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Isolamento de Aspergillus flavus micotoxigénico em noz
pecan

Isolation of mycotoxigenic Aspergillus flavus in pecan nuts

RESUMO

A aflatoxina é produzida por fungos do género Aspergillus spp, sendo a aflatoxina B1 o
composto natural mais carcinogénico ja conhecido. A noz pecan (Carya illinoinensis) possui
risco moderado de contaminagdo por aflatoxinas. Este trabalho teve como objetivo isolar
Aspergillus flavus produtor de aflatoxina em noz pecan. Apds o isolamento as cepas flungicas
foram mantidas em BDA e inoculadas em agar coco em triplicata, apds crescimento realizou-
se a extracdo da toxina e analise por cromatografia em camada delgada (CCD). A cepa de
Aspergillus flavus isolada da noz Pecan ndo produziu AFB1, mas apresentou na CCD
fluorescéncia semelhante a Aflatoxina G, sendo necessario mais estudos, para confirmagao.
PALAVRAS-CHAVE: Aspergillus flavus. Noz pecan. Biocontrole.

ABSTRACT

The Aflatoxin is produced by fungus of the gender Aspergillus spp, being the B1 aflatoxin
the most carcinogenic compound already known. The pecan nut (Carya illinoinensis)
contains moderate risk of aflatoxin contamination. The objective of this work was the
isolation of aflatoxin producer Aspergillus flavus in the pecan nut. Afterwards this the strains
had been kept on PDA and inoculated in coconut agar, by triplicate. After it had grown, it
was realized the toxin extraction and the test by Thin-layer chromatography (TLC). The
isolated strain from Pecan nut didn’t produce AFB1, however the TLC showed similar
fluorescence to aflatoxin G, it making required more studies for the confirmations.

KEYWORDS: Aspergillus flavus. Pecan nut. Biocontrol.
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INTRODUGAO

Micotoxinas sdo provenientes do metabolismo secundario de fungos
filamentosos e sdo potencialmente perigosas para animais, incluindo os humanos.
A aflatoxina é produzida por fungos do género Aspergillus, sendo produzida por A.
flavus, A. parasiticus e A. nomius, dos quais, os dois primeiros sdo os mais
encontrados durante a colheita e a estocagem (YU et al., 2004). Esses podem
produzir quatro tipos de aflatoxinas, sendo elas B1, B2, G1 e G2, sendo
diferenciadas pela sua coloragao na luz UV e estrutura molecular. Diferentes
linhagens podem produzir ou ndo, ambas, aflatoxina B1 e/ou B2 (HEDAYATI,2007).

Aflatoxina B1 é o composto natural mais carcinogénico ja conhecido e
classificado no grupo 1 pela Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer
(IARC,1993). Segundo a ANVISA (2011), o limite maximo, no Brasil em nozes é de
10 pg/kg para qualquer aflatoxina.

A noz pecan (Carya illinoinensis) é uma planta nativa da América do Norte,
ocorre naturalmente nos Estados Unidos da América e sudeste do México (PECAN
REPORT, 2020). No Brasil, o cultivo dessa planta é praticado principalmente em
trés estados do Sul/Sudeste (Rio Grande do Sul, Parand e S3o Paulo) (GARCIA et
al.,2019). Rio Grande do Sul tem sido o maior produtor desde 2013, e de acordo
com os arquivos de agricultura do Brasil (IBGE,2019), representa 47,8% de toda a
producao de nozes no Brasil.

Um dos maiores problemas na comercializacdo de nozes é a contaminacao
por aflatoxina em produtos derivados das mesmas (HAMIDO,2014). Segundo Cast
(2003), nozes como améndoas, pecans e pistaches contem risco de moderado a
alto para contaminagao por aflatoxinas.

Durante os varios estagios de cultivo e processo, a noz pecan estd exposta a
grande quantidade de microrganismos, especialmente fungos, e podem se
multiplicar nos frutos, alterando a qualidade, produzindo sabores indesejados (off-
flavors) e sintetizando micotoxinas, como a aflatoxina (PITT; HOCKING, 2009).

Para diminuir a perda de qualidade da noz pecan, é necessario o uso de
fungicidas, que acabam sendo prejudiciais a saude dos animais,porem o uso
indiscriminado de fungicidas comerciais sdo um problema de sude publica,
causando a mutacdo e acira¢do de fungos resistentes. (PIGNATI et al., 2017 apud
STADLER et al., 2019).

Tendo como nova onda mundial cada vez mais o uso de recursos naturais, o
objetivo deste trabalho foi isolar A. flavus produtor de aflatoxina B1 em noz Pecan.

MATERIAL E METODO

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Bioquimica da
Universidade Tecnoldgica Federal do Parand, Campus Ponta Grossa, no periodo de
julho de 2019 a margo de 2020.

