB
CAFE 0,002 A 0,06a A 011aA 0,75cA 0,53bB 0,26bB
TRIGO 0,002 A 0,24cA 0,33aA 0,07bA 450aB 6,24aC
MILHO 0,00a A 0,01cA 0,05bA 2,66 cA 0,09cA 0,07cB
CDCAO0126 YES 0,00a A 29,83aB 1445aC 195bA 127bB 0,52bB
CAFE 0,00a A 405bB 315cC 5,07aA 0,53cA 0,15¢cB
TRIGO 0,00a A 0,39cA 13,06 b B 0,86 c A 6,12aB 9,87aC
MILHO 0,002 A 0,06 c A 041dA 0,07dA 0,12dA 0,01cA

Médias seguidas de mesma letra maitsculas e minGsculas, ndo diferem entre si, respectivamente na linha e na coluna pelo teste de Scott Knott ao nivel de significancia de 5%.

€l



74

Em relacdo as duas espécies analisadas, A.carbonarius produziu maior
quantidade de OTA do que A. ochraceus, dando destaque ao isolado ao
CDCAO0126 que apresentou os mais altos niveis de OTA: 29,83 ug/g em meio
YES a 15 °C e 13,06 pg/g em meio de trigo a 15 °C. O isolado CDCA0169
apresentou concentracdo de 8,3 pg/g em meio de café a 15 °C. E o isolado
CDCAO0126 produziu 5,07 pug/g em meio de café a 25 °C.

Os tratamentos nos quais ndo foi possivel detectar nenhuma quantidade
de OTA, chegaram a 12,5%. Desses tratamentos ndo detectados, 61,1%
correspondem aos meios a base de milho.

As maiores concentragdes produzidas por A.ochraceus foram no meio
YES. O meio de cultivo a base de milho, em todos os tratamentos, apresentou
baixa ou nenhuma concentracdo de OTA.

Os isolados de A. ochraceus produziram quantidades bem menores em
meio de cultura a base de alimentos se comparados aos A.carbonarius, com
maxima de producgdo de 0,39 em café a 25 °C pelo isolado CDCA0153.

Dentre todos os tratamentos, foi possivel determinar o0 meio YES como
0 melhor subtrato para producdo de OTA. Sendo o tratamento mais produtivo o
(CDCAO0126; YES;15 °C; 15°dia). Em relacdo aos meios de cultura a base de
alimentos destaca-se o tratamento (CDCAQ126; meio de trigo; 15 °C; 25°dia) e
também o tratamento (CDCAO0169; meio de café; 15 °C; 15° dia).
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4 DISCUSSAO

Fatores ecologicos, tais como atividade de agua, temperatura e pH, tém
demonstrado que afetam fortemente a producdo de OTA por A. ochraceus e A.
carbonarius (PARDO et al., 2004; KAPETANAKOU et al., 2011).

Os isolados de Aspergillus carbonarius foram capazes de reduzir o pH
dos meios de cultura testados apds os 24 dias de incubacdo. O pH decaiu de 7
até 2, provavelmente pela producdo de &cidos como acontece com diferentes
especies de género Aspergillus (VAN DER STRAAT et al., 2014; LI et al.,
2013).

A producéo de OTA pode ser afetada pela variacdo do pH, em geral,
guanto menor o valor do pH, mais alta é a sintese de toxina como a aflatoxina,
por expemplo (KLICH, 2007). Em Aspergillus, ndo s6 biossintese de toxina
pode ser afetada por valores de pH, mas também esporulacdo (CALVO et al.,
2002).

O crescimento de Aspergillus carbonarius foi mais rapido na
temperatura de 25 °C, em todos 0s meios testados. Diversos estudos demonstram
gue uma maior faixa de temperatura permite crescimento A. carbonarius, como
proposto em estudos semelhantes ao crescimento 6timo entre 15 e 37 °C. Em
geral, o crescimento a temperaturas inferiores 15 °C ndo é comum e isso so é
possivel em altos niveis de atividade de &4gua (BELLI et al., 2004). Outros
estudos sugerem que a temperatura 6tima para o crescimento de A. carbonarius
estd entre 25 e 30 °C (LEONG; HOCKING; PITT, 2004) ou entre 25 e 35°C,
dependendo do isolado e do substrato utilizado para o crescimento
(MITCHELL; ALDRED; MAGAN, 2003).

