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RESUMO

Por ser extremamente dificil de evitar a formacao
de aflatoxina em certos produtes, varios processos tem sido
estudados visando extra¥-la ou inativa-la. Dentre os siste-
mas de destoxicagdo conhecidos, um déles & através de micrer
ganismos que, ao se desenvolverem em presencga da aflatoxina,
$ac capazes de inativa-la ou degrada~la. Na tentativa de
isolar tais microrganismos, varios solos do Estado de Sao
Paulo e uma torta de amendoim foram inoculados em meic de
"enrigquecimento" contendo 20 ug/ml de aflatoxina. A técnica
mais adequada para o preparc désse meio foi adicionande a
glucose e a triptona ao meio YES onde previamente havia sido
produzida a aflatoxina. Ap0s & dias de incubagdo, foi feito
¢ isolamento dos microrganismos em placas de Petri. Desta
forma, conseguiu-se isolar 93 microrganismos resistentes a
essa concentracao da toxina.

Noe teste de destoxicagao realizado com a finalida~-
de de verificar a habilidade des micrerganismos isolacos re-
duzivy a aflatoxina, oquendo incubades durante 24 horas em
meio contendo 16 ug/mil desta toxina, observou-se que, dentre
as bactérias, os bolores e as leveduras testados, encontrou-
~se redugdo de até 607 da aflatoxina presente. 0s boldres fo
ram, em geral, os mais oficientes microrganismns em compara-
cao com as bactirias ¢ Teveduras enguanto que dentre as bac-
térias, as Gram positivas foram as mais eficientes.



SUMMARY

Dug  to the wide spread and frequent occurrence of
fungus in  soil and plants, it is extremely difficult to
prevent the formation of aflatoxin in some of the
agricultural products. Many techniques have been developed
in an attempt to reducc the ftoxin content by inactivation or
gxtraction, but most of them are not sufficiently effective
and inexpensive to justify their wse in industrial practice.
One of these techniques is the application of microbes for
inactivation or degradation of the toxin, since some
bacteria, fungi and protozoa can roduce the toxin content of
the media. This thesis describes a tochnigue of the isclat-
ion of the microbes capable of withstanding high concentrat-
ion of aflatoxin and an easy test for evaluating their
abitity to attack the toxin., A total of 93 strains {bacteria.
moids and yeasts) have been isolated, from soil and peanut
meai. Fully grown cultures of the microorganisms were treat
ad with the aflatoxin B at a concentration of 16 ug/ml of
medium. On the whole, molds were the most active in reduc-
ing the toxin, followed by bacteria and ycasts although at
teast one strain of each kKind roducaed 607 of the toxin
content within 24 hours.



INTRODUCAD

)

A aflatoxina foi descoberia na Inglaterra em 1961,
guando um grande nimerc de aves € outros animais morreram i-
nexplicavelmente. Trata-se de uma mistura de metabdlites pro
duzidos por alguns fungos dos glneros Adspergillus & Peniceil-
Iium em determinadas condigoes. Esta ftoxing aftua como agen-
te cancerigenc afetando, principaimente, o figado & os rins.
0 cancer s¢ mapifesta nos casos em gue o% animais sensiveis
consomem pequenas quantidades da toxina, povem, em cases de
doses elevadas, leva @ morte em alguns dias. & importanciz
do seu estudo baseia-se no fato de sue alta ocorréncia em va
rios produtos agricolas, reprosentando um séric problema ndo
50 economico como de saude piblica. Atualmente, cenhece-se
g formas de aflatoxina, as gquais sao: Bis Bgs Gus Gyy By o
Go o, M,, M, € P, donde B, € M, séc 085 mais tdxicos, seguido

2a® T1° U8 1* "1 1
de Mg & Gl; 0s demais sac de toxidez relativamente baixa.

Cs esporos dos fungos estdao amplamente distribui-
dos na naturezae, tornando-se praticamente impossivel evitar
a contaminacdo de um produto alimenticio desde a colheita
até o consumidor. Ho Brasil, as condigoes climaticas favorg
cem grandemente o desenvolvimento do fungo produtor de afla-
toxina & de sua produgao. flevada incidéncia em altas con-
centracoes foi constatada em amendoim, bem como em seus deri
vados. Foi verificado que tanto 0 amendoim produzido pa se-
ca como nas Aguas era toxice (45, 98). Foram também encon-
tradas no comércio pastas do amendoim com elevadsos teores de
afiatoxinag (46).

Yarios estudos foram feitos, na tentativa de desto
xicar aflatoxina por diferentes mBtodos fisicos e quimicos.




lientre @sses, alguns mostraram ser eficientes. £ existéncia
de amendoim atoxico apesar de estar altamente contaminado por
fungos produtores de aflatoxina, além de outros microrganis-
mos & a queda brusca da quantidade de afliatoxina apls a pro-
ducao maxima fizeram com gue pensassem na existéncia de mi-
crorganismos resistentes & toxina e, possivelmente, aptos a
inibir 2 suya producdo ou degrada-la.

ApOs incessantes pesquisas, conseguiram isolar mi-
crorganismes capazes de inativar aflatoxina, embora alguns
deles sejam sensiveis & concentracdes elevadas. Flgvobacte~
rium auranttacum MREL B-184., [focardie aeteroides, Tetrayme=
na pyriformis € Dactylum dendroides NRRL 2574 ¢ 2575 SA0
alguns exemplos de microrganismos capazes de destoxicar a
afiatoxina,

Com & finalidade de melhor aprésentar 0 2ssunto
déste trabalho, oue além de ser de grande importancia @ bas-
tante complexg, foi feita uma revisdo bibliografica extensa,
dedicando uma bea parte sobre a generalidade da aflatoxina.

ERRATA

Apos o primeiro pardgrafo da pigina 4, deve-se inserir o se-
quinte trecho:

O presente trabalho foi realizado com a finalidade
de isolar microvganismos resistentes 4 aflatoxina e possivel
mente, aptos a destextea—la. Como o8 maias elevados niveis
de aflatoxtna foram encowntrados dentre os produtos nacio-
naie, era de se esperar que também existissem microvganis-
mos mais restetentes e com mator capacidade destoxicante,




REVISAG BIBLIOGRAFICA

I. Generalidades

1. 4 Descokepria

flatoxina € um grupo de metabdlites produzide peor

certas Tinhagﬁﬁs de fungos dos géneros Aspergillus e Peniell
lium em determinadas condigoes. E encontrada tanto no mice

1i0 e espores come no meio onde se desenvolve (54,70).

Esta micotoxina ¢ considerada comc uma das mais po

tentes substancias cancerigenas naturais (21). Stevens ¢ co-
Tab. (96) descreveram uma ﬂ@@ﬂga de etiologin desconhecida
em perus, com indice de mortalidade bastante elevadn oCor-
rendo dentro de uma semana apes o apar@cimeﬂtﬂ de certos sin
tomas tipices comeo: perda de apetite, fraqueza das asas o

X

pernas, reducac de mobilidade etc.

I

ﬁecrﬁpgéa revelava Te-

soes no figado e frequentemente nos rins. Suspeitaram da ra

cao, pois a doenga geralmente desaparecia com & mudanga da
mesma (93).

Mais tarde, ocorreu na Inglaterra & morte de
100.000 perus de 2 a & semanas de idade, com sintomas seme-

thantes acs doscrites acima. Esta epidemia, por ser de etio
fogia desconhecida, recebeu o nome de "Turkey ¥ Disease™(17).
Wae mesma €poca, ocorreu no Kénia, dentro de 4 semanas, a mor

te de 14.000 patos e pintos de poucas semanas de idads, cu-
jas necropsias mostraran lesOes hepiaticas e renais semelhan-
tes 2 dos perus (12).

#
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0 ecxame ~as racGes na tentativa de isclar alcalbi-
de, chumbo, merciric e resTduos de inscticida foi sem éxito
(16). Verificaram que as tortas de amendcoim procedentes do
Brasi? faziam partz das ragoes toxicas descobertas na Ingla-
terra (17). Hais tarde, constataram guc cutros lotes de tor
tas procedentes da Tndia (21), Nigéria, ffrica Ocidental Fran
césa e Gambia tamb&m cram toxicas (84).

Alicroft @ ceolab. (5) conseguiram extrair a  subs-
tancia toxica da torta com cloroférmio e reproduzivr a doenga
em patos. A suspeita de sor o fungo responsédvel pela  toxi-
dez, em virtude da presenga de grande nimerc de hifas na tor
ta d¢ amendeim ao exame micrescopice foi confirmada pelo seu
isolamento, producic da toxina ¢ reprodugéo da doeng¢a em ani
mais susceptiveis. 0 fungo iscolade fol identificado como As
pergiliue flavus, Link ¢ Fries, donde veioc & nome aﬁﬁataxim
ne. Extraindo-se com o cloroformic e fazendo-se a cromato-
grafia em papel. usando o soivente hytanol-acide acético 5%,
constatou-se. 4 luz ultravicleta, uma mancha no papel com
flyorescancia azui (&F = 0,7). Esta substancia obtida desta
mancha era téxice a pates de um dia. A mesma substancia foi
também produzida auande o fungo era cultivado em amendoim
asterilizade atdxico (88).

