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RESUMO

O género Aspergillus € um grupo de fungos que possui diversas espécies produtoras de
micotoxinas, distribuidas principalmente em trés se¢cdes denominadas de Nigri, Flavi e
Circumdati. Estudos para isolamento destas espécies estdo sendo executados para se
conhecer a micobiota e atuar na prevencgédo e reducdo da contaminagdo dos alimentos,
principalmente por micotoxinas, como também sdo uteis nas descobertas de novas
espécies. A identificacdo de fungos, como o género Aspergillus sp foi, por muito tempo,
realizada através de suas caracteristicas morfolégicas, sendo hoje amparadas por
técnicas como a Biologia Molecular, fisiologia e deteccdo de metabdlitos especificos
produzidos pelos microrganismos. Com este objetivo, este trabalho apresenta o inicio do
levantamento de dados relacionado a ocorréncia, caracteres morfoldgicos, fisioldgicos,
bioquimicos e moleculares, assim como a distribuicdo geografica. A partir do isolamento
de 10.048 cepas potencialmente toxigénicos de amostras de café, cacau, castanha do
Brasil e frutas secas (tdmaras, uvas passas, figos e ameixas), matérias-primas de projetos
desenvolvidos no Laboratério de Microbiologia do Instituto de Tecnologia de Alimentos
(ITAL), 5.069 destes isolados foram preservadas em silica gel, exigindo a catalogag¢ao dos
dados. Neste acervo, a section Flavi predominou com o numero de 2.507 culturas (32%
destas cepas foram produtoras de aflatoxinas), seguida da section Nigri com 2.078 e 463
da section Circumdati que, somando, contribuiram com 11% de fungos produtores de
ocratoxina A. Os Aspergillus da section Nigri apareceram em numero consideravel em
todos os substratos, confirmando a sua predomindncia destes como contaminantes de
alimentos. As amostras de castanha do Brasil contribuiram com o maior numero de
isolados, principalmente pela biodiversidade da floresta e colheita extrativista. Fungos que
apresentaram estruturas diferenciadas, representantes de grupos com mesmas
caracteristicas, toxicidade ou espécies novas foram encaminhados para outros tipos de
identificagdo. Duzentos e setenta e seis culturas foram identificadas por analise
molecular, 435 pela extracdo de seus metabdlitos e 87 espécies foram classificadas
através da identificacdo polifasica. A distribuicdo das culturas apresentou representantes
do Norte, Nordeste, Sul e Sudeste do Brasil, sendo que o Para e Amazonas contribuiram
com 2.759, como também culturas originarias de amostras de outros paises como Ir3,
Turquia, Tunisia, EUA, México, Espanha e Argentina. A rotina de uma colegédo consiste
em novos isolamentos, manutencdo do acervo e atualizagdo do banco de dados, um

trabalho enriquecedor para a ciéncia e que nunca se encerra.
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ABSTRACT

The genus Aspergillus is part of a fungi group with several species that produce
mycotoxins, mainly distributed in three sections named Nigri, Flavi and Circumdati. Studies
to isolate these microorganism types are being made to know the mycobiota and their
function in prevention and reduction of food contamination, mainly by mycotoxins and also
to discover new species. The Aspergillus fungi identification was for a long time made by
morphological characteristics but now it is supported by techniques such as molecular
biology, physiology and detection of microorganism metabolites. With the objective this
work presents the beginning of data collection related to the occurrence, morphological,
physiological, biochemical and molecular, as well as the geographic distribution. From the
potentially toxigenic strains isolation of 10,048 samples of coffee, cocoa, Brazil nuts and
dried fruit (dates, raisins, figs and prunes) raw materials for projects developed in the
Laboratory of Microbiology, Institute of Food Technology (ITAL), 5069 of these isolates
were preserved in silica gel, requiring cataloging data. In this collection section Flavi
predominates with 2,507 cultures (32% of these strains are aflatoxin producers) followed
by section Nigri with 2,078 and 463 of section Circumdati that together, contributes 11% of
ochratoxin A fungi producing. The Aspergillus section Nigri showed a considerable number
of all substrates, confirming its predominance and resistance as a food contaminant. Brazil
nut samples contributed with the largest number of strains due to forest biodiversity and
harvest extraction. Fungi that had differentiated structures, group representatives with
similar characteristics, toxicity or new species were referred to other types of identification.
Two hundred and seventy six isolates were identified by molecular analysis with 435
metabolites, 88 species of Aspergillus showed the two forms, being classified by
polyphasic identification. The genus Aspergillus was identified widely from countries such
as lran, Turkey, Tunisia, USA, Mexico, Spain and Argentina. In Brazil there are
representatives from the North, Northeast, South and Southeast, and Para and Amazonas
states that contributed to 2,759 cultures. The collection routine consists of new insolation,
collection maintenance and updating of the database, which is an undending task for the

enrichment of science.
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1. INTRODUGAO

O conhecimento da distribuicdo de fungos toxigénicos em alimentos é uma
ferramenta importante porque fornece parametros para o controle e a prevencao da
producao de micotoxinas.