Aspergillus ochraceus cresceu mais rapidamente no meio de cultura
YES a 25 °C. Estudos realizados por Palacios-Cabrera et al. (2005)

demonstraram que temperaturas entre 25 e 30 © C favoreceram o crescimento de
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didmetro das colonia para A. ochraceus. Por outro lado, o crescimento mais
lento pdde ser observado a 35 °C e inibicéo total a 41 ° C em todos os meios de
cultura testado.

Os tipos de substratos afetam diretamente o desenvolvimento fungico. O
meio de cultivo YES € geralmente considerado como um meio muito favoravel
para a biossintese de OTA (SKRINJAR; DIMIC, 1992; BRAGULAT,;
ABARCA; CABANES, 2001). YES é rico em sacarose, um dissacarideo rico
em energia, e de metabolizagdo répida, fato que pode explicar a alta taxa de
crescimento dos seis isolados testados.

Segundo Chalfoun et al. (2000), houve a inibi¢do da producdo de OTA e
diminuicdo do crescimento e esporulacdo por A. ochraceus em meio de cultura
YES adicionados de diferentes concentracdes de cafeina.

Cada tipo de meio de cultura pode apresentar diferentes composigdes,
havendo assim, variacdo nas taxas de crescimento. Para A. ochraceus, por
exemplo, as maiores taxas de crescimento encontrados em Gtimas condigdes
foram diferentes entre os meios de cultura em diferentes estudos: A. ochraceus
cultivados em &gar extrato de milho foram 3-4 mm/dia (MARIN et al., 1998),
em meio a base de cevada eram 4-5 mm/dia, até 6 mm/dia, em meio de &gar com
extrato de café (PARDO et al., 2005), enquanto no presente trabalho, a taxa de
crescimento foi de 15mm/dia em meio YES (25 °C), 10mm/dia em meio de café
(25°), 10mm/dia em meio de trigo (25 °C) e 5mm/dia em meio de milho.

Os meios de cultivo a base de alimentos, sdo fontes baratas, e seus
resultados de taxa de crescimento semelhantes aquelas em cultivos diretos. No
entanto, os resultados obtidos em meios de cultura ndo podem, necessariamente,
ser extrapolados para sistemas naturais e padrdes de colonizagcdo podem ser
modificados dependendo do ecossistema (GARCIA et al., 2009).

A combinagdo de fatores que apresentou o maior nivel de OTA foi

CDCAO0169 no meio de YES a 15 °C, e esses dados corroboram com resultados
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de Mitchell et al. (2004), Belli et al. (2004) e Leong, Hocking e Pitt (2004), que
estudaram diferentes isolados de A. carbonarius em diferentes interacdes, como
o efeito da temperatura, atividade de 4gua e tempo de incuba¢do na producao de
OTA.

O desenvolvimento das coldnias ndo acompanha os mesmos padrbes de
producdo de OTA, por exemplo, no 5° dia de incubacdo as colbnias 25 °C ja
apresentavam quase a extensdo inteira da placa, enquanto os isolados incubados
a 15 °C se desenvolviam mais lentamente, entretanto a producdo de OTA, em
geral, foi maior a 15 °C. Segundo Leong et al., (2006), a producdo OTA por A.
carbonarius e A. niger ndo estava relacionada a extensdo do crescimento, 0s
tamanhos das colénias foram fortemente governados por temperatura, sendo a
toxina reduzida quando a cultura era mantida 30 ° C. Além disso, a producao
maxima OTA pode estar ligada a um momento especifico ap6s a inoculagéo,
decorrente do forte efeito da temperatura sobre a germinagao.