A1ém da cromatografia em papcel, usou-se também, co¢
tuna de oxido de aluminio {101}, obtendo, neste caso, a sepa
racac da aflatoxina em dois pontos flucrescentes: um déles
de fluorescéncia azul, da¥ o nome B ("Blue™) ¢ outro verde,
¢ (“Green"). Com silica gel G'(&ﬁ} conseguiram separar 4

manchas flucorescentes éanem%nadas*FBi§ F38§ FBSS Fggﬁ Mais

tarde, verificaram que afletoxinas B e ¢ corresponcian a
duas fracgoes de cada Blﬁ B, & Gz& Gag cuias proporcoes gquan
P ks

do produzidas em amendoim esterilizade foram 40:1 e 50:1 res



pectivamente. Verificarawm, ainda, que afiatoxinas Ez ¢ GI
apresentavam anci dihidrofurane, gue hidrogenados transforma
vam-se em B, ¢ G, C que todos possuian grupo m@t@x%?&’(§§}0
Formulas estruturais ¢a aflatoxina foram doteeminadas {10 )
(ver figura 1)}, hom como as suas propriedaces fisico-quimi-
cas (33, 71, 102).

Carpnaghan @ colab. (20), comparande a toxidoz das
4 aflatoxinas em patos de um dia, pesando em média 50g, veri
ficaram que %tgﬁ* em 7 dias foram: 18,2 ug de aflatoxina
;I B4 .8 ue de B 39,2 ug de ¢, ¢ 172,5 wg de G, ATi~
croft @ colab., (3) verificaram que as vacas leiteiras, ac in
gerirem racldo com alte teor de a¥flatoxina, ¢liminavam uma
substincia toxica no leite, que foi donominada aflatoxina M
{("MiTk"). Hoje, sabe-se quo ela & excretada tanto na  urina
como no leite (3, 6). A aflatoxina ¥ pode tambEm ser produ-
zida por algumas linhagens de dspergdllus {57).

Aflatoxina ¥ 7 un hidroxi-derivado da aflatoxina B
aprescntandc OF no carbono ¢4 do anel furano terminal, exis
tindo, portanto, afiatoxinas MZ & M2 corraspondendo a BZ &

B, respectivamente {ver figura 1). [ aflatoxina ¥ apresen-

ta fluorescéncia azul muito mais intensa do que a B (57). Sua
taxidez foi determinada por Purchase (80}, sendo aagﬁ de

16 ug para M, ¢ 61,0 ug para ¥ portanto, sao tae téxicos

25
respectivamente.,

I
gquanto as aflatoxinas Bz G B?,

Mais duas aflatexinas foram iscladas das  culturas
de 4. flavus, gque também sfo hidroxi-derivados da aflatoxing
B, cujo grupamento OH ostd na posicac ¢ do anel furano ter-

* Blgy - ou dose letal mediana, & a dose do toxina neocessa-
ria para matar 50% dos animais utilizadoes no testo.



minal {ver fizura 1). Sao slas as afliatoxinas ¥ @ 4
aa dea

(40). Aflatexina B, & 200 vizes mepos toxica que a toxina
By, portanto, praticamente atéxica (82).

Socontomento, foi isoladay da urina de macaco Rhesus
mais uma afiatoxine denominada B, (30), quc & um derivado feo
nélice de B, (ver figura 1).

2. Desenvolvimento dos Métodos Analiticos

A

£ nresenga ¢ a guantidade da aflatoxina podem ser
determinadas com base na intensidade da fluorescéncia (méte-
do fisico-quimico) quando exposte a luz ultravioleta, veri-
ficade primeivaments por Sargent ¢ colab. (85}, 0O mé&todo en
volve extracédo, purificacdo, cromatografia o leitura sob luz
yttravioleta, cuja guantidade pode ser determinada pela  di-
Juicdo sucessiva atd extingdn da fluorescincia ouvu a sua com-
paracado com a de uma solugdo padrac (28).

O metano® ¢ a acctona $A0 0s mais USACOs para  ex-
tracac, sendo seguide pela particdo em clorcofdrmio. A puri-
ficagdo @ feita pela precipitacdo em hexano, éter de petro-
feo ou polo empriéon de colunas de acide silicico ou  silica
gel. Ha separacao para a determinacgao da concentragdc en-
prega-se mais frequentemente a crematografia cm camada celoz
da de sTlica gel (0,58 nm de espessura). Como sistema de sol
vente sac usados, comumente, metanol-cloroformic (3 a 5% de
metanol), acetona-cloroférmic (85:158) ou cloroftrmic-acetona
Z propanol (850:125:28) (10, 28, 75, 77, 92, 97}.
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A5 Teitura de aflatoxina pode ser foita pelo mitodo
visual, espectrofotometria ultravicicta ou fluorodensitome-
tria (13, 28, 69, 78). Ho primeirc ¢ no terceiro mitodn, me
de-se¢ a fluorescéncia diretaronte ne placa cromatogrifica,on
de a aflatoxine J&8 se enceontra separada ¢ no segundo método,
faz-se & leitura da solugio eluida da placa cromatografica
em esnectrofotometro.

Segundo Pons (74), ha uma boa corrclacido entre os
resuitados obtides pelta Teitura visual ¢ densitombtrica. Mo
entanto, dependende de operader, o métode visual pode apre-
sentar uma variacan de até 30%. 0 mitodo densitombtrico &
mais preciso, apresentande uma variacac de 2 a 4%, porém, a
sua precisdo ¢ bastante afetada por fatores, tais como: pure-
za de aflatoxina e irregularidades na camade de siiica gel e
na placa cromatografica (13, 78).

fooxisténcia de muitas substancias fluorescentes
com  HFf semelhantos ao da aflatoxina frente a alguns solven-
tes pode Teovar a falsos resultados nas detorminagoes da afla
toxina. Assinm sendo, raocomenda-se usar mals de um siston
d solventes (108} ou empregar testes confirmativos m@dxaﬁ
te formagao de derivados (8).

Um outro mitedo de determinar a aflatoxina € o tes
te bielégico, gue s¢ baseia no gvay do efeito toxico em pa-

tos de um dia (20). Alguns sugerem, também, a medida da to-
xidez no embrido do galinha ou microrganismos (B8).

3. 4 Aflatoxing no Organisemo

0 efcito biolégice varia muite com a espécie ani-



mal ¢, dentro da mesma espécic, a sensibilidade decrosce com

a idade (104}, © carpeire e o canundongo sao excmplos de es

pécies resistentos conhecidas (4, 73). U grav de toxidez
nos animais sensiveis deopende da dose. De um modo geral, uma

dose lotal provoca morte com necruse hemorrigica noe figado
¢ trato intestinal, uma dose subletal provoca tesces nro figa
do ¢ no rim, como: tumor malignc, caveincma ou honzitoma rno
figade ¢ proiiferacido do ducte biliar (10},

frat @ celab., (9) verificavanm quo aftatoxina  eom
concentracles mencres que 100 wg/mt, fol toHxica apenas a ale
gumas linhagens do génars Noeardia o Streptomyces, nao afe-
tando bactirias comuns tante Gram negativas como positivas
Porcm, conforme Burmeister o Hesseltine (18), concentracao
de aflatoxina de apenas 30 ug/mi possui atividade antibioti-
ca, inibindo o crescimento de Clostridium sporogenes @ Vi~
rias aspicies dos gencros Baeillus e Streptomyces. Flavebac-
terium aurantiqewn HREL B-184 apresentou c@lulas com formas
de aberracac com concentragoes de afltatoxinag de 20 a

100 pa/et (22).

Toxidez da afletoxina parece ser devida & afinida~-
o acido desoxiribonucicice (LDH) do nilcleo, cuja ligacio
mitose ¢ a sintese de acide vibonuclBico (ARN} ¢ pro

i
et

b
ib
Tnas, aparecendo., como conscquéncia, as coiulas gigantes
)

0s estudos de Campbell ¢ colab. {19}, reatizados
nas Filipinas, mostraram que a espécie humana parece ser re-
Tativamente resistente. A determinagao direta do nivel segu
ro da afiatoxina ao homem nac € realizavel, porém, a ativida
de tOxica node ser evidenciada nelo efeitc cito-tdxico, gue
mostrou ser semelhante 2 nos embricdes de patos ¢ galinhas



(47). Em agosto de 1966, "Protein fdvisory Group® (PAG) es-
pecificou a concentracdo maxima de aflatoxina permitida e
alimentes pava 0,03 ug/fg (79).

4. Micropganiamos Produtores

ftyaimente, sabe~-se que & aflatoxina pode ser pro-
duzida por varias linhagens de fungos dos géneros Aspergil-
lus & Penieitllium como por cxemplo: 4d.ostianus, Hehmer {(90%
A. wentii, Wehmer (89): 4. parasiticus, Spear (26):; P. pu-
berulum, Bainer {85). P. eitrinum, Thom. (59} etc.

Fatdres, tais como: a linhagem (70, 86}, o subs~
trato (24, 31, 86), a temperatura (83, 88), a2 umidade (35,
38, B3}, =z presenca de organismos competideres e degradado-
res (E?g 87), influem na quantidade e proporgao de aflatoxi-
na produzida ¢ acumulada. Segundo Hesseltine (53}, o wmiltho,
o trigo, ¢ amendoim, & soja, ¢ ¢ arroz sao bons meios nara
producdo de aflatoxina em laboratorio. o aflatoxinae pode ser
naturaimente encontrada em varics produtos agricolas, sebre-
tudo oleaginosas ¢ principaimente nc amendoim (14) e no algo
dao (42).

Com relagac a bicssintese de aflatoxina, a via cor
rota ainda permanece desconhecida, existindo reiativamente
poucos trabathes formulando hipbteses.

Bdve ¢ Hateles (1) verificaranm que ¢ acetato € als
guns aminocadcides, tais come: metionina, fenilalanina, tirosi
na @ triptofanc, eram incorporados na estrutura da aflatoxi-
na. Fenilalanina e tircsina parecem ser precursores da par-

- 17 -



te cumarinica da molfcula e & metinnira parece ter funglo ex
clusive do forngcer ¢ grupamento metoxila. Holker e Under-
wood (56) sugeriram que 2 aflatoxina tem como proecursor a es
Lerigmatocistina que pode derivar da averufine {(pigmento an-
traguindnico).

