IV Congresso Brasileiro de Mamona e
| Simpésio Internacional de Oleaginosas Energéticas, Jodo Pessoa, PB — 2010

ia''e
(@,

DETECGAO E QUANTIFICAGAO DE AFLATOXINAS EM GRAOS DE AMENDOIM INOCULADOS
ARTIFICIALMENTE COM Aspergillus parasiticus EM FUNGAO DE DIFERENTES PERIODOS DE
INCUBAGAO!
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RESUMO -. Objetivou-se neste trabalho avaliar o nivel de contaminagédo de aflatoxinas em gréos de
amendoim inoculados artificialmente com uma cepa toxicogénica de Aspergillus parasiticus em fungao
de diferentes periodos de incubacdo. Os grdos de amendoim foram previamente irradiados com
irradiagdo gama (6°CO) na dose de 25 kGy (Kilograys) e inoculados artificialmente com indculo em p6
de A. parasiticus na concentragdo de 30 x 10° esporos/g de caolim em p6. Para simular as condi¢des
ideais de umidade e temperatura a produgé@o de micotoxinas por fungos toxicogénicos, 800 g de gréos
de amendoim foram fracionados em porgdes de 200 g e acondicionados em dessecadores contendo
solugdo salina saturada de nitrato de potéssio - KNO3 (93,58% UR) no interior de cdmaras BOD
ajustadas a temperatura de 30°C e fotoperiodo de 12 horas, durante 28 dias. A cada sete dias de
incubacao foi realizado o teste de sanidade dos gréos, extragdo, identificacdo e quantificacdo das
aflatoxinas associadas. O isolado testado ndo produziu aflatoxinas aos 7 dias de incubagao; aos 14
dias, A. parasiticus produziu apenas as aflatoxinas B1 (6,0 ug.kg") e G1 (5,1ug.kg"). A partir de 21 dias
de incubagao, o isolado de A. parasiticus sintetizou elevadas concentragdes das aflatoxinas By — 21
dias (86,7 ug.kg), 28 dias (960,0 pg.kg"); G1 - 21 dias (89,1 pg.kg"), 28 dias (505,6 pg.kg); e G2 -
21 dias (27 ug.kg"), 28 dias (713,3 pg.kg"). A aflatoxina B2 néo foi detectada nos graos de amendoim
utilizados neste estudo.

Palavras-chave — Arachis hypogaea, Micotoxinas B1, G1e Ga.

INTRODUGAO

As aflatoxinas s&o as principais micotoxinas e representam o0 maior perigo associado a cadeia
produtiva do amendoim. S&o produzidas principalmente pelos fungos Aspergillus flavus Link e A.

parasiticus Speare em condigdes favoraveis de umidade e temperatura (CAST, 2003).

A contaminagdo por aflatoxinas em amendoim é decorrente principalmente de falhas no
controle da umidade e temperatura, tanto na producéo quanto no armazenamento, que favorecem o

desenvolvimento de fungos toxicogénicos. No campo de produgdo, as micotoxinas podem ser
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produzidas quando ocorrem elevadas temperaturas e estresse hidrico prolongado durante as ultimas
trés a seis semanas do ciclo da cultura, enquanto no armazenamento a produgao desses metabolitos

secundarios é favorecido pelo alto teor de umidade dos gréos (FONSECA, 2009).

Apesar do avango em relagdo ao conhecimento dos fatores que favorecem a produgéo de
aflatoxinas, pouco se sabe a partir de quanto tempo apds a infecgdo por fungos toxicogénicos séo
produzidas as micotoxinas. Essa informagéo € importante para que se possam definir estratégias de
controle de micotoxinas, desde o0 manejo da cultura no campo de produgéo até a sele¢do de genétipos
resistentes aos fungos toxicogénicos. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi estudar o nivel
decontaminagéo de aflatoxinas em gréos de amendoim inoculados artificialmente com A. parasiticus

em fungéo de diferentes periodos de incubagao.

METODOLOGIA

O estudo foi conduzido no Laboratério de Fitopatologia da Embrapa Algod&o. Foram utilizados
gréos de amendoim da cultivar BRS Havana (safra 2006/2007) irradiados com radiagdo gama, na dose

de 25 kGy (Kilogray), para eliminar todos os microrganismos associados.

Os gréos foram previamente analisados quanto a contaminagao por micotoxinas, ndo sendo
detectadas aflatoxinas associadas e, em seguida inoculados com uma cepa toxicogénica de A.
parasiticus (#IMI242625), produtora das aflatoxinas B+, B2, G1 € G, na forma de pd. O inoculo foi
preparado utilizando esporos desidratados do fungo misturado a caolim em pd, conforme metodologia
descrita por Andrade (2008). Utilizou-se 1 g do indculo em pé de A. parasiticus, ajustado para 30 x 105

esporos/g de caolim para cada 1 kg de graos de amendoim.

Os grdos de amendoim foram incubados em condigdes de umidade e temperatura 6timas para
producao de micotoxinas, ou seja, umidades relativas do ambiente superiores a 85% e temperaturas de
30 °C + 2 °C. Para simular essas condigdes, 800 g de graos foram fracionados em por¢des de 200 g e
acondicionados em dessecadores contendo solugdo salina saturada de nitrato de potassio - KNOs
(93,58% UR) no interior de camaras BOD ajustadas a temperatura de 30°C e fotoperiodo de 12 horas,
durante 28 dias. Aos 7, 14, 21 e 28 dias foram realizados testes para avaliagdo da sanidade e deteccao

e quantificagdo das aflatoxinas associadas aos gréos
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Teste de sanidade

Para avaliagdo da sanidade, 100 graos de cada tratamento foram distribuidos em placas de
Petri esterilizadas de 9,0 cm de didmetro (10 gréos/placa de Petri), contendo 20 mL de meio Czapeck
Agar previamente esterilizado. As placas contendo os grdos foram incubadas em camara de
crescimento com temperatura de 20 °C + 2 °C e fotoperiodo de 12 horas, durante sete dias. Apds esse
periodo, foi realizada a identificagdo e a contagem dos gréos contaminados com A. parasiticus e outros

fungos associados, examinando individualmente as sementes ao microscdpio estereoscopico
Extragao, identificagao e quantificagao das aflatoxinas

Para cada tratamento empregado (dias de incubagéo) foram utilizados 200 g de gréos de
amendoim, os quais foram moidos e peneirados em malha de 20 Mesh. Depois de peneirado, cada
tratamento foi acondicionado em embalagem hermeticamente fechada e mantidas em freezer (-20 °C)

até a realizacdo da extracéo.

Para as extragdes das aflatoxinas foi adotada a metodologia descrita em Brasil (2000)
modificado (IN n°. 09, de 24 de margo de 2000, DOU Secao 1, p. 35-41, 30 mar. 2000).

A andlise das aflatoxinas nos gréos foi realizada por meio de cromatografia em camada
delgada (CCD), utilizando-se cromatofolhas de aluminio da marca Merck (KIESEL GEL-60 / 1.05553),

com comprimento e largura de 10 cm e espessura de 0,2 mm.

Nas cromatofolhas foram aplicados 6 uL das amostras e 3, 4 e 6 pL dos padrdes B1 e G1 (15
Mg.mL1) e B2 e G2 (10 pg.mL"), distribuidos em pontos previamente marcados nas cromatoplacas.
Apos a aplicagéo dos padroes e das amostras foi realizada a eluigdo bidirecional, utilizando-se para
isso uma cuba de vidro com cloroférmio:acetona (9:1) e, em seguida, outra cuba contendo o eluente
tolueno:acetato de etila:acido formico (5:4:1). Apos a eluigdo, a cromatofolha foi retirada da cuba e,
apds a evaporagéo da solugdo, a mesma foi colocada em camara com luz ultravioleta de 366 nm para

a observagao da presenca de manchas fluorescentes indicativas de aflatoxinas.

A concentracao de cada aflatoxina detectada foi calculada de acordo com a férmula:

Em que: Y = concentragéo do padréo de aflatoxina (ug/mL); S = volume em pL do padrao da

toxina com fluorescéncia equivalente a amostra; V = volume final do extrato da amostra em pL; X =

volume aplicado do extrato (amostra) em uL; W = massa da amostra em gramas no extrato final.
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Analise estatistica

Utilizou o delineamento em blocos ao acaso com quatro tratamentos (periodos de
armazenamento — 7, 14, 21 e 28 dias) e cinco repetigdes, sendo cada unidade amostral composta por
200 g de graos de amendoim moido. Em razéo de néo se ter verificado homogeneidade de variancias,
as analises estatisticas foram realizadas utilizando-se modelos lineares generalizados, por meio da
rotina GENMOD do sistema estatistico SAS® versdo 9.1.3 (SAS Institute, Inc. Care, NC, USA). As
andlises de deviance (testes de razdo de verossimilhangas para as fontes de variagdo controladas no

modelo) foram realizadas de forma sequencial (tipo |).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A inoculagéo artificial de A. parasiticus foi eficaz na contaminagéo e/ou infecgdo de 100% dos
gréos (Tabela 1). Apenas trés das quatro aflatoxinas analisadas foram detectadas - B1, G1 E G2 (Figura

1). A aflatoxina B2 néo foi constatada nos gréos analisados.

Na avaliagdo da contaminacdo por aflatoxinas, verificaram-se diferencas estatisticas
significativas (P < 0,001) entre os tratamentos estudados (periodos de incubagao de 7, 14, 21 e 28
dias), tanto na detecgdo quanto na quantificagéo das aflatoxinas B1, G1 e G2 associadas aos graos. A

concentragao (ug.kg) das aflatoxinas detectadas variou em fungéo do periodo de incubagao.

N&o se constatou contaminagéo por aflatoxinas nos grédos com 7 dias de incubagédo. Aos 14
dias de incubag&o, constatou-se contaminagdo dos gréos apenas com as aflatoxinas B+ (6,0 pg.kg') e
G1 (5,1 pg.kg"). Com esses niveis de contaminagao, o lote ndo seria descartado para o consumo
humano, uma vez que o Ministério da Saude determina o limite maximo de contaminagao de 20 pg.kg™’
para o somatério das aflatoxinas B1, Bz, G1 e G2 (BRASIL, 2002).

Aos 21 dias de incubag&o dos graos, houve um aumento significativo no nivel de contaminagédo
das aflatoxinas B1 (86,7,0 ug.kg') e G1 (89,1 pg.kg), assim como a detecgdo da aflatoxina G2 (27,0
Mg.kg™), o que implicaria no descarte do lote para o consumo, segundo os padrées de contaminagéo
estipulados pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2002). Aos 28 dias de incubagdo, houve um incremento
da contaminagao dos grdos de forma exponencial, com niveis elevados — B (960,0 pg.kg), G1 (505,6
Mg.kg') e G2 (713,3 pg.kg™). Nesse periodo de incubagdo verificou-se abundante crescimento do

fungo A. parasiticus sobre os graos de amendoim.

A producao de micotoxinas por espécies de Aspergillus tem sido extensivamente estudada em

diferentes condicdes de umidade e temperaturas; entretanto, poucos estudos tém sido realizados para
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se determinar o tempo que fungos toxicogénicos demandam para produzir micotoxinas em condigdes
6timas de umidade e temperatura para o seu desenvolvimento. A maioria dos estudos tratam da

produgédo de micotoxinas em meios de cultura sintéticos ou semi sintéticos e nao sobre graos.

Dentre os trabalhos realizados com gréos, destaca-se o de Winn e Lane (1978), que
inocularam gréos de milho e sorgo com uma cepa toxicogénica de A. flavus, incubaram a 25 °C e 30 °C
em ambiente com umidade relativa de 90%, durante 48 e 72 horas, e constataram a produgéo das

aflatoxinas B e B2 nesse curto periodo de incubagéo.

Em um outro estudo, Diener e Davis (1968) detectaram elevados indices de aflatoxinas em
grdos de amendoim inoculados com A. parasiticus e incubados durante 7 e 15 dias em temperaturas
de 25 °C e 30 °C. Os resultados obtidos por esses autores diferem dos resultados obtidos neste
estudo, quando n&o foram detectadas aflatoxinas associadas aos grdos de amendoim inoculados com
um isolado de A. parasiticus incubados por um periodo de 7 dias. Esse resultado contrastante pode
estad relacionado a fatores genéticos, como a capacidade em produzir micotoxinas de cada isolado

fungico.

Em vérios outros estudos tem se constatado consideravel variagdo na capacidade para
produzir aflatoxinas pelas diversas linhagens do grupo A. flavus, mesmo quando sdo isoladas da
mesma fonte (LEAICH; PAPA, 1974; MOREAU, 1979; TANIWAKI et al.,1993). A produgéo de
aflatoxinas também varia quantitativamente de cultura para cultura, e isolados toxigénicos crescidos no
mesmo substrato, e sob as mesmas condigdes, podem produzir aflatoxinas variando de 100 a 2000
mg.g-' de substrato (MURAKAMY et al., 1966).

Baseado nos resultados obtidos neste estudo e comparando com os varios outros que também
estudaram a influéncia do periodo de incubagdo na producéo de aflatoxinas por fungos toxicogénicos
(DIENER; DAVIS, 1966; WINN; LANE, 1978), constata-se que o tempo demandado por fungos
toxicogénicos para producdo de micotoxinas € bastante variavel. Varios fatores, dentre os quais a
susceptibilidade do substrato a colonizagdo do fungo produtor e fatores bioldgicos, como capacidade
genética do fungo em produzir micotoxinas e quantidade de esporos viaveis, podem interferir no tempo

demandado para producao destas micotoxinas.
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CONCLUSOES
- O isolado testado nédo produziu aflatoxinas aos 7 dias de incubagao;

- Aos 14 dias de incubacdo, o isolado de A. parasiticus utilizado sintetizou apenas as
aflatoxinas B1 e G+ em niveis de contaminagdo abaixo dos padrdes estipulados pelo Ministério da

Saude para descarte do consumo humano,

- Nos periodos de incubacao de 21 e 28 dias, grandes quantidades das aflatoxinas B1, G1 e G2

foram produzidas pelo isolado de A. parasiticus testado.
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Tabela 1 — Micoflora associada aos graos de amendoim inoculados artificialmente com A. parasiticus em diferentes
periodos de incubag&o submetidos ao teste de sanidade em meio Czapeck Agar.

Micoflora (%)
Incubagéo (dias) A. parasiticus A. niger Penicillium spp.
7 100,0 9,0 32,0
14 100,0 29,0 41,0
21 100,0 0,0 0,0
28 100,0 24,0 9,0
1000 1000 1000
3 80 B1 5 800 G1 5 800 GQ 713.0
% 600 % 600 505.6 % 600
{é"j 400 ‘% 400 ‘% 400
§ 200 § 200 § 200
86,7 89.1 27,0
o 60 [ 1 o 5t [ o —_
7 14 21 28 7 14 21 28 7 14 21 28
Periodo de armazenamento (dias) Periodo de armazenamento (dias) Periodo de armazenamento (dias)

Figura 1 — Concentracédo das aflatoxinas B1, G1 e G2 em grdos de amendoim inoculados artificialmente com A. parasiticus
em diferentes periodos de incubag&o.
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