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Avaliacao da producgao de ocratoxina A por Aspergillus
ochraceus e preparo de microrganismo antagonista

Evaluation of the production of ochratoxin A by Aspergillus
ochraceus and preparation of antagonistic microorganism

RESUMO

O setor agroindustrial enfrenta problematicas relacionadas a contaminagdo de alimentos
provindas de fungos filamentosos devido a sintese de metabdlitos secundarios
denominados de micotoxinas. Essas toxinas tém sido detectadas em diversos produtos
agricolas. Uma das principais micotoxinas contaminantes de graos e cereais € a ocratoxina
A (OTA). A OTA destaca-se por seus efeitos hepatotdxicos, nefrotdxicos, teratogénicos e
carcinogénicos, sendo produzida principalmente por espécies de Aspergillus spp. O
presente trabalho teve como objetivo avaliar o crescimento e producgdo de ocratoxina A
(OTA) pelo fungo Aspergillus ochraceus no meio de cultura Yeast Extract Sucrose Agar (YES).
O fungo foi inoculado neste meio e incubado durante 7 dias em BDO a 25 °C e a produgdo
de ocratoxina foi confirmada por Cromatografia de Camada Delgada (CCD). Assim, a partir
destas analises, o meio de cultura YES apresenta-se favordvel para produgdo de OTA.

PALAVRAS-CHAVE: Micotoxinas. Fungos. Aspergillus.
ABSTRACT

The agro-industrial sector faces problems related to contamination of food from
filamentous fungi due to the synthesis of secondary metabolites called mycotoxins. These
toxins have been detected in several agricultural products. One of the main mycotoxins
contaminating grains and cereals is ochratoxin A (OTA). OTA stands out for its hepatotoxic,
nephrotoxic, teratogenic and carcinogenic effects, being produced mainly by species of
Aspergillus spp. The present study aimed to evaluate the growth and production of
ochratoxin A (OTA) by the fungus Aspergillus ochraceus in the culture medium Yeast Extract
Sucrose Agar (YES). The fungus was inoculated in this medium and incubated for 7 days in
BDO at 25 °C and the production of ochratoxin was confirmed by Thin Layer
Chromatography (CCD). Thus, based on these analyzes, the YES culture medium is favorable
for the production of OTA.

KEYWORDS: Mycotoxins. Fungi. Aspergillus.
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INTRODUCAO

A contaminacdo em alimentos e sua toxicidade, provenientes de fungos
produtores de micotoxinas, tem grande impacto na agroindustria e consumo de
alimentos. De acordo com Scussel et al. (1983, p. 75) algumas das principais
micotoxinas contaminantes de graos e cereais sdo aflatoxinas, ocratoxinas,
deoxinivalenol, zearalenona, fumonisinas e tricotecenos.

Os fungos do género Aspergillus spp se destacam pela producdo de
micotoxinas, responsaveis por causar doengas em humanos e animais (SAMSON,
2007). O género apresenta colonias de conidios filamentosos esféricos, comum em
regides tropicais (KLINCH, 2002; PITT. HOCKING, 1997). Grdos e cereais sao
alimentos susceptiveis a contaminacdo pelo Aspergillus ochraceus, podendo
produzir ocratoxina (OTA) em alimentos como café, cevada, aveia, centeio, trigo e
também contaminar o vinho/sucos de uva e carnes (RIBA, A. et al. 2008).

OTA representa ser a micotoxina mais perigosa dentre o grupo de ocratoxinas
(ROSA et al. 2009). Welke et al. (2009, p.2568) afirmam que esta toxina foi isolada
pela primeira vez de uma cultura de fungos A. ochraceus por Van der Merwe, 1965.
Caracterizada pelos seus efeitos hepatotdxico, nefrotdxico, teratogénico e
carcinogénico, tem tido crescente enfoque por ser considerada fator de risco a
saude humana. O mecanismo toxico se deve a inibicdo da sintese de proteinas;
sintese de ATP e peroxidacdo lipidica (XIAO et al. 1996). OTA apresenta uma meia
vida de 35 dias no corpo humano, ficando por um longo periodo no organismo
(ALANATI; PETZINGER, 2006). A ocorréncia desse alto indice de meia vida da OTA
no corpo ocorre devido a grande afinidade que a toxina tem com proteinas do
plasma sanguineo, como a albumina (BOZZA, 2010), tendo em sua estrutura uma
di-hidroisocumarina ligada através de seu grupo 7-carboxil, por uma ligagdo amida,
a L-fenilalamina (XIAO; FROHLICH, 1995) e possuindo um atomo de cloro como
grupo substituinte em sua cadeia quimica, contribuindo para a caracteristica
toxica (SCUSSEL, 1988).