Secundae Meody (68), a afiatoxine se deriva do mava
lonato @ para Hoathcot ¢ colab, (52), o &cido cfjice parece
sgr 0 precursor da parte nac furanica da  esterigmatocistina
efou aflatoxina. Hais tarde, Bisilaz ¢ colab. {(15) Tancaram
a hipotose de que a aflatoxina resulte da antraguinona atra-
y&s de ume série (e transformacoes passando por esterigmato-
cistina, O-meti? esterigmatocistinag ¢ finaimente aflatoxina
Bzu Da aflatoxina Eg nodem~se formar as aflatoxinas G, e M,
sendo que esta Gltima, tambim, pode resultar da transforma-
gac da esterigmatocistina.

ﬂ?gmﬁs gsquemas das transformagfes hipotéticas acim
ma ostao apresentadas na figura 2.

1i. Contrrle de Toxiderz

Conhiecendo-se a toxidez e aflatexina, a sensibili
dade de diferentes esplcics animais }2) onde o homem provi-
velmente estd incluTdoX{47) e a ampla distribuicdc de espo~
ros dos fungos ne natureza {54), & evidente a necessidade do
contrale para eliminar ou reduzirv & contamipaczo. ou da remo
cdo da aflatoxina dos predutes ja contaminados. 0s diferen-
tes métodos propostos podem ser reunidos em trés grupos:

N N
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1. Prevengago

r

provancao da contaminacac pela aflatoxina g o

mais desejdvel (3%), que simenie sera con ida pelo ampra-

i

n

go de cuidados visande ¢iiminar as condigdes gue possibili-
temr o ataque pelos fungos, tais como: cotheita no momanto
exato, emprégs de tdcnicas apropriadas para nao danificar fi
sicamente o produto, armazenamento adeguado usando umidade e
temperatura controlada, bowm como evitar o ataque por insetos
¢ roedores., Conforme varios autores, a fase critica & ague-
Ta entre a colheita ¢ 2 ermazenagem, sendo a umidade o Fator
Timitante na producdo de aflatoxina. Uma secager ranida ¢
eficiente deve ser praticada lTogo apts a colheita, evitando
danos mecanicos guc facilitem a invasao do fungos ¢ insetos.
Jurante o transporte e armezenamento, a umidade deve ser mapn
tida a um nivel segure, come por exemplo, para amendoim e
torte de amendoim a umidade de produto deve ser mantida a um
teor infericr a 8% & 16% rospectivamonte (11, 35, 3¢, 37,
38, 45, 54, 83).

Z. Remogao

Oois sAo 08 pro sos baseados neste principic. 0

"]

¢
primeire & a remogac dos grics contaminados ¢ o segunde € a

os
r
axtragac da aflatoxina do produte (4%). © orimeiro processc
12

apresentoy pouca eficiéncia segundo Pettit ¢ Taber {(72). A
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afiatcxina atrosentou meinores resuylitados.
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bma simpies lavagom dos graos com o solvente da

o
aftatoxina ndo foi suficiente norgue efa estf nresente no in

de amendoim Foi

e
o

terior dos graos (28)Y. A aflatoxine de tor
totalmente extraida com metancl em extrator Soxhiet (43,85).
Has mesmas condigoes., acetone, benzens ¢ cloroformio, ang-
sar dg sorem excelentes sclvantes de toxina pura, nao foram
eficientes na extragio (43). Hais tardo, Sreenivasamurthy e

colab. (%4) extrairam 80% da toxina com sclugdo de Call, a
1% em tros lavagens.

Uma mistura azeotrdpica acetona~hexanc-~agua {60
:35:5) removeu totalmente 2 aflatoxinag da torta deo  amendoim

{48). VYorster {103) verificoy a efigigncia do diferentes
misturas come: hexano-metancl (73:27), hexanc-otanoi(70:21),
hexano-etanoi~agua (85; 13), hexano-acetons {41:58%) ¢ hexa

no-acetona-agua (@ﬁgﬂzﬁﬁggziki}nOs melhores resultades foranm
pbtides com a mistura hexano-metancl ¢ hexano-acetona~-agua.
Torta de amendoim tdxica tratada 3 viézes com a mistura acete
na-agua {90:10) a 500C resultew na remogeo tetel da aflatoxd

(39}, porim, a mesme mistyra nas propercdes de 65:36 o
7G:30 removeu apenas 96 ¢ 987% respectivamente (76).

Remocao corpnlete da aflatoxina de torta de amendo-
im e algoddo foi conscguida com 2 wmistura isopropanol-agua
{80:20) a 6092 (81). Rayner e colab., (82) verificaran
que & mistura de etanoi-dgua nas pronorgdes de 95,5:4.,5 @
90:10 a 7500 removeu vespectivamente 96 ¢ 96% de aflatoxina
da torta de amendeim ¢ 93 ¢ $8% da de algodao.



3. Inativaggo

Essa  operacan consiste na etiminacas dz toxider
do produto, seja pelna noutraiizacac ou pele destruicdo de tg
xina. Isto pode sey feoito por mbtodos fisices, guinicos ¢

biotogicos ou uma combinagac désses.

2. Métodes Fisicos: dentre 05 métodos fisicos foram testa-
des o efeito da Tuz ultravicleta, raios gama e calor.

i. Luz ultrauicletq - A instabilidado da  aflatoxing
frente & Tuz ultravicleta era conhecida desde o seu
isolamento {102). Assim, tentarem ﬁti?izaw tal mé-
tode para destoxicar farelo de amendoin, porém 0%
resultados mostraram sor ineficiente (43). Entre-
tantc, scoundo Andrellos ¢ colab. (7)), a aflatexina
nura exnosta 8 luz ultravioieta resultou em  outra
sybstancia menocs toxica,

ii.  Raios gama - . experiéncia em ?ﬂvta de amendoim 8-
xica mostroy que Sste metodo nac & satisfatorio {42).

ii1. Calor - Aflztoxina presente om forta de amendeim &
estivel a 15000 por virias horas (17}, Segundo Fish
bech & Campbell (443}, um  aguecimento superior a
30094 & necessdrio para sua inativacao. Mais tare
de, Coomgs ¢ colab. {27} verificaram que aflatoxina
prasente em torta de amendeim era inativada progres-
sivamente durante a autcclavagem do produto a 1200C
e 15 nsi (1 Adm.). Uma reducdo de até 45% foi con-
sequida om 4 horas de zutcclavagem. Déste tratamen
to resultcu um composio fluovescente scolilivel em mo-



tanol, cujas carvacteristicas mostraram ser o acido O-cumari-
co descarboxiltade, aue € atdxicr. Aflatoxina B, pura aguaci
da sob refiuxo e 3gua resultou numa substancia fluorescente
semelhante ao Zcido O-cumdrico. Portante, pode-se concluir
que, durante a autoclavagem, a aflatoxina se hidrolisa a &ci
do  O-cumdrico que a seguir sofre ums descarboxilacao.

fann e colab. {66), estudande o efeito do calor e
umidade na inativacao de aflatoxina da torta de amendoim e
algodao, verificaram que o aquecimento a2 10000 reduzia a to-
xidez proporcicnaimente ao aumento da umidade e do tempo de
tratamento. A aflatoxina na torta de algodac com 20% de umi
dade, aquecida a 1000C por 120 minutos, sofreu 80% de inati-
vacao & na torta de amendoim, apenas 34%,. nas mesmas condi-
coes. Mails tarde, Mann e colab. (67) verificaram que ¢ pro-
duto com 30% de umidade resultava numa inativacgao maior, po-
rem ers aplicavel somente 2 torta de amendoim,

b. Métodos Quimiecs: durante o estude das propriedades qmj
micas da aflatoxina, verificou-se uma perda gradusl da
fluoresceéncis na presenca de algumas substancias quimicas
{102%, 1Isto feéz nencar na possibilicade da inativacac
por agentes quimicos.

Em 12665, Fishbach e Campbell {44) reiataram que o
tratamento da aflatoxina por uma solugdo de 5% de HaGCTl vre-
syltou numa substancia sem fluorescéncia e atoxica. Torta de
amendoim com 1 ug/g de aflatoxina exposta numa atmosfera de
10% de clors durante uma noite, mostrou uma reducac de 90%
da fluorescéncia e tornou-se atoxico ao embriao de galinha,



Feuell (43) apresentou um resumo da inativacao da a
flatoxina pura ¢ na torta de amendoim, usando varios agentos
quimicos, tais como: sclucdo de hidroxido de stdie a 5%,
Acido cloridrico a 10%, gases de oxido de propilens a 1%, ©O-
xido de enxofre saturado ou ¢loro saturado. Aflatoxina purs
foi inativada pela acio do HCT, SC; e Cly, porém o HNaOH pa-
receu duvidoso. O autor explica qae a taxidaz aindn presen-
te ne tratamentc pelo Alcali pode ser devido ac sal de sddio
formado ou uma possivel regeneracdo do anel lTactena durante
a digestdo pela acidez gastrica. Conforme De longh e colab,
{(33), durante a inativacao da aflatoxina com soda, ocorre a
abertura do anel lactona gue sc regenera pela acidificagao.
Nenhum efeito foi verificado pelo oxido de propileno.

A eficicncia de 50, e L1, foram testados na torta
de amendoim., O primeiro aprasﬁﬂtéu pequena eficicncia. O
cloro foi mais cficiente. Porém a sua eficiéncia parece ser
bastante limitada, provaveimente devido a ncocessidade do con
tacto direto entroe aflatoxina e cloro para haver inativacao.

Um estudo bastante detathado sobre a inativacao da
aflatoxina com 2oua oxigenada (HEQE) foi feito por Sreeniva-
samurthy e colab. (98)., Eles conseguiram inativar 97% da a-
flatoxina presente em torta de amendeim desengordurada e su$
pensa em Agua (10% dc sdlidos) a um pH igual a 9.5, pelo trg
tamento com igual peésc de uma solugao £% de HEPE a BO9C  du-
rante meia hora.

£ inativagio da aflatoxina pela ovzonizagdo & favore
cida pelo aumento do tempoe de tratamento, alte temperatura e
elevada umidade do produte (41). Aflatoxina B, ndo & afeta

da enquanto que Bl @ @1 580 rapidamente inativadas. Torta
de algodae com 0,214 pg/g de aflatoxina o 22% de umidade,

tyatada com ozonin a 10000 durante 2 horas, apresentou  ape-
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nas 0,02 ug/a. Portanto, houve uma roducac de 51%, gue cor
respondeu a 100% de inativagao de atlatoxing B, . 0 trata-
mento durante uma hore com czonio a 1000C, de uma tortia de
amendoim téxice com 30% de umidade, apresontou uma reoducao de
789 da toxidez. Hesto casc tambaém ocorrcu 1007 de inativa-

caos da aflatoxina B, @ G

1 i

Mann ¢ colab. (67}, testando a cficicncia destoxi-
cante de wais de 60 compostos aovganices e inorganicos, desta
cando-~se amonia, metiltaminz, hidroxide de sodio, formaldeido
¢ anidrido succinico. verificaram que a «ficicneia dependia
do tempo e tomperaturae de tratamonte o da umidade do produto.
C tratamento com amcnia, a 1009C dyrante 120 minutos, remo-
vew 77 ¢ 34% da aflatexina B,
algodao ¢ amendoim contendo 20% de umidade. A cficiencia da

respectivamente da torta de

metilamina fol aumentada quando usada juntamente com HalH na
proporcaoc de 2:1. 0 formaldeTdo (0,5%) fol bastante eficien
ta, porém, o scu emprigo ndc o viavel economicamente. Dentre
varios acidos, anidridos, bases ¢ agentes coxidantes testiadoes,
apenas o anidride succinico (2%) conseguiu inativar &5% da
aflatoxina presenie na torta.

Trager ¢ Stolof (100} apresentaram deis esquemas de
reartes hipotfticss que possivelmente ocorrem durante & ina-
tivacdo da aflatoxina. Para o casc das mais reativas por
possuiren insaturacdo no ane! furanc torminal (Eg ¢ Gz}ﬁ po-
de ocorrer adicdo ¢ oxidacfo neste anel (veja osguema I3 Fi-
gura 3) e/ou oxidagfo Wa Tigagdo da ligagac lactona presen-
te em todas as aflatoxinas {veja esquema II; Figura 3). Para
o casc das aflatoxina: By o Gy {furano terminal saturado).
nrovavelmente ccorre o segundo caso.
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Figura 3: Esquema de reagles hipotéticas na inativagdo

aflatoxina.
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¢. Método Mierobioldgieo: Simulando a destoxicagio por aci-

dos, Lindenfelser ¢ Ciegler (£5) tentaram fnativar afiatoxi-

na pels ensiltagem do mitho. Porém, nenhum resuiiado satisfg

tério foi obtide. provivelmente, devide a insuficiente prody
:

céo de Rcido Tatico, gue @ muito menos ative do gua EXoR Kol
cloridrico.

Foi verificedo cue o amendoim contaminado com flora
mista apresentava poquena quantidade de aflatoxina, o gue
pode ser atribufds & competigdo microbiana ou presenca de or
ganismos capazes do degradar 2 toxina (11, 67}, Outres pes-
gquisacdores, enguanto estudavam condigdes parea producdo de a-
flatoxina, verificaram ume redugdo apbs o maximo de cresci-
mento & procucdc de towina (74, 8€). CLiegler e celab. (Z24)
yerificaram uma reducho brusca na toxinz apos 72 horas de in
cubagdc, que nio era chzimica porgue & inativagao nao depen-
diz da concentragio da toxina. Extrate sonico da culturs
com 72 horas nag degradave a aflatoxina. Parece gue a condl
cic essencial para ccorrer degradacgiio & a lise do micelio,
gue ocorve cem facilidade quando cultivado sob condigao da
alta aeracgac ou elevada temperatura (24). Lsta reducao asse
melha-s¢ muite 7 inativacdo pelo @ster metilico  peroxidado
de dlen de soie. Em ambos os casoes, formaram-se noves  come
postos com fluoresconcia azul concomitantemento i reducdc da
toxidez.

Foi tambim verificado que na cultura de dspergillus
parasiticus, apos 3 dias no weic de Czapeck Dox {50Y com 8%
de infusio de milhoe, ocorria uma reducdc brusca da aflatoxi-
na, rPorém, o mesmo fungo cultivado em arvoz © amendoim ¢-=
ram necessarios 8 dias para ccorrer tal redugao (8€).

Cirea do 1.000 organismos foram testados por Ciegler



2 colab. {(22), quanto a capacidads de inativar aflatoxina.Ve
rificaram gue muitos fungos o ¢sporos transformavam aflatoxd

na gz em outroe composto fluorescente. forias asporos absor
viam a aflatoxina, sendo parém facilmente cxtraida, Tsoln-
ram, tambim, uma bactiria, identificads come Plaveobacterium
auranticeuwn HRERL B-184, capaz do¢ inativar aflatoxinag do uma
solugao em 44 horas, perVode Zssc corraespondente ao sed Cres

cimento. A guantidade de aflatoxinag removids aumentou com a

"

sua concentracao, @er§m9 a percentagenm de remogfo diminuiu.
Células altamente aberrantes apareccram guando culiivadas em
io. A habi-
Tidade de destoxicacio nio sumentou quando as céiulas  ervam

meio contendo 20 a 100 wg de toxi ina por ml de me

SR

cultivadas previamente em presenca de toxina. C8lulas auto-
clavadas tambim romoveram aflatoxina, porém esta toxina  po-
dia sey recuperada, enguanto que das células vivas ndo. Por
tanto, conciuiram gque a aflatoxina provaveimente se Tigava
infcialmente 2 célula, sendo metabolizade em seqguide. Desto-
xicagao completa do leite (12 ug/ml}, &lec de mitho
(14 pg/mi), manteiga de awmendoim {14 ug/o) ¢ destoxicacac
parcial de soja foram conseguidas com 2 x 10%% ¢8lulas desta
bacteria. Teste biolfgico em patos de um dia, mostrou ausén
cia de gualguer substancia téxica nestes produtos.

LiTlehod o colab. (63) continuaram com 05 estudos
de destoxicacec da aflatoxina por F. aurantiacwm NERL B-184,
verificando quc, em concentracio malor cu ifgual & 5 pom de
afiatoxina, o crescimentc da hectdria fai inibidso, aparecen-
do formas de aberracio. Provavelmente 2 aflatoxina interfe-
re na 5?ﬁt@5@ da parede celular, pois d&e origem a c¢&lulas
longas divididas numa das extremidades, similarmente a acado
da penicilina, que & um inibidor da sintese da parede celu-
Tar. As células gue crescem em concentragoes  sub-inibité-
rias de aflatoxina ¢ as cf€iulas aberrantecs sdo mais sensi-
veis a ruptura sonica.
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CErca de 10 ¢Biulas vivas colocadas em  presenga

foc
de 7 oug/nt de aflatexina 313 romoveram rapideamente 75% da to
0

xinz, porém, a remogio total somente ccoorrey ap incubagao
por & horas. O mesme nimero de colulas autociavadas ou o

correspondente em preparads de parﬂéa ceiular, fol tzmbim ca
paz de remover, nas mesmas condigCes, 75% da aflatexina, po-
vBm nenhuma remocdc a mais foi verificada apds perocos mais
Tengos de incubagao. Considerando o falo de qm&$ Lot as
ceélulas vivas como as autoclavadas ou o propara

celular vemoveram a mosma percentagen inictal 0S8 autores
concluivam gue provavelmente havia um GQﬁaifh io entre cilu-

i

Ta ¢ toxina ow que a afiatoxina B poderia estar presente
em mais de uma formae. A aflatoxina removida pelas

cciulas
autoclavadas ou pelo proparado da paraéa cetultar era  facil-
mente recuperada. ao passo que das celules vivas ndo ara pos
sTvel a recuperacic. Conciuju-se, dal, que a remogao total
e definitiva somentc ora possivel com c8lulas vivas, ¢ gua &
remocio seria pelo progressivo metabolismo da toxina prévia-
mente ligada & parede celular.

A tompeoraturs ¢ a acidez iafluiram na inativacao da
aflatoxina pelas bactirias. A remocao me wima Fot verificada
a 350C @ pH dgual a £,75. Litlehoj ¢ colab. (84) wverifica-
ram gue & aflatoxina Gl & tambop removida pela F. qurantia-
eum NBRL B-184. Haste caso, a inibigdo do crescimoento ocor
roy com concentracio ¢ 2 ¥ vizes maior do que com a aflatoxi
ne B, ¢ as formas de aborracdo somente aparecorsm com  Con-
centragbes 20 vézes maiores. O pri@-tratamento das  c@lulas
bacterianas com aflatoxina BJ nao interferiy na capacidade

de remover aflatoxina Gy concluindo~se gun o local de agao

doeve sor diferente.

As  celutas  em repouso 10% czlulas FEMOVE -
p



ram 330 pe de atlatoxina G gy 4 horas. O masmo fol  conse-
guido com c&lulas au uciavadasv A Unica diferenca foi que,
ne ceso de células autoclavadas, a aflatoxina foi recuperi-
val. Da¥, concluiram que aflatoxinag & tamb&m se¢ adsorve &

B

célula no infcio, sendo, em secuids, metabolizada.

burante o estude do efeito antibiotice da aflatoxi
na o diferentes orgonismos, Arai e colab, (9] verificam que
Nocardic asteroides vedyziaz aflatoxine. Esta inativecao foi
mais rapida em pH neutro, com preparado de aflatoxina cru
do que com aflatoxina ﬁz purificada.

Mais tarde, Teunisscn ¢ Robertson (99) conseguiram
isoiar outro organismo capaz de inativar aflatoxina

B, a
Tetrahymena pyriformis, W. Somente a aflatoxina B, era ina-
tivada. Cérca de 22 x 10° c&lulas, colocadas em presenca de

A ugfmt e 2.0 uo/mi de aflatoxina Bi ¢ ng respectivamen
te, reduzivam 58% em 24 hovas e 67% em 48 horas, formando um
novo composto com fluorescencia azul., 0 mesmo niimero de ci-
Tulas Tavadas ¢ mantidas em meio sem nutrientes com 2 ug/m!
da aflatoxina B, ¢ mesma concentracac de Gy reduziram 50%
em 10 horas, 70% em 22 heras ¢ 75% em 30 horas, formande tam

bém o composto fluorescente.

E aflatoxina Bj*@ra inativada pela T. pywriformise,

W, sem sofrer mudangas morfoldgicas visiveis. Porém, a afla

Wog

toxine G, ndo era degradada, e produzia células anormais (ar
redondadas, imbveis, aparentemente mortas) apds 72 horas. #8D
se sabe se o efeito toxico @ devide & aflatexina ¢, oudopre
duto resultante da interacao da toxina com 2algum composto do

meio.

Petroy e Hesseltine {34) censeguiram isclar € bolo

res capazes de reduzir a tuxaaea da aflatoxina BEW $80 eles:



Daetylum dendroides NRAL 2574 & 2875, Hucor griseo-ayanos

NREL 3358, Helmintosporium sativum HERL 3385, 4bsidia re-
pene HNERL 1336 e Muscor alterngne NRRL 2358. F[Fstes holdres
sao hidroxitantes de esterdides pertencentes a diferentos
classes & “habitat®™., Em 24 ho

vras reduzan 50% da  toxider,
transformando~-a em uma nova substancia com fluorescencia o
zul, denominada EOQ Gue @@»sgé uma toxidez bastante reduyzis

da .

& converszo maxima de 80% de aflatoxina ﬁ}
(10 ug/mi) foi conseguida em 72 horas, por uma culture atd-
va de Dactylum dendroides NRRL 2575. Em 17 e 24 horas, ape-
nes 50 e 54% de afiatoxina foi rvespectivamente inativada, nao
sende afetade pela idade da cultura. Com uma incubagdo pro-
fongada (90 & 100 horas) aparveceu uma outra substancia fluo-

rescente denominada R, quée possivelmente ara o composto Rﬁ

i
reduzido,

0 micetio do p. dendroides, lavado o suspenso om
tampio de fosfatc ou em Adgua destilada, ac ser colocado em
meio contendo 4 ug/ml de aflatoxina By,
xina em 17 horas e 47% em €5 horas de incubacio. HNeste ca-

converteyw 30% de to-

56, também, houve fermagdo do composto Ry
0 micilio lavado e homogencizado convertey a afla-
toxina, porém o mesmo ndo ocorreu com sxtrate livee de cfly-

Tas. Da¥, conclufram que & capacicdade de veduzir a toxidez,

4

afiatoxina B g K. e R se do-

1 a
via a parede celular ocu 25 ligaches da membrana

mediante trensformagac ¢

o

:ZS%

3

0s estudos das caracteristicas das novas substan-
cias fluorescentes formedas, &, e R,, mostraram gue apresen



tam ¢ carboniic ({=0) do z2nel ciclopentanc reduzido  (C-0H).

ap acida (8cido clorTdrice ou 1atico) da

Durante a destoxica
3 transformadae em aflatoxina B (23,65).
0

2a
»iogica ocorrey ¢ mesmo para o CASO
dos fungos, no caso da 7. pyriformie.W., TambBm, coorrey uma
transformacdc, pordm, de naturcze desconhecida, ao passe que

-5 P

a F. gurantiacum Davaece metebolizar 2 aflatoxina.




MATERTAIS E METODOS

I, Hateriais

Sotos de diferentes regifes do Estade de S3o Pauls
¢ upma torta de amendoim de procedéncia desconhecida, rica om
aftatoxina  forem utitizados como fontes dos wmicrorganismos
resistentes 3 aflatoxina. 0 tipo de solo foi bastante varia
vel desde argilosc a arenoso. o

furante a execucgao déste trabalho, além do  mate-
rial de uso normal em laboratorio de microbiologia, foram

utilizados os seguintes equipamentos:

i - Apareiho para extragdo da afiatoxina sob refiu
X0 .

11~ Seringa "Hamilton®, capacidade de 10 wmicroli-
tros, parve aplicagac da amostra nas placas de
cromatograftia de camada delgada.

i1 ~ Conjunto para cromateografia em camada delgada
para detoerminacao da aflatoxina.

iy - Camara ultravioleta, utilizada na leitura ("U1
tra Vielet Preducts Inc.%).

Aflatoxinag necessaria para ¢ isoclaments ¢ teste
preliminar de inativacgdo, foi produzida por fungos do génerc
Aspergillus ja comprovados come bons produtores - de toxina
(70) .



ctodos

g
]
f{

Teenicas adequadas e do fRcd
condigoes Yocais, foram escolhidas para a reald

sente trabalhe, /A exposicao dirvete da afiatoxine 2 Tuz  foi
evitada durante todo o trabalho, ora pelo use de salas ade-

quadas, ora envolvendo os frascos com papel escuro, pois &
toxina & fotossensivel (7).

V. Produgao da Aflatowina

Os fungos isolados foram mantidos em cultura pura
am tubes inciinades de “"Czapock agar’ modificadoe p@?é agi-
gae de 20% de sacavose e 0,7% de extrate de levedura. Culty-
ras com 1 a 3 semanas do idade foram inccuylades em  frascos
Fernbach de 2800 ml contondo aprcx1na“a@u.t 600 ml  do meio
YES (32). Estes frascos foram incubados z 2600 em incubado-
ra estatica, durantc 8 dizs, para Qwadaggo da toxina,

2. Extragaco e Dosagem da Aflatoming

As concontragoos da afiatoxina foram determinadas
pelo método de Cocmes-Feuell modificade (70). Para cxtragio
da aflatoxina, um volume conhecide do material do qual se de
seja extrair a toxina, foi adicionado do metansl na DrORoOr-
gdo de 60% do volume inicial, ¢ esta mistura foi aguecida om
ebulicao sob refluxo durante 2 horas. A seguir, a amostra
foi esfriada e procedeu~se a extragao em funil de separa
¢ado atraveés de 4 lavagens sucessivas, utilizandc clorofirmio



na base de 50% do velume do material para cada lavagom.

O extrate clorofo

o U
g b e m o oA [ T P 5 a A R b T + : an
yotume conhocidn, dependends da guanticads de epflatoxing @8-

5

perada. Esta sclucdc concentrada fol entio diluida sucessi-
vamente até quo, por toemtativa, conscguiu-se s Jiluigae  que
4
4

permitiu determinacac quantitativa

Gl
cromatografica preparacda segundo foomes-Fauel
A aplicacic na placa cromatograrica foi feita

2 ¢cm da base {1inhs de base), om pontos distantes cérca de
1.5 cm um do outro @ nas seguintes guantidades: 2.5y 5,0
7,5: 10,0 ¢ 12,8 microlitros. & seguir, a nplaca foi colocz
da na cuba de vidro saturada com o soivaente clorofirmic-meta
nol (95:5) e fechade at® que a frente do solvente tenhe atin
gido 10 cm da Tirha de base. As piacas foram retirad

cadas ac ar ¢ levadas & camara ultravicleta para leitura. Pa
ra ajudar a shturggﬁoi foi colocado um pedaco de papel

3

filtro cobrindo totaiments & pavede intorna da cuba

Considerando t0das as diluighes foitas a
solugdc concentrada inicial, calculou-se a concentrogac  da
aflatoxina apts conseasuir um pontce na placa cromatografica
com fluorescéncia minima. Este ponto corresponde a uma quan

tidade de q§800@ ug de aflatoxineg B, {28}).
NN S
i aflatoxina empregada no teste  de destoxicagao
foi, apos a extracdo, purificada pela precipitacac com agter
de petroleo, a saeguir filtrada, deixando secar ¢ vedissolvi-

da em clorofirmio puro.

PFava cada placa desenvelvida com clovrcformio-meta~
nol, uma repetigio foi feita utilizende como solvente o ace-



tate de etilz-metanol (2:7), para detectar um possivel resul
tade false (108). ATim disto, as placas, apls s leitura, fo
ram novamente Jesenvo s com hexano ¢ foi veslizades wuma

nove teitura.,

3. Tesolamento de Microrganiemos Resistentes & Aflatoming

&. Preparc do Meio *

O primeiro meio testado foi o caldo GTL  (glucose-
~triptona-extrato de Tevedurz). /Apds o seu proparo, as gquan
tidodes de 50 mi foram distribuidas em frasecos Erlenmeyer de
250 ml acrescidas de 1 mg de aflatoxina B, oam solucae cloro-
formica, obtendo-se um2 concentracie final no maio o
20 ug/ml. A seguir. €@stes frascos foram autoclavados 212100
por 15 minutos.

O segundo meio testado foi preparvade a partir do
filtrade de uma cultura do funge dapergiliue em meio YES (70)
onde havia sido produzido o aflatoxina. Este filtrado foi
padronizado, juntando-se dgua quando necessaric, a uma con-
centragio final de aflatoxina de 20 ua/mil e a sequir edicio-
nou-se glucose ¢ triptona na base de 5 g/l de cada. O meie
assim obtido foi distribu¥de em porcdos de 50 ml, om frascos
Erienmeyer de 250 mi1 ¢ autociavados a 12790 duvante 15 minuy-
tos.

{(*) Ver fApéndice para a composigdo e método de preparo dos
meios de cultura usados no trabalho.



bh. Isolamento

Em cada frasco contendo o8 50 ml de meic esterili-
zade, foi colocade 10 g do material (solo ou torta) aue sey-
viu de fonte dos microrganismes 2 serem iscolados. & saequir,
¢s frasces inoculados foram incubades 3 temperatura ambiente
durante § dias com agitacfo constanie em incubador com plata
forma giratdria a 180-200 rom. & partir desta culture foran
isotados os microrganismos dominantes empregando-se a tdend-
ca de isolamento por estrias em plecas do Potrd (com guatro
repeticgfes) contonds o meio GTL-2gar,

ApSs a incubagio durante 26 horas @ 3000, cetermi-
nou-sSC¢ nos microrganismos dominantes, a morfologia da cold-
nia ne propria placa, morfologia da  cdlula, reacido de  Gram
€ presenca ou ausincia de cosporos. { scguir, éstes microrgsa
nismos foram transferidos para tubos inclinacos contendn meio
GTL~agar oy malte-batata agar, para manutencao em cultura pu
ra das bactérias ¢ dos fungos respectivamente. Antes do uso
destas culturas no teste 7o destoxicacio, essas foram reati-

vadas pela transferoncia em noves tubos de meio inclinade e

a
incubados durante 2 cu 5 dias & temperatura ambiente {2 dias

L7

nars holores), Da¥, foram
do 10 mt do calde GTL ¢ apds
30-350C as culturas estavam pron

para bactérias ¢ leveduras, e

transferidas para tubos conte
16 a 18 horas de incubacdo a
tas para serem testadas.

C. Teste de Destowicagde da Aflatoxing

Um teste preliminar, para verificar a canacidade



¢os microrganismos isolades do inativar a aflatoxina, foi
realizado. Para isto, testaram-sc diversas toenicas utili
zando meio s0Tide ou 1iquide.

0 meio solido consistia noe GTlL-agar modificado pe-
Te adicgac de 0,1% de fosfato didcide de pntissie (KH PO,
1% do agar., A Jste meic, juntou-se aflatoxina B, en soty-
cao clorofirmica para obter uma concentracac final de
16 ug/mt. Apds a esterilizacac em autoclave, éste meio foi
utilizado para cultura em placas de Petri cu em laminas. Un
cutro teste, utilizande-se do mesme meic, foi feiteo adigio-
nando-se a solugdo de aflatoxina apds a esterilizacic. HNes-
te caso fol necessario aguecer o meio para cvaporar o cloro-
formio.

4 caldo 8TL foi utilizado para o teste de destoxi-
cagao em tubo. A solugdo cloroformica de aflatoxina foi adi
cicnada ac meio visando obter uma concentracic de 16 ug/mt.
Como no caso anterior a adicio da aflatoxina foi feita antos
e aphs a esterilizacio, sendo gue gquando sc empragava a  so-
gunda alternativa, cre necessdrio aguecer os tubos para acva-

norar o cloroformio.

Muma tentativa de encontrar um toste em gue fOsse
Facil a evaporagdc do clerofdrmic, foi utilizads papel de il
tro gue havia sido previamente impregnade com uma solucao
cloroformica de aflatoxine de concentracdc conhecida, Este
papel, ap0s a evaporacio do cloroformio, foi colocado om pta
ca de Petri de 6 cm de diametro, adicionando-se sobre gsse
3 ml de caldo GTL contends o microrganismo em desenvolvimen-
Lo,

Finatmentc, utilizou-se do placa de PFetri do & cm



de diametro, preparada pela adicgdc de 3ml <o uma solucio clo
roformica com 16 ug/ml de aflatoxina B Para cvaporagac do

clorofOrmio, esta placa foi colocada sohre uma chapa com  a-

wepd o

quecimento mnderado, cvitando-se ume ebul cac violenta, que
poderia acarretzr perda da toxina. Com a eveporacao do clo-
rofbrmin, formou-se uma ‘pelicele de aflatexina, cebrindo-se
o fundo da placa. Neste nlaca assim cbtida, fei adicionade

v i

> mi do calde GTL, contendc o microrganisme om desenvelvimen

to. Desta forma, & concentracgdc final da afiatoxina na pla=-
ta voltouw a ser 16 ug/ml.

inds a incubacao por 24 hores z 30-350C, foram
adicionadas 10 m? de clorefdrmio purc na placa, agitando~sa
a seguir, cuidadosamente com a mesma gipé%&w Uma aliguota
de 0,1 ml da solugdo clorofirmica foi retirada ¢ colocada
num tube de ensaioc contendo pequena quantidade de sulfato de
sodio anidro (Fa,50,). no qual adicionou-se 5,9 ml de clorc-
formio purc. Esta solugdc foi utilizada para dosagem da afla
toxina. Para isto, foi zplicada, na placa cromatografica em
camada delgada, as quantidades do 1 a2 & gftas ¢ desenvolvie
das conforme ja descrito.

Us resultados das dosagens da aflatoxina  remanes~
cente nos testes do destoxicacao foram vegistrados conside-
rando-se a intensidade da fluorescincia segundo a escala a-
presentada no quadre I. Desta formae, ¢ ensaio em branco, on
de o meio com afiatoxina nzo foi inoculado com nenhum micror
ganismc, representoy a fluorescéncia mixima, recebendo arhi-
trariamente, o valor 10. Por cutro Tacde, o ensaio onde 60~
mente havia meic de cultura a fluorescéncia foi nula, sendo
portanto, o valer 0. As intensidades de fluorescencia entre
G e 10 receberam valores de 1 a § que correspondiam a aproxi
madamente 10 a 80% “a afiatoxina empregeca. Quanto menor
a quantidade de aflatoxina encontrada maior seria a destoxi-
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RESULTADOS E DISCUSSAQ

HER Ry

Btitizando-se o
aflatoxina, fol possivel obter
toxina. FEssa

e5sa

sistentes a
tante sob aspecto pritico, uma

-ia usar um microrganismo suscetivel &

destoxicacac na torta ou outro

de “oariguecimento”, contendo
culturas de¢ microrganismoes re
propriedade § bastante impor-
vez que dificilmente poder-se
toxina coms agoente de

produts agropecuiric.

Messa condigao de “enriquecimente”, os microrganis

mos suscetiveis foram inibidos

bag%og'emqaanta gue os resistentes conseguiram sg
Consequantemante, ¢S orgenismos que produziram

car,
nias em placas de Petri apbs a
meic de "enriguecimento”
toxina.

dois

Foram testados

primeire foi o calde &TL, aoc qual adicionou-se uma

clorofirmica de
de 20 ug/ml,. A
ve.

tinha sc desenvolvido pare produziv a aflatoxina.
& cultura foi Filtrada, padronizada
xina e acrescida de glucose ¢ friptona na proporcio de 5

de cada.

A fim

influencia na concentragdo da a
minagbes antes ¢ apdy a esterilizagie do meio.

que ndo havia alteracdo.

meios

0 segunds meio utilizado fol o

de verificar se » autoclavagem tinha

ou destruides durante 2 incu-
muitipti-
colo=
transferencia das células do

aram quase todas resistentes & afia

de “enriguecimente™. O

solugéo

afietoxina para obter uma concentracao Final

scguir este meio foi esterilizado om autocle

onde o fungo
A segquir,
ua/mt de aflato-

g/l

meio YES,

5

para cu

Finalmente, o moio foi esterilizade em autoclave,

alguma
flatoxina, foram feitas deter
Yerificou-se

0 segundo meio apresentou um resul



tado mais adequado porgue a aflatoxina ficava uniformemente
distribufda, ao passo que, no primeiro, 2 distribuicdo  ndo
ara uniforme, dando, por conseguinte, um crascimento desi-
gual dos microrganismos.

0s resyltados do isolamento em placas de Petri apds
. 2, 5, 10, 15 ¢ 20 dias de incubacao mostraram que 5 dias
e contacto entre a fonte de microrganismos ¢ a aflatoxina
foram suficientes para a seiegdo dos resistentes. Os micror
ganismos predominantes apos 5 Jdias foram os mesmes encontra-
dos até o décimo dia, apbs o qual notou-se, alim do  aumento
am numero, ¢ aumento em espicies bem como o aparecimento de

bolores,

Este aumento de microrganismes apds o décimo  dia
pode ser devido o degradacgio da aflatoxina ou possivelmente
a resisténcia adguirida por parte de alguns deles.

Burante o primeivo o o segunde dia de incubagao ve
rificou~-se que os microrganismos {em nlmero & espécie) foram
praticamente oS mesmos encontradoes no frasco sem a aflatoxi
na (controle). Portanto, €ste periodo nio foi suficiente pa
ra que os microrganismos sensiveis ou pouco resistentes fos-
sem inibides, ou destruidos pela toxina.

0s resultados da desagem guantitativa de aflatoxi-
na dos frascos contendo somente meio com toxina, mostraram
que durante os 5 dias de incubagao ndo houve nenhuma altersa-
¢a0 na concentracac da aflatoxina, desde que os frascos fos-
sem incubados em ambiente cscure. A temperatura de incuba~
gao foil de 30 - 350C visando o isclamento de microrganismos
mesofilos.