Preparo da amostra

Cerca de 250 g de noz pecan (Carya illinoinensis) foi adquirida da feira de
agricultores de Ponta Grossa-Parana. Realizou-se o quarteamento da amostra até
aproximadamente 5 gramas (amostra analitica), a qual foi triturada e dissolvida em
peptona bacterioldgica diluida até a concentracdao de 0,1%. A solugdo resultante
foi centrifugada e filtrada e em seguida essa solugdo sofreu diluicdo seriada (1:9)
em 5 tubos contendo a peptona bateriolégica 0,1%. De cada um desses tubos foram
inoculados 100 uL da solugdo nas placas de Petri contendo BDA (Batata Dextrose
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Agar), em triplicata, e incubados por 10 dias a temperatura ambiente (20-26 °C).

Isolamento e identificacdo de A. flavus

As colbnias de bolores provenientes das nozes foram isoladas por repique
por estria por esgotamento, buscando o isolamento das colénias de fungos com
aparéncia macroscépica similar ao A. flavus. Os isolados foram identificados pelas
caracteristicas macroscépicas da col6nia, sendo essas repicadas e propagadas em
meio BDA (4gar batata dextrose) para uso nesta pesquisa. A linhagem padrio de
A. flavus NRRL 3251, mantida em dleo mineral, foi reativada em caldo BHI ( brain-
heart infusion broth) por uma semana a 25 °C e o tubo foi agitado em agitador de
tubos por cerca de 60 segundos, para que os esporos se soltassem. Foi transferido
0,1 mL do inéculo para placa contendo meio BDA e espalhado com a alca de
Drigalski, sendo esse procedimento feito em triplicata.

Método de conservacgdo de culturas

As culturas foram mantidas através de: a) método de preservacgdo sob 6leo
mineral - as culturas foram mantidas em tubos contendo meio BDA, a temperatura
de 25°C. Apds a cultura atingir toda a extensdo do meio, foi coberta com dleo
mineral esterilizado e o frasco foi tampado; e b) método de transferéncia periédica
- as linhagens foram repicadas, num periodo médio de 2 semanas. O meio utilizado
foi BDA e as linhagens foram mantidas a temperatura de 25°C.

Analises Microscépicas

Para a identificacdo da cepa isolada, foram realizadas observagGes
microscopicas dos esporos com a al¢a de niquel, sendo estes dispersos nas placas,
contendo 4gua destilada.

Identificacdo de Aflatoxina

As linhagens foram inoculadas em 4gar coco (DAVIS; IYER; DIENER, 1987)
em triplicata, por 15 dias, a 25°C. Apds crescimento o indculo foi extraido seguindo
a metodologia de ONO (2007) como mostrada na Figura 1 para andlise de
identificacdo de aflatoxinas por cromatografia em camada delgada (CCD) (Soares e
Rodrigez-Amaya, 1989; e ONO et al., 2007, p. 45).

A preparagdo da CCD consistiu na ativa¢do da placa cromatografica (20 x
20 cm, silica gel 60) e na ressuspensdo das amostras extraidas e dos padrdes AFB1
e AFB2 em cloroférmio(200uL) em banho ultra-sénico por 30 segundos. Apds isso
foi aplicado a 2 cm da base, 2 pontos de amostra (B e C) e 2 pontos de padr&es
(AFB1 e AFB2), respectivamente. A placa foi entdo colocada em cuba
cromatografica contendo a fase mdvel da CCD, tolueno: acetato de etila:
cloroférmio: acido férmico, na proporgéo (17,5:12,5:12,5:5). Apds a corrida (10cm)
a placa foi retirada e deixada para secar a tempertura ambiente, entdo foi coloca
em incidencia de luz UV a 366 nm para visualizacdo e calculo dos seus fatores de
refracdo (Rf).

Figura 1 — Metodologia de quantificacdo de aflatoxinas por CCD(Soares e Rodrigez-
Amaya,1989).
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A g de amostra
Tritarar (granubsmetria 50 “me=<h™)
50 g amesira
=+ 30mL de KC1 4%
+ 2T0ml. de metanol
II’Iu.uam:i:-rbpcrE min
Filtrar

1
1 50en L do fElbrado residuos
+ 150ml de (MNH,), S0_a 3%
+ 20g de terma diakbomsices

|

Filtrar
Iﬁmi.lthw
150mL. do Altrado
+ 150ml. de dgua destilada
+ 1ien L de cloroditamis

Agitar suavemented 3min.
Esperar separagio das faxes

Coletar S5mil_ Fase inferior
Acrescentar 4 1{lmL de clorofdrmio no fumil de separacio
Experar separagio das faces
Coletar Sml da fase mieror

Evaporar o volume total da clorcfGmmeca ( 10mL)
&m banho-maria a 50°C zob fAuxo de nitrogSmio

Eessuspender em 20u L de clorofdrmio
Bapho ultrasimico’ 3

C fia cm da del gada (CCD)

Fonte: ONO et al.,2007, pg.45

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apds 15 dias da inoculacdo foram selecionadas as cepas que apresentavam
caracteristicas macroscoépicas similares a literatura (HEDAYATI, 2007) assim como
demonstra a Figura 2.

Figura 2 — Amostra B.

Fonte: Autoria propria.

Apds andlises microscopicas, selecionou-se a cepa que apresentou
caracteristicas da espécie A. flavus, como cabeca conidiar aspergiliar sendo de
radial a globosa, vesicula globosa e estigma bisseriado tendo seus conidiosporos
com superficie irregular e ndo pigmentada.
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A cepa mantida em 6leo mineral ao ser reativada, apresentou uma
coloracao verde mais escura que a inoculada, porém ainda dentro dos parametros
da descri¢cdo, como mostrado na Figura 3.

Fonte: Autoria propria

Como ja demonstrado por Terabe et al. (2008), ha incidéncia de produtores
de aflatoxina, como A. flavus e A.parasiticus na noz pecan. Segundo as
caracteristicas macro e microscdépicas foi possivel a identificagdo do fungo A. flavus
na amostra. Hedayati (2007) diz que: “A. flavus é encontrado nas coloragGes
avermelhado, amarelo para verde ou marrom, com o fundo dourado a vermelho-
amarronzado.” Sendo assim, a linhagem apresentou cores de amarelo a verde,
com o fundo dourado, apresentando caracteristicas similares ao A.flavus da
literatura como mostrado na Figura 2. Assim como a linhagem NRRL 3251,
apresentando apenas um verde mais escuro, mostrado na Figura 3.

Na CCD, pode-se observar a visualizacdo do padrao AFB1, pela banda de cor
azul, o padrdao AFB2 ndo apresentou cor, isso pode ser explicado, pois a sua solucdo
estava muito diluida, ndo sendo suficiente para que fosse captado pela luz UV.
Como apresentado na Figura 4.

Figura 4 — CCD em camara de luz UV

Fonte: Autoria propria
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Obteve-se como resultado os segundos os seguintes valores de fatores de
retencdo (Rf): B(0,6756), C(ausente), B1(0,4054), B2(ausente). Nenhuma das
amostras teve Rf e cor préxima do padrdao AFB1, demonstrando auséncia de
aflatoxina B1 nas amostras, sendo as cepas ndo produtoras da AFB1. A amostra B
(isolada) apresentou leve fluorescéncia verde, em camara de luz UV, caracteristica
da AFG1 e AFG2, porem devido a falta de padrdes especificos, ndo se pode afirmar
se possui ou ndo a mesma, podendo assim demonstrar ter uma pequena
guantidade de AFG1 ou AFG2.

Como descrito por Davis; lyer; Diener(1987), a AFB1, quando em agar coco,
demonstra coloracdo azul (blue) perante a luz UV.

O resultado obtido pode ser explicado por diversos fatores. Segundo
Taniwaki et al. (1993), algumas linhagens de A. flavus ndo produzem aflatoxinas,
outras sé produzem as do grupo B e outras sé produzem as do grupo G, ou seja,
ela pode ndo ser produtora ou ainda produzir a aflatoxina do tipo G. Segundo
Schroeder; Ashworth (1966), o ambiente é um importante fator para producdo de
aflatoxinas, interagindo com o gendtipo de uma linhagem, sendo assim, o
ambiente pode ter afetado sua producdo.

A linhagem NRRL 3251 (C) é naturalmente produtora de aflatoxina B1,
porém, essa producdo ndo foi detectada por CCD, uma possivel explicacdo é
descrita por Moreau (1979), onde uma linhagem toxigénica pode perder sua
habilidade de produzir aflatoxina, apds subculturas sucessivas em meios sintéticos,
devido a mutagao.

Ainda investigando, outros fatores externos podem inibir a producdo da
aflatoxina, como o meio, temperatura e pH. “O fungo cultivado em meios
sintéticos ricos perde sua capacidade de produzir aflatoxinas com maior facilidade
que o fungo cultivado em meios mais pobres, uma vez que naquele meio o fungo
encontra a substancia pronta sem precisar seguir algumas vias metabdlicas para a
sua sintese”. (TANIWAKI et al.,1993). O meio utilizado foi o agar coco, apesar de
ser muito utilizado para a identificacao de aflatoxinas, outros autores sugerem o
meio Czapek ou Yes para uma melhor produc¢do (TANIWAKI etal.,1993).

Ndo se pode comprovar o resultado da amostra B, pois para o mesmo seria
necessario um estudo voltado para as aflatoxinas do tipo G, com seus padrdes
especificos.

CONCLUSAO

Aspergillus flavus foi isolado de noz pecan, porém esse nao produziu AFB1,
mas nao foi possivel confirmar se ele é ndo-toxigénico ou produtor de Aflatoxina
G, sendo necessario mais estudos.

Espera-se em futuros estudos que esse tipo de biocontrole seja realizado,
assim como outras formas do mesmo, buscando a inibicdo do crescimento do
fungo e a diminuicdo da producdo das aflatoxinas.
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