Mundialmente, os limites maximos toleraveis de OTA em alimentos variam de
2 a 10 pg kg-1 (ABRUNHOSA, 2001). No Brasil, em fevereiro de 2018 foi publicado
no Didrio Oficial da Unido (DOU) na Portaria n2 354 a Resolu¢do - RDC N° 7 da
Anvisa os Limites Mdaximos Tolerdveis de Micotoxinas (LMT) em Alimentos e
Matéria Prima. Para a OTA a ANVISA salienta esses limites em alimentos como
cereais, café, feijdo e frutas secas com 10,0 pg kg-1; vinho, suco de uva e alimentos
a base de cereais 2,00 pg kg-1 e também especiarias culindrias como pimenta e
curcuma 30 ug kg-1 (ANVISA, 2012).

Devido aos danos provocados pelo A. ochraceus e os riscos de contaminagao
por OTA em produtos alimenticios, o uso de fungicidas tem sido generalizado na
agricultura. Os fungicidas além de causar danos a saide humana também afeta o
meio ambiente, podendo gerar cepas fungicas resistentes. Neste sentido, estas
aplicagcdes de fungicidas sintéticos vem sendo desencorajadas, pois afetam a
qualidade e seguranca do produto ingerido (SUGAR; SPOTTS, 1999).

Diferentes estratégias estdao sendo desenvolvidas para detoxificar micotoxinas
em graos e cereais, como métodos fisicos, quimicos e bioldgicos (AWAD;
GHAREEB; BOHM; ZENTEK, 2010). Todavia, as técnicas fisicas e quimicas
apresentam diversas restricdes, como a perda de qualidade e valor nutricional do
produto, também a necessidade de equipamentos de alto custo no mercado
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(BASAPPA; SHANTA, 1996). Portanto, priorizar métodos de controle bioldgico e de
antagonismo s3o vantajosos para inativar as micotoxinas.

Dessa forma, este estudo na fase inicial teve como objetivo avaliar um meio
de cultura para producdo de ocratoxina A (OTA) pelo fungo Aspergillus ochraceus,
para em seguida utilizar esta cepa em testes de biodegradacao.

MATERIAL E METODOS

Fungo micotoxigénico: A cepa do fungo Aspergillus ochraceus A152 foi
mantido em meio de cultura BDA (Agar Batata Dextrose) a 7 °C. Os esporos do
fungo filamentoso A. ochraceus foram suspensos em aliquotas de 10 mL de
peptona bacterioldgica (0,1%) estéril e transferida para placas de Petri contendo
agar extrato de malte composto de extrato de malte 45 g e dgar 20 g dissolvidos
em 1 L de agua destilada estéril. As placas foram incubadas durante 7 dias em
estufa BOD a 25 °C. Em seguida, col6nias isoladas foram inoculadas em agar YES
(Yeast Extract Sucrose) composto de extrato de levedura 20 g, sacarose 150 g e
agar 20 g, dissolvidos em 1 L de dgua destilada. Incubados durante 7 dias em BOD
a25°C.

Microrganismo Controle: A cepa da bactéria B-9 foi isolada inicialmente
devido a capacidade de degradar peptideos (HASHIMOTO, 2009). Preservada no
meio de cultura Agar Sakurai: peptona de caseina 0,2%, extrato de levedura 0,1%,
glicose 0,5%, NaCl 0,05% e agar bacterioldgico 1,5%, refrigerada a 6 °C. Para a
reativacdo da bactéria suspendeu-a em solucdo liquida de Sakurai contendo em
g/L: (peptona de caseina 0,2%, extrato de levedura 0,1%, glicose 0,5% e NaCl
0,05%). Incubada em BDO a 27 °C, durante 72h com aeragdo periddica. Em
sequéncia a B-9 foi repicada em meio Agar Sakurai sélido e mantida refrigerada a
6 °C até aplicacdes de testes (JIN et al. 2018).

Cromatografia em camada delgada: Para confirmar a producdo da OTA,
utilizou-se do método de andlise Cromatografia em Camada Delgada (CCD). A
extracdo e determinacdo de ocratoxina foram realizadas de acordo com IAL (2008,
p. 1020 e ONO et al., 2007).

Utilizando a metodologia CCD segundo Ono et al (2007), adaptado, em um
tubo Falcon misturou-se 2,5 mL de KCl 4%, 22,5 mL de Metanol e 40 g de amostra
(cultura de Aspergillus ochraceus em BDA), repetindo esse processo em mais um
tubo. Agitou-se a amostra presente em cada tubo utilizando um agitador Vortex
por cinco minutos, homogeneizando-as. Filtrou-se a amostra usando um funil com
papel filtro juntamente com 25 mL de Sulfato de Amonia 30% e 3,3 g de Terra
Diatomacea. Em seguida se transferiu o filtrado para um funil de separacao,
adicionando 5,0 mL de cloroférmio. Agitou-se o funil de separa¢do suavemente por
trés minutos para extrair a toxina. Esperou a separacdao das fases (aquosa e
cloroférmica) e assim coletou-se a fase inferior (cloroférmica) em um frasco.
Repetiu-se a operagdo com a adicdo de 5,0 mL de cloroférmio ao funil de
separagdo. Novamente se agitou e esperou a separag¢ado de fases, coletou-se a fase
inferior do funil no mesmo frasco da primeira parti¢do. Foi transferido o volume
total da fragdo cloroférmica para um tubo e evaporou-os em banho-maria a 50 °C
até a evaporagao completa do cloroférmio.
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Para a analise da OTA, a placa cromatografica foi ativada em estufa a 100 °C
por 30 minutos. Resuspendeu-se o residuo da amostra com 100 pL de cloroférmio
em banho ultrassénico por 30 segundos. Aplicou dois pontos de amostra (5,0 pL)
a 2,0 cm da base, e dois pontos de padrdao de ocratoxina A na cromatoplaca de
silica gel 60, sendo uma aplicacdo de amostra sobreposta por 5,0 uL de padrao
(cromatografia). Foi colocada a cromatoplaca em uma cuba cromatografica
contendo como fase movel tolueno:acetato de etila:cloroférmio:acido férmico
(18:13:13:5) mL. Removendo entdo a placa apds o desenvolvimento de 10 cm de
corrida, deixando-a secar sob capela de exaustdo. Visualizou-se a placa sob luz UV
a 366 nm. Para a quantificagdao, comparou a intensidade de fluorescéncia da banda
referente a micotoxina na amostra e no padrao.

Manutengdo do microrganismo antagonista: A  Sphignosinicella
microcystinivorans (B9) foi reativada em caldo Sakurai em Erlenmeyer incubadas a
27 °C com agitacdo periddica durante 72h. Em seguida transferiu-se o indculo para
superficie de agar Sakurai com a alca de platina pela técnica de estria por
esgotamento afim de se isolar col6nias, sendo as placas incubadas por 72h a 30 °C
para seu crescimento (KURIAMA et al. 2012).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Figura 1 apresenta a placa de cromatografia utilizada para confirmacdo da
producdo de ocratoxina pelo fungo testado.

A partir desta metodologia, aplicada na detecc¢do da ocratoxina A, concluiu-se
qgque A. ochraceus 151 foi positivo. Esta andlise consiste em comparar a
fluorescéncia do padrdao da OTA e com o extrato da cultura fungica testada,
estando sinalizadas na mesma linha horizontal confirmam presengca da OTA
(COLLINS, 2010). Embora haja uma pequena diferenca no Fator de retencdo (RF)
da amostra com o padrdo, essa alteracdo se deve a interferentes no extrato da
amostra, sendo o padrao puro.

Figura 1- Placa de cromatografia sob luz UV

Amostra

Padrao

Fonte: Autoria prépria, 2019.

O meio de cultura YES estimulou positivamente a producdo de OTA pelo fungo
A. ochraceus, sendo classificado como um bom substrato no desenvolvimento de
OTA (SOUZA, 2014). A temperatura de crescimento de 25 °C foi adequada
(PALACIOS-CABRERA, 2005). Desse modo, o cultivo no meio YES apresenta ser
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favoravel na biossintese de OTA, sendo rico em sacarose, e consequentemente
tendo energia de metabolizacdo rapida, fator que explica o crescimento e
producdo da toxina (BRAGULAT; ABARCA; CABANES, 2001).

Biodegrada¢ao com Microrganismo: A metodologia aplicada buscou isolar a
bactéria B-9 devido ao seu potencial biodegradante e assim seguir avaliando seu
efeito antagonista sob a OTA.

O processo de inoculacdo foi efetuado sem contaminantes e a analise
biodegradante da bactéria sob a micotoxina ndo chegou a ser executada devido a
paralizacdo causada pelo virus COVID-19. Com o retorno das aulas presenciais serd
entdo retomada a pesquisa laboratorial.

CONCLUSAO

Os resultados desta pesquisa com o fungo Aspergillus ochraceus demonstram
uma producdo de OTA no meio de cultura YES. A bactéria antagonista
Sphingosinicella microcystinivorans (B-9) vem sendo mantida para testes
posteriores.

Dessa maneira, trouxe maior conhecimento sobre o meio de cultura favoravel
a producdo de micotoxinas. Preparando os microrganismos para a proxima etapa
de teste de biocontrole e biodegradacao.
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