Y



Burante a dosagem da aflatoxina, foi verificada a
influencia do solvente, da camada de sitica gel ¢ da satura-
¢2o da cuba na resclucBo e no RF. O sclvente deve ser  de
preparagao recento, pois com solventc prepavado 24 horas an-
tes, ja se observaram resultados completamente diforentes,
0 gue possivelmente se deve 2 variagdo na concentracdo dos
componentas. Peguenas variacoes na resolucio ¢ no R, tam-
bém foram observadas guande a cuba ndo cstava totalmente sa-
turada ou quando hayiaz umidade na camada de silica gel, re-
sultante de secagem incompliets ou reabsorcdo de umidade. A
espessura da camada também afetou o BfF, principalmente gquan-
do o solvente usado foi o clorcfirmio-metanol.,

Nenhym deslocamento da mancha flucrescente da afla

toxina fol observado quando uma placa com a toxina ja sepa

ada pelo solvente clorofbrmic-metanel {95:5) ou acetato de

etila-metanol (3:1} foi colocada em cuba com hexanc. Isso

era de se esperar, uma vez que a toxina & insolivel neste sol
venta.

Ho guadro 11 estao agrupados. de acdrdo com algu-
mas de syas caracterVsticas, 42 fungos e 51 bact@rias, que
forem isolados apls incubacfo durante 5 dias em meio conten-
do 20 upg/ml de aflatoxing an

bentre os fungos isolados, 31 eram loveduras ¢ 11
eram bolores. As bacté@rias, todes em bastonete, sendo 27 pro
duteras de esporos, se distinguiam quante & reacado de Gram
em: 26 Gram positivas, 16 Gram negativas e 9 Gram varidvois,
Nao foi encontrada nenhuma bact@ria em forma de cocos, inagi
cande que as bact@rias dos géneros Staphylococeus, Miero-
cocens @ as laticas s@o provaveimente sensiveis & aflatoxi-
na.



Dos resultados do quadro Il pode-s¢  concluir que
as bactérias Gram positivas eram possiveimente as mafs resis
tentes & aflatoxina. Bic houve diferencga entre as bactBrias
Gram positivas prodytoras do espores e as nadoe produtoras, po
rem entre as Gram negativas as produtoras ©¢ esporos apresen
taram-5¢ mais resistentes. Comparande-se as  esporogeénias
COM as nhao esporogenias. pode-so concluir que foram todos

praticaments iguais.

Hicrorganismos resistentes a aflatoxina isolados de solos
de diferentes regices do Estade de S3o Paulo
& da torta de amendoim.

Humero de culturas

Microrganismes isoladas

Bactérias

1. Gram Positivas., . . . . . . . . . . . . . 2§
Hegativas. . . . . . . . . . . . . . 18

Vapiaveis. . . . . . . . . . .. .. 8

Toted © o o . o . . . L. . . 8]

2. Esporegenias, Gram Positivas. . . . . . . . . 13
e Gram Negativas. . . . . . . . . 11
Gram Variaveis., . . . . . . . . 3

Total . . . . . . . . . . . 27

3. Nao Esporogenies, Gram Positivas. . . . . . . 13

Gram Negativas. . . . . . | 5
Gram Variaveds. . . . . . . 6

Total . . . . o o . . . .. 24
Fungos

Leveduras . . . . . L . L . o . . s
Bolores . . . . . . . .




Yerificando-so as caracteristicas morfologicas e a
reacdo de Gram poda-se concluir que as bactérias esporoge-
nias pertencem ac yeénero Baeillius, enguanto gue as Gram posi
tivas nao esporogénias podem ser representantes d0S gENeros:
Arthrobacter, Corvynebacterium ou Propinibaeiferium ¢ as  Gram
negativas ndo esperogénias provavelmente dos géneros Pseudo-

monas, Achromobacter OU Aeromonas.

Fstes resuliados discordam com os <o Burmeister e

Hesseltine (18), porém concordam com as conclusoes de Arai e
cotab. {9) que afirmam gue a aflatoxina ndo exerce agao ini~
bidora contra uma série de microrganismos Gram positivos e
Gram negativos. Algumas das bacterias gue desenvolveram nas
placas de Petri, apresentaram formas ligeiramente anormais,
atongadas ou arredondadas e raramente formas filamentosas. As

leveduras raramente apresentaram essas formas ancormais, indd
cando gue 3390 mais resistentes. '

As culturas isoladas em presencga de afiatoxina fo-
ram consideradas resistentes a mesma, restando entao verifi-

:

car se possuyiam capacidade de inativar a toxina. Pare isto,

foram testadas varias toécnicas procurando cultivar o micror-
genismo em presencga de uma concentragao conhecida de aflato-
xins. Apds 2 incubacéo por 24 horas & temperatura de 30 -
350€ a toxina fol extraida e dosada a fim de detectar um pos
sivel decr@scimo na sua concentragac durante o perfodo de

contacto entre o microrganismo e a aflatoxina.

O primeire problome consistiu em ancontrar um meio
de cultura que permitisse o adicac de aflatoxina, que fosse
apropriado ac cultivo ¢ que possibilitasse facilmente a ex-
tracic da toxina para dosagem, ap0s a incubagdo.



Iniciou~-se testando o meio sélido (GTL-agar modifi
cado} que fol utilizade tanto em cultura na placa de Petri
coms em ltaminz. A adiclo da aflatoxina ac meio €0i  testada
antes @ apds a esterilizagio em autoclave. Quando a solupdo
clorofdormica da toxina era adicionada antes, 2 avaporagao do
clorofarmio ocorria durante a prépria esterilizacdo, ac pas-
50 que quando a adigao era feita apos 2 esterilizacio, a sua
evapoeracao era feita atraveés do agquecimento em banho-maria.

A intengao do emprigo de meio sS8lido foi a de veri
ficar a possibilidade de determinar a agdo destoxicante atra
ves da Teitura da fluovescéncia diretamente no meio apds o
cultivo do microrganismoe a ser testado, que possivelmente
formaria um haio nao fluorescente em torno da cultura, caso
esta fosse capaz de inativar 2 aflatoxina. Todavia a verifi
cagao da fluorescéncia correspondente a4 aflatoxina no  meio
nas foi viavel, pois o proprio meic j& possuia substancias
fluorescentes na sua composicac,

A extragac da afiatoxina de um meio 1Tquide {(cal-.
do GTL) & wuito meis Ffacil do que de meio s8lide e albm dis-
so nac apresentou nenhuma subsStidncia fluorecscente que inter-
ferisse na desagem da foxina. Porém, a culiura 1fquida am
tubo apresentou uma grande dificuldade na evaporagio do clo-
roformio, quando a solugao da toxina era adicionada apos &
esterilizagac. Adicionande-se antes da  osteriltizacido, ¢
cloroformic era evaperade durante €ste tratamento, norem ob-
sgrvou-se uma redugac no volume do meio. 0 use de  papel de
filtroc com aflatoxina, preparada pela avsorcio de uma solu-
¢go clorofGrmica de concentragdo conhecida nic foi satisfatd
rio, om virtude da dificuldade em obter um papel com a cone-
centragav desejada de aflateoxina. Além disso, houve interfe
réncia no crescimente da cultura, possivelmente devido a al-

&



guma substancia do papel ou ao composto resultante da  acdo
do clorofOrmio ao papel

Deptre todos os matodos testados para avaliar a ca
pacidade dos microrcanismes de ipativar a afiatoxina, o dni-
co satisfatorio foi aqudle empregando as piacas de Petri  de
6 cm do di@metro onde o microrganismo em crescimento ativo
era colocado sobre uma “pelicula™ da texina priviamente pre-
parada no fungoe da placa. Essa "pelicula®™ foi chtida pela
cvaporagao na placa <o 3 ml de uma solucdo clorofirmica com
16 pg/mt de aflatoxina Bz‘ Apesar da aflatoxina niac se dise
solver completamente na cultura adicionada, havia um bom con
tacto entre a cultura ¢ a toxina. Todos os inconvenientes en
contrados nos outros métodos na evaporagic do cloroformio,
neste, deixaram de existir, viste gque osta operagaoc era fel
ta antes da adicao do meio, Além dissc, a recuperagdo da
aflatoxina remanescente apos a incubagdo com ¢ micrerganismo
a ser testado era bastante facilitada.

0s resultades preliminares da destoxicagao de afla
toxina ostao apresentados nos wquadros 111 ¢ IV, cnde os di-
ferentes niveis de aflatoxine remanescentes ew cada placa fo

ram apresentados em uma oscala numérica, arbitrariamente es-

colhida de U a 10. 0 valor 10 seria dade 5 fTuorescéncia de
maxima intensidade, correspondente 2 quantidade da toxina re

cuperavel das placas sem o adigio de cultura, ¢ 0 & fluores-
cencia nula. 0s valores dintormedidrios de 9 a 1 corre sponde
riam as intensidades decroscentes deo flucrescénciaz. As guan-
tidades do aflatoxing remanescantes representadas em percen-

tagens corresvondiam aproximadamente de 100% a 0%.

08 resultados do guadre 111 mestiram que dentre as
51 culturas de bactérias isoladas como resistentes & aflato-



xina, 43 (84%) reduzivam csta toxina quando incubadas em sua
prescnca na concentracas de 16 ug/mi, durante 24 horas &
30 - 359C. HMais de 40% da aflatoxina foi inztivada por 18
culturas, mas a reducio de 60% foi conscouida apenas por uma
bactéria.

Os mesmos testes, quando ofetuades com as levedy-
ras, mostraram que dentre as 31 culturas isoladas, 26 (84%)
conseguiram reduzir aflatoxina em guantidades quo variaram
de 10 a 60%. Dentre as cylturas aptas a inativar esta toxi-
na, 4 delas reduziram mats <o que 40% ¢ apenas uma cultura
conscauiu reduzir 60%.

Quadro I1l

Teste preliminar de destoxicacio da aflatoxina B,
por bacterias, bolores e leveduras isoladas,

% de Reducdo Microrganismos resistentes 3 aflatexina
{*} Bactérias Leveduras Boléres

g g 5 0

10 8 5 0
20 11 10 £
30 id & 4
40 & pd 3
50 3 1 i
50 i i 1
70 0 0 0
a0 0 0 0
90 { G {
100 4] { 0
Total 51 21 11

(*) Valores compavativos correspondentes 3 redugao da aflato
xina.



12 05 resultades obtidos com os bolores, nas mes-
mas condigoes, mostraram que dentre as 11 culturzs isoladas,
todas reduziam a aflatoxina. Cineo delas reduziram mais do
que 40% e apenas uma cultura conseguiu reducio de 60%.

Em face d@stes resuitados, pode-se concluir que,
dentre os microrganismos testados nas condigfes deserites, a
pesar de terem as bactérias ¢ as leveduras conseguido também
a reducao de atd 60%, os boldres, de um modo geral, possuf -
ram maior atividade destoxicante da aflatoxina. Mais de 40%
da toxina foi reduzida por 45% dos boldres, 20% das bactdri-
as e somente 13% das Yeveduras,

As 81 bactérias resistentes a afiatoxine isoladas
estao distribuidas no quadro IV de acérdo com a reacan de
Gram, producac de esporos ¢ capacidacde de reduzir aflatoxina.
Quande sc considera a reagao de Gram, pode-se concluipr gue
as bactérias Gram positivas, apesar de apresentarem uma mai-
or percentagen (27%) de microrganismos cuja reducio foi  nu-
Ta, apresentarvam os welhores resultados em ro agac & destoxi
cagaon. Raeduches de mais de 2097 foram conseguidas por 6 culw
turas (£3%) ¢ dentre clas uma conseguiu roduzir até 60%. Quan
to as Gram negativas e as Gram variaveis, os resultados mos-
traram que as reducoes maximas atingidas foram 50 e 40%, res
pectivamento. Considerando-se a caracteristica de produzir
@spores, verificou-s¢ a superioridade do grupe de bactdrias
esporogenias excoto para as Gram varisveis.
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Quadro IV

Teste preliminar do destoxicagao da afiatoxina B, petas
bactérias isoladas. Total de 51 bactBrias,

% de reducdo Reacao de Esporuladas ao esporuladas
(%) Gram Gram Gram
-y + v + -y
0 7 1 0 é 1 { 5 { 0
10 A b i 1 V4 1 i 3 g
20 5 £ 4 3 1 g Pd 1 3
30 6 5 3 3 4 0 3 1 3
40 3 g 1 o 2 { i 0 1
50 K 1 0 1 1 ) 1 0 {
&0 1 0 0 i { { o 0 0
it U 0 0 0 g { Ay 0 0
80 { g {i 0 { 0 ¢ 0 G
90 e { { 0 ¢ 0 0 g 0
100 i\ { 0 a { ¢ & 0 g
Total 26 16 G S 3 13 5 6
21 27 £

(*) Valores comparativos correspondentes a reducao da aflato
Kina.

beve-se mencionar que os resultados da  destoxica-
¢ao acima discutidos ndo representam a capacidade maxima que
esses microrganismos possuem de reduzir a aflatoxina, pois o
perfode de incubagdo foi de apenas 24 horas, quando diversos
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autores utilizaram
bathe foi dedicade
tes, sendo o teste
minar dagqueles aque
cac como destoxican

rea
t

periodo de 96 horas ou mais. Este tra-
isotamento de microvganismos resisten-
destoxicagec apenas uwa selecdo preli-
Imente apresentam interésse na aplica-

es de aflatoxina.
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CONCLUSOES

O meio de Tenriquecimento” preparade pela modificacio
do meio 1iquido YES, onde aflatoxina tinha sido produzi
da pelos fungos, foi mais adequado para conseguir o iso
Tamento de microrganismos vesistentes 2 toxina do que
aquete em que a toxina era adicionada.

O contato entre a fonte de microrganismos ¢ a aflatoxi-
na durante & dias, nas condig¢les do trabalho, foi sufi-
ciente para selecionar os organismos resistentes.

Verificou-se methor precisio na dosagem da aflatoxina,
quande o solvente cloroformio-maetanol (95:8) foi prepa-
rado recentemcnte.

pentre o0s organismos existentes no sole o na forta  de
amendoim as bactérias em bastoncte Granm positivas mos-
trarvam ser as mais resistentes. As  bactdrias em forma
de ¢cocos  apresentaram-se suscetiveis 2 aflatexina o
dentre as bactérias  Gram negativas (em bastonete), as

esporogenias mostraram ser as mais resistentes.

A adigee de cultura ativa do microrganisme em caldo ETL
a uma nplace de Petri de 6 cm de didmetro contendo afla
toxina (16 ug/ml)  foi um m@tode facil ¢ ripide  para
a verificacao da capacidade Jdestoxicante dos microrga-
nismos.



Dentre os microvganismos testades quanto 2 capacidade
de destoxicar a aflatoxina os boldres mpresentaram-se
mais ativos, sequidesdas bactérias o das leveduras,

Nas condigoes do trabalho, dentro as bactérias, as Gram
positivas osporogénias foram as mais ativas na inativa-
czo da aflatoxina,

w AR e
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1.

APENDICE

PREPARO E COMPOSICAQ DOS METOS DE CULTURA

Czapek=-Dox Agar modificado

a. Composicio

Hitrato de sodio. .« . « « + v v « 4 . o u . 2,0 ¢
Cloreto de potassio . . . . . . « « . « . . 0,5 g
Sulfato de magnésic hepta-hidratado . . . . 0,5 ¢
Fosfato monodcide de potdssic . . . . . . . 1.0 ¢
Sutfato ferroso hepta-hidratado . . . . . . 0,01 ¢
SACEYOSE  « v o a0 e e e e e e e e .o 200,00 g
Extrato de Tevedura . . . . . . . « . . . . 7,0 g

8 5 15,0 g
Foua destilada. . . . . o o . . . . . . .. tooo o md

Preparsy

Misturar todes os inaredientes o aguecer atd que o  agar
so dissclve completamente. Distribuir om tubos de cultu
ra {aproximedamente 10 m! por tubo) o esterilizar em au-
tocltave a 12190 durante 15 minutos. Em seguida inclinar
0s tubos de modo a formar um angulo de apreximadamente
309 ¢ deixar em repousc até que o meic se solidifique to
taimente,



2. HMeio YES

a. Composicaon

SECANCIE L . L . . . . e e . . ... 200,00 g
Extrato de Yevedura. . . . . . . . . . . 20,0 g
Rgua destilada . . . . . . . . . . . . . 1000 ml

b, Pr@gﬁgg

Utssolver completamente todos os ingredientes, distri
buir em frascos {aproximadamente 550 ml por frasco
Fernbach de 2800 ml) e csterilizar a 1210C durante
15 minutos.

3. GTL-Agar Modificado

a. Lomposicao

Giucose . . . . . . . . ... .. 1.0 g
Triptona. . . . . . . . . . . . . ... 5.0
Extrato do tevedura . . . . . . . . . . 2,5
Fosfato didcido de potassio . . . . . . 1.0 g

Agar . . L 0 L e e, 10,0 ¢
figue destitada. . . . . . . . . . . . . 1000 ml

b. Freparo

Misturar todes os ingredientes ¢ aguecer atd que 0
agar so¢ Jdisseolva totalmentoe ¢ distribuir em frascos
(aproximadamente 50 ml por frasco Erlenmeyer de 250m1)
¢ autoctavar a 1219C durante 15 minutos.



4.

5.

Laldo GTL

a. Composicio

Triptona. . . . . . . . . . ... .0 g
Extrato de Yevedura . . . . . . . .5
Glucose . . . . . . . e e .0 g
Aaua destilada. . . . . . . . . 1000 ml
pH . . . . . 7,0
b. Preparc
Bissolver totalmente 0% ingradientes, distribuir

56 mt ou 10 ml em tu-
autcctave a 12100 du

(50 m1 em frasco Erlenmeyer de 2
bos de cultura) ¢ esterilizar em

rante 15 minutos.

GTL-Agar

a. Gomposigao
Agar . . . L o Lo L L L oL 15 a
Triptona . C e e . s 5,0 g
Extrato de levedura, . . . . . . 2.5 g
Glucose. . . . . . . . . . ... 1.0 ¢
Bgua destitada . . . . . . . . 1000 i 1
pH . . 7.0
L. Preparc
Misturar todos os ingredientes e aguocer até Gue o

agar se dissolva completamente. Ajustar o pH a 7,0,
distribuir aproximadamente 10 ml em tubos de cultura,

estevilizar a 1210C por 15 minutos e inclinar os  tu-

bos como no moeio de culttura ndmero 1.
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.

Malte-Batata Agar

Composicao

Batata. . . . . . . . . . . L. 200,06 ¢
Extrato de malte. . . . . . . ., 20.6 ¢
Rgav .. . . . . . . .. ... 15,0 ¢

Agua destilada. . . . . . . . . 1000 ml

Preparc

bescascar as batatas, pesar 200 g e cortar em pedacos.
Adicionar 200 ml de dgua, cozinhar as batatas ¢ fil-
s a cste filtra-
yecer até  que
Coagar se dissciva totalmente. Distribuir aproximada

trar. Adicionar os demais ingrediente
do, completar o volume a 1000 wl ¢ ag

mente 10 ml em tubos de cultura ¢ esterilizar em auto
clave a 12190 durante 15 minutos. Inclinar os tubos o
deixar at@ que o meio se selidifique.

Literatura consultada: 32, 50.
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