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RESUMO - As espécies de Aspergillus estdo entre os mais importantes fungos produtores de
micotoxinas. O Brasil possui uma biodiversidade muito grande destes fungos que precisa ser mais
explorada. O objetivo deste trabalho foi identificar espécie toxigénicas de Aspergillus utilizando os
caracteres morfoldgicos e fisioldgicos. Durante o periodo, um total de 60 amostras de alimentos foi
analisado sendo: café, cacau e amendoim. Os cafés provenientes dos Estados de Minas Gerais e
Sao Paulo, o cacau da Bahia e Par4 e o amendoim do Estado de S&o Paulo. Houve uma grande
diferenca na atividade de agua entre as amostras de cafés coletadas em diferentes estadios de
processamento. As amostras de cacau e amendoim apresentaram uma variagao intermediaria nos
valores de atividade de agua. Destes alimentos, foram isolados 1208 fungos, sendo 28,5%
pertencentes a Aspergillus section Flavi, 13,9% Aspergillus section Nigri, 0,16% Aspergillus section
Circumdati e 57,3% de outras espécies de fungos, entre estes estavam Fusarium sp., Penicillium
sp., Eurotium sp., fungos dematiaceos, hifomicetos e outros fungos. Dos pertencentes a A. section
Flavi, 33,8% foram produtores de aflatoxinas B1 e B2 e 2,7% foram produtores de aflatoxinas B1,

B2, G1 e G2. Dos produtores de ocratoxina A apenas 2,1% foram positivos.
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ABSTRACT- The Aspergillus species are among the most important fungi producers of mycotoxins.
Brazil has a very large biodiversity of these fungi that needs to be explored. The objective of this
study was to identify toxigenic Aspergillus species using morphological and physiological features.
During the period, a total of 60 food samples was analyzed such as coffee, cocoa and peanuts.
Coffee samples from the States of Minas Gerais and Sao Paulo, cocoa from Bahia and Para, and
peanuts from the State of S&o Paulo. There was a big difference in water activity among coffee
samples collected at different stages of processing. The cocoa and peanut samples showed an
intermediate value of water activity. From these foods 1,208 fungi were isolated, 28.5% belonging to
Aspergillus section Flavi, 13.9% Aspergillus section Nigri, 0.16% Aspergillus section Circumdati and
57.3% of other species of fungi, among them were Fusarium sp., Penicillium sp., Eurotium sp.,
dematiaceous fungi, hyphomycetes and other fungi. From those belonging to A. section Flavi,
33.8% were aflatoxins B1 e B2 producers and 2.7% were aflatoxins B1, B2, G1 e G2 producers.

From ochratoxin A producers only 2.1% were positive.

Key-words: mycobiota, peanuts, coffee, cocoa, mycotoxins.

1 INTRODUCAO

O Brasil possui uma biodiversidade pouco explorada na area de espécies toxigénicas de
fungos incluindo as espécies de Aspergillus que estédo entre os mais importantes fungos produtores
de micotoxinas. A identificacdo correta a nivel de espécie € muito importante ha micologia de
alimentos, porque existem varias caracteristicas associadas a cada espécie. Além disso, o
conhecimento da distribuicdo das espécies toxigénicas nos alimentos pode fornecer parametros
para o controle e prevencado da producdo de toxinas pelos fungos. Nestas condicdes, o presente
projeto teve como objetivo estabelecer uma taxonomia polifasica para a identificacdo de espécies
toxigénicas de Aspergillus que tém sido isoladas no Brasil.

O género Aspergillus € um dos mais importantes géneros de fungos filamentosos. As
espécies de Aspergillus sdo usadas na fermentacédo industrial, mas também podem estar presentes
em diversos produtos agricolas, e causar mudancas na qualidade como: sensorial, nutricional,
pigmentacéo e descoloracéo.

As micotoxinas sdo metabdlitos toxicos, produzidos por algumas espécies flngicas durante

0 seu crescimento, com efeitos mutagénicos, teratogénicos e carcinogénicos sobre humanos e
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animais. As micotoxinas sdo contaminantes naturais de dificil controle em alimentos. Estima-se que
cerca de 25% de todos os produtos agricolas do mundo estejam contaminados por tais substancias
(Benett & Klich, 2003).

Nestas condicBes 0 presente projeto teve os seguintes objetivos: (i) Identificar as espécies
toxigénicas de Aspergillus utilizando os caracteres morfolégicos e fisiologicos; (i) Verificar a
distribuicdo destas espécies em café e améndoas de cacau e amendoim, coletados de diversas

partes do Brasil.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras

Foi coletado um total de 60 amostras de alimentos de diferentes regides do Brasil.
Aproximadamente de 1 a 2 kg de cada amostra foi coletado, conforme disponivel, para analise
micoldgica e potencial toxigénico dos fungos isolados. As amostras foram transportadas até o
laborat6rio de Micologia e Micotoxinas do Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL) em bolsas
estéreis e armazenadas congeladas ou refrigeradas até o momento da analise. A Tabela 1

apresenta a quantidade e origem das amostras.

Tabela 1. Quantidade e origem das amostras de alimentos coletadas

Amostra Quantidade Origem Local de Coleta
Améndoas de Cacau 5 Bahia Processadora
Améndoas de Cacau 5 Para Processadora
Café robusta 18 Sé&o Paulo Fazenda
Café arabica 3 Minas Gerais Fazenda
Amendoim 29 Sao Paulo Cooperativa

2.2 Andlise da Atividade de Agua (a )
As amostras de alimentos foram colocadas no medidor de atividade de &gua Aqualab,
modelo 3T (Decagon,USA). A atividade de agua das amostras foram medidas em triplicata a 25°C

+ 1°C.
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2.3 Plagueamento das amostras

Para o isolamento da micobiota, as amostras foram desinfectadas separadamente com
0,4% de solucdo de hipoclorito de sddio por 2 minutos conforme a metodologia descrita em Pitt &
Hocking (2009). Ap6s a desinfeccdo, foram plagueados 50 pedacos ou grdos dependendo do
tamanho em placas de Petri, contendo 0 meio de cultura agar Dicloran 18% Glicerol (DG18) para o
isolamento dos fungos. As placas foram incubadas a 25°C por 5 dias. Os resultados foram

expressos em porcentagem de infeccéo.

2.4 Isolamento dos fungos

Para identificacdo dos fungos, as cepas suspeitas de pertencerem a Aspergillus section
Flavi, A. section Nigri e A. section Circumdati crescidas no meio DG18, foram isoladas e inoculadas
no meio Czapek Extrato de levedura (CYA) e incubadas nas temperaturas de 25°C e 37°C por 7
dias. Cada isolado foi identificado de acordo com a chave de Klich (2002), Samson et al. (2010),
Pitt & Hocking (2009) e Varga et al. (2011). As espécies de Eurotium foram cultivadas no meio agar
Czapek Extrato de Levedura 20% Sacarose (CY20S) durante 14 dias a 25°C. As espécies de
Penicillium e as outras espécies de Aspergillus foram cultivadas com trés pontos equidistantes no
meio CYA a 25°C e 37°C por 7 dias. Em alguns casos foi também usado o meio de Creatina
Sacarose (CSN) a 25°C por 7 dias (Samson et al. 2010, Pitt & Hocking, 2009). As espécies do
grupo Aspergillus section Flavi foram também cultivadas no meio AFPA (meio de cultura seletivo
para a deteccdo de Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus), para auxiliar na identificacdo das

espécies.

2.5 Avaliacédo do potencial de producdo de micotoxin as pelas espécies de Aspergillus

Todos os isolados identificados como pertencentes a Aspergillus section Flavi, A. section
Nigri e A. section Circumdati, foram inoculados separadamente no meio agar Extrato de Levedura
Sacarose (YESA), meio com alta concentragéo de sacarose e incubados a 25°C por 7 dias, para
avaliacdo do potencial de producdo de aflatoxinas e ocratoxina A. Decorrido o periodo de
incubacdo, as toxinas foram extraidas, aplicando-se a técnica de &agar plug associada a
cromatografia de camada delgada (TLC), de acordo com a técnica de Filtenborg et al. (1983. Os
plugs foram aplicados nas placas de TLC silicagel-G de 500 pm de espessura, juntamente com 2
pL do padrédo de aflatoxinas e de ocratoxina A. A placa foi colocada huma cuba com a fase movel,
constituida dos seguintes solventes: tolueno: acetato de etila: acido férmico 90%: cloroférmio
(7:5:2:5 viviviv). Ap6s o desenvolvimento do cromatograma, as placas foram secadas, colocadas

em camara UV e observadas sob dois diferentes comprimentos de ondas, 356nm e 254nm. O

4
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tempo de retencdo e as fluorescéncias foram comparadas qualitativamente com os padrdes de
aflatoxinas B, B,, G; e G, e ocratoxina A para avaliacdo da presenca das mesmas nas cepas

testadas.

2.6 Técnicas de preservacgao por Silica Gel

Para a manutencéo das cepas por um longo periodo, seguiu se a metodologia de Smith &
Onions (1983). As cepas foram cultivadas no meio CYA a 25°C por 7 dias. Tomou-se uma
suspensdo de esporos num frasco pequeno com um agente protetor constituido de 5% de leite
desnatado. Em seguida, a suspenséao foi distribuida em tubos com silica gel estéreis, congelados e
estes foram agitados para a penetracdo do liquido. A secagem foi realizada em estufa ou lugar
escuro por uma semana com agitagbes constantes. Apds este periodo os tubos foram

armazenados em refrigeracdo ou longe da luz.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Valores de Atividade de Agua (a )
Houve uma grande diferenca na atividade de agua entre as amostras de cacau, cafés e
amendoim. Os valores de atividade de agua das amostras de améndoas de cacau, café e

amendoim estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Valores de atividade de agua das amostras

Amostra AW max AW nin
Améndoas de Cacau (Bahia) 0,686 0,586
Améndoas de Cacau (Para) 0,710 0,648
Café robusta (S&o Paulo) 0,952 0,404
Café arabica (Minas Gerais) 0,968 0,436
Amendoim (S&o Paulo) 0,970 0,383

3.2.  Andlise da micobiota
A Figura 1 mostra a infec¢do fangica das amostras de café (A), cacau (B), e amendoim
(c) apods 5 dias a 25°C no meio DG18. Todas as amostras analisadas apresentaram a presenca de

fungos indicando susceptibilidade destes alimentos a infec¢éo fungica.
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Figura 1. Infeccao flngica nas amostras de Café (A), Cacau (B) e Amendoim (C)

A Tabela 3 apresenta a porcentagem de infeccdo dos grupos de fungos encontrados em
cada produto analisado. No caso do amendoim em algumas amostras foram plagqueadas casca e

graos separadamente e no café foram plaqueados cereja, verde e seco de algumas amostras.

Tabela 3. Porcentagem de infec¢@o das amostras.

%

Amostra Améndoas de  Améndoas de Café Café Amendoim
Cacau (Bahia) Cacau (Pard) (S&o Paulo) (Minas Gerais) (S&o Paulo)
A. section Flavi 138 24 10 0 372
A. section Nigri 18 0 2 256
A. section Circundati 0 0 4 0
Eurotium sp. 388 276 0 54
Penicillium sp. 0 0 44 34 4
Fungos dematiaceos 64 56 4 6 18
Mucor sp. 0 0 0 0 4
Fusarium sp. 0 0 174 90 60
Hifomicetos 24 43 14 16 62
Outros fungos 0 0 12 24 82

3.2  Teste de producao de toxina pelos fungos isolad  os

No cacau, o maior numero de isolados foi do grupo A. section Flavi (104 isolados), sendo 27
produtores de aflatoxinas B1 e B2 e 2 de B1, B2, G1 e G2 e 8 apenas Bl. Dos 9 isolados de A.
section Nigri, nenhum foi produtor de OTA.

No café, foram encontrados apenas 3 do grupo A. section Nigri e entre eles, 1 isolado da
amostra 29 apresentou producédo de ocratoxina. Do grupo A. section Flavi também foram isolados
poucos fungos (5), sendo 3 produtores de aflatoxinas B1 e B2 e 2 ndo produtores. Foram
encontrados 2 fungos do grupo A. section Circumdati, sendo os dois produtores de Ocratoxina A.

No amendoim foram encontrados 35 produtores de Aflatoxina B1, 102 produtores de Bl e
B2, 14 produtores de B1, B2, G1 e G2 e 73 fungos nado produtores. Nao foi isolado nenhum fungo

produtor de ocratoxina A. Estes valores podem ser observados na Tabela 4.
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Tabela 4. Producé@o de toxina pelos fungos isolados das amostras.

Amostra N° % produtores % produtores

isolados aflatoxinas ocratoxina A
BleB2 B1,B2,G1,G2

Améndoas de Cacau (Bahia) 28

Aspergillus Section Flavi 19 5,2 10,5

Aspergillus Section Nigri 09 0

Améndoas de Cacau (Pard) 85 34,1 0

Aspergillus Section Flavi 85

Café (Sao Paulo) 07 60 0

Aspergillus Section Flavi 05

Aspergillus Section Nigri 02 0

Café (Minas Gerais) 03

Aspergillus Section Nigri 01 100

Aspergillus Section Circumdati 02 100

Amendoim (Sao Paulo) 314

Aspergillus Section Flavi 186 36,8 3,7

Aspergillus Section Nigri 128 0

Todas as cepas de Aspergillus section Flavi, section Nigri e section Circumdati isoladas

mantidas em silica gel permaneceram viaveis.

4 CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho mostram a presenca de fungos toxigénicos no café, cacau e
amendoim. A metodologia utilizada diferenciou as espécies de Aspergillus section Flavi, section
Nigri e section Circumdati. No café existe a potencialidade de se encontrar a ocratoxina e no cacau

e amendoim as aflatoxinas.
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