Fatores nutricionais estdo intimamente ligados a ativacdo dos genes
responsaveis pela producdo de OTA. Estudos realizados em 2009, por Abbas e
colaboradores avaliaram o efeito de uma grande variedade de fatores bioticos
baseados em diferencas nutricionais sobre a produgdo de OTA e OTB.
Diferentes fontes de carbono incluindo glicose, sacarose, maltose, galactose,
xilose e glicerol pareceram reprimir a producdo de OTA. Em contraste, lactose
parece induzir a producéo de OTA, com a adi¢do de lactose e galactose ao meio
restritivo (PDC), resultou em um aumentos acentuados nos niveis de OTA.

Em alguns tratamentos, houve um decréscimo na deteccdo de OTA a
partir do 15° dia, esse fato pode ocorrer ja que alguns fungos ocratoxigénicos
podem utilizar a OTA produzida no meio de cultura como substrato, apds algum
tempo de cultivo, quando os nutrientes tornam-se escassos (VARGA; RIGO;
TEREN, 2000). Segundo Abrunhosa, Serra e Venancio (2002), a maior parte das

estirpes testadas em seu estudo foram capazes de degradar ocratoxina A,
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enquanto cresciam em meio de cultura, 51 cepas (67 % de estirpes testadas)
foram capazes de degradar mais que 80 % de ocratoxina A adicionada ao meio
YES. E os isolados dos géneros Aspergillus (Aspergillus niger, A. clavatus, A.
ochraceus, A. versicolor , e A. wentii destacaram-se degradando mais de 95 %
da ocratoxina A.

Os niveis mais baixos de OTA foram encontrados nos tratamentos com
meio de cultura a base de fuba, para ambas as espécies em estudo, e esses
valores ndo excederam ao limite proposto para alimentos a base de cereais (10
mg/Kg) (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2011),
embora ndo seja possivel extrapolar para os alimentos os valores encontrados
nos testes com meios de cultura. Esses resultados concordam com outros
autores, que ndo detectaram niveis significativos de OTA em silagem de milho
(RICHARD et al., 2009; EL-SHANAWANY; MOSTAFA; BARAKAT, 2005).

Aspergillus ochraceus € o maior produtor de ocratoxina A em café, e
desenvolve-se em temperatura entre 8 °C e 37 °C (temperatura 6tima 24-31 °C)
e pH entre 3-10 (PITT; HOCKING, 1997). Entretanto, neste estudo, os trés
isolados de A. ochraceus ndo ultrapassaram 0,3 ug /g no meio de cultura a base
de café.

Aspergillus ndo sdo comumente associados com a produgdo de
quantidades importantes de OTA no trigo em temperatura mais baixa (MAGAN;
ALDRED, 2007). No entanto, os isolados de A. ochraceus CDCAO0151,
CDCAO0153 e CDCA0162 produziram OTA a 25 °C em meio de trigo, resultado
gue corrobora com estudo de Mufioz et al. (2011) que apresentou altos de OTA (

> 50 ug /g de agar ) a 25 ° C em meio de cultivo baseado em trigo.
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5 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo com as seis cepas ocratoxigénicas do género
Aspergillus demonstraram uma producdo significativa de OTA no meio de
cultura YES, mas também produziram quantidades menores em meios de cultura
a base de trigo e café, sob as condicBes de temperatura e tempo de incubacdo
testados neste estudo. O isolado CDCA0126 (A. carbonarius) no meio de YES a
15 °C apresentou os maiores niveis de OTA. A taxa de crescimento para todos
isolados foi maior no meio YES a 25 °C e o crescimento mais lento ocorreu no
meio de milho a 15 °C. Portanto, por meio deste trabalho, é possivel determinar,
dentre as variaveis analisadas, quais as melhores condi¢cGes para evitar ou
minimizar a producdo de OTA por Aspergillus carbonarius e Aspergillus

carbonarius em gréos de café beneficiado, fubé e trigo.
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