Os fungos do género Aspergillus estao distribuidos amplamente e sao
responsaveis por deteriorar alimentos e causar doengas em humanos e animais, mas por
outro lado s&o microrganismos Uteis na fermentagcdo e em aplicagbes tecnoldgicas
(SAMSON; VARGA, 2009). Varias espécies apresentam a caracteristica de produzir
metabdlitos secundarios importantes como esterigmatocistina, acido ciclopiazénico, acido
kdjico, sendo a mais recente descoberta a producdo de fumonisina B2 por Aspergillus
niger (FRISVAD et al., 2007). Mas devido a ampla ocorréncia, em diversos tipos de
alimentos, duas micotoxinas se destacam para este género: as aflatoxinas, em especial a
do tipo B1, considerada a micotoxina mais toxica (FRISVAD et al., 2006), e a ocratoxina
A.

Embora o género, com mais de 260 espécies, seja estudado por varios séculos, a
sistematica de identificagdo ainda estd em fluxo (SAMSON; VARGA, 2009). Novas
ferramentas estdo sendo elaboradas para fornecer uma taxonomia mais estavel as
espécies dificeis de identificar, complementando a técnica por morfologia (CHALFON;
BATISTA, 2003). A metodologia discutida atualmente é a utilizacdo da combinag&o dos
caracteres fenotipicos (morfologia, fisiologia e producdo de extrdlitos) com os dados
moleculares das espécies, denominada de taxonomia polifasica. Estes métodos
analisados separadamente podem gerar ocasionalmente resultados equivocados, sendo
que juntos eles sdo muito eficazes para descoberta de novas espécies (FRISVAD et al.,
2007; SAMSON; VARGA, 2009).

Apos a identificagcdo das espécies, outro aspecto importante que deve ser levado
em consideracgao para laboratérios que trabalham com fungos € a técnica de manutengao
das cepas. Os centros de pesquisa onde microrganismos sao isolados, cultivados e
armazenados devem estabelecer um protocolo de registro de dados sobre as linhagens,
de modo a permitir a busca de informagbes sobre o histérico, controle de qualidade,
identificagdo, preservacao, distribuicdo e outras caracteristicas pertinentes ao acervo
(WFCC, 1999).

Diversos protocolos e métodos de estocagem e preservagcdo, que garantem a
estabilidade da cepa para futuros estudos e utilizagdo em testes estdo disponiveis
(MURO; LUCHI, 1989; KIRSOP, 1991; UMINO, 2000). Existem métodos como



criopreservacao (congelamento a — 70 °C e nitrogénio liquido) e liofilizagdo que
necessitam de um investimento alto em equipamentos e muito espago para armazenar,
assim como métodos mais simples que mantém as caracteristicas e sao faceis de
manipular e ativar, como secagem em solo ou silica gel, sendo que a silica € muito
indicada para o género Aspergillus, mantendo a estabilidade apés periodos superiores a
10 anos de estocagem (SMITH; ONIONS, 1983).

Desta maneira o presente trabalho tem como obijetivo, gerar um banco de dados e
catalogar as informacgdes das espécies preservadas de Aspergillus, isoladas de diversas
amostras, do Laboratério de Microbiologia do ITAL, deixa visivel a eficacia das formas de
identificacdo e a juncido destas a taxonomia polifasica, assim como a variabilidade da
micobiota distribuida nos alimentos em diferentes localidades e a futura utilizacdo destas

linhagens para estudos de prevengao da contaminagdo nos alimentos.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

21. Género Aspergillus

O género Aspergillus foi caracterizado pela primeira vez em 1729 por Michele, na
cidade de Florenga, surgindo o nome por comparagédo do rearranjo dos esporos com um
dispositivo usado na Igreja Catdlica para aspergir agua benta (KLICH, 2006; SAMSON et
al., 2010).

De acordo com Kilich e Pitt (1988) o género pertence a classe dos hifomicetos, e
apresenta colonias em diferentes coloracdes, a partir das quais podem ser observadas
estruturas de frutificagdo diferenciadas. Os conidiéforos emergem de grandes hifas com
paredes espessas, e terminam na forma de vesicula (geralmente esférica), de onde
surgem somente métulas ou o conjunto de métulas e fialides, local onde originam os
conidios (esporos).

Os Aspergillus sao capazes de crescer em temperaturas elevadas e em atividade
de agua mais baixa que os fungos do género Penicillium, possuem esporos mais
resistentes a luz e a substancias quimicas, por isso conseguem competir com outros
fungos pelo dominio na contaminacdo de alimentos (HOCKING, 2006), colonizando e
induzindo doencas em plantas e produtos vegetais, podendo produzir metabolitos
secundarios téxicos (Micotoxinas).

Tal como acontece com os fungos em geral, a taxonomia dos Aspergillus é

complexa e em um processo de evolugdo constante. O género é facilmente identificado
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pelo conidiéforo, mas para a determinacdo da espécie sdo necessarios especialistas
(RODRIGUES et al., 2007). Muitas espécies novas estado sendo descritas (vide Tabela 1)
e um numero elevado de novos métodos de classificagdo e identificagdo estdo surgindo
(SAMSON et al., 2006).

Tabela 1 - Novas espécies de Aspergillus das trés principais se¢cées micotoxigénicas descobertas

desde 2000.

Section Espécie Referéncia
A. persii (ZOTTI; CORTI, 2002)
A. cretenses
A. flocculosus
p : A. neobridgeri
Circumdati A. pseudoelegans (FRISVAD et al.,2004)
A. roseoglobosus
A. steynii
A. westerdijkiae
A. costaricaensis
A. homomorphus
A. lactocoffeatus (SAMSON et al.,2004)
A. piperis
A. sclerotioniger
A. vadensis (VRIES et al.,2005)
A. ibericus (SERRA et al.,2006)
Nigri A. brasiliensis (VARGA et al.,2007)
A. uvarum (PERRONE et al.,2007)
A. aculeatinus (NOONIM et al.,2008)
A. sclerotiicarbonarius
A. eucalypticola
A. fljiensis (VARGA et al.,2011b)
A. indologenus
A. neoniger
A. saccharolyticus (SORENSEN et al.,2011)
A. bombysis (PETERSON et al.,2001)
A. pseudotamarii (ITO et al.,2001)
A. arachidicola (PILDAIN et al.,2008)
A. minisclerotigenes
A. parvisclerotigenus (FRISVAD et al.,2005)
Flavi A. pseudocaelatus (VARGA et al.,2011)
A. pseudonomius
A. mottae
A. sergii (SOARES et al., 2012)
A. transmontanensis
A. bertholletius (TANIWAKI et al., 2012)




A ultima monografia completa do género Aspergillus (RAPER; FENNELL, 1965)
continha 132 espécies, subdividida em 18 grupos. Atualmente a mesma apresenta mais
260 espécies (SAMSON; VARGA, 2009; VARGA et al., 2011 a,b), divididos em oito
subgéneros, que por sua vez sdo subdivididos em 18 se¢des (SAMSON et al., 2010).

O subgénero Circumdati apresenta as seg¢des Nigri, Circumdati, Flavi e Cremei
(SAMSON et al., 2010), sendo que as trés primeiras apresentam as principais espécies

potencialmente toxigénicas (KLICH, 2006).

2.1.1. Aspergillus section Nigri

O grupo Aspergillus section Nigri sdo importantes em micologia de alimentos,
biotecnoldogica e na area de saude, sdo causadores de deterioragdo nos alimentos, e
produtores de ocratoxina (algumas espécies), mas também sao usados em processos
fermentativos originando produtos como: antioxidantes (FANG et al., 2007), enzimas
hidroliticas (amilases, lipases), acidos organicos (acido citrico e acido glucdnico)
(MAGNUSON; LASURE, 2004) e como catalisadores em processos de biotransformacgdes
de compostos quimicos (SCHAUER; BORIS, 2004). A. niger € um fungo que possuem o
estatus de GRAS (“Generally Recognized as Safe” - Geralmente Reconhecido como
Seguro) pelo “Food and Drug Administration” (E.U.A.) no que se refere a seu uso
industrial (ABARCA et al., 2004;SAMSON et al., 2004; FRISVAD et al., 2007; SAMSON
et al., 2007b; VARGA et al., 2011b).

Embora a principal fonte de Aspergillus section Nigri seja o solo, os membros
desta section foram encontrados em graos, frutos, vegetais, entre outros.

A section Nigri € um dos grupos mais dificeis de classificagao e identificagao, e por
causa disto foram propostos diversos esquemas taxondmicos. As recentes abordagens
moleculares tém mostrado que ha uma elevada biodiversidade de espécies, aumentando
o uso do conceito de identificagao polifasica (SAMSON et al., 2006).

As principais caracteristicas fenotipicas desta section sao a coloragdo negra das
coldnias, sendo que o subgrupo unisseriado difere significativamente na morfologia e na
fisiologia do subgrupo bisseriado (NOONIM et al., 2008; PERRONE et al., 2008;
SAMSON; VARGA, 2009).

Em 2008, os Aspergillus section Nigri possuiam 19 espécies reconhecidas
(FRISVAD et al., 2007; PERRONE et al., 2007; NOONIM et al., 2008) e atualmente, com
as novas descobertas, existem 26 (VARGA et al., 2011b).



2.1.2. Aspergillus section Flavi

Aspergillus section Flavi, algumas espécies podem ser unisseriados e outras sao
bisseriados (métula e fialide), com conidios geralmente nas coloragdes de verde
amarelado ao marrom escuro e sao capazes de produzir esclerdcio. Algumas espécies
sao produtoras de micotoxina, incluindo aflatoxina, acido ciclopiazénico, ocratoxina e
acido kojico (substancia que tem a capacidade de clarear manchas na pele, usada em
cosmeéticos) (VARGA et al., 2011a). Sao também utilizadas em processos fermentativos e
como hospedeiro para expressdo de genes heterdlogo (CAMPBELL-PLATT; COOK,
1989). Cepas geneticamente modificadas de A. oryzae, séo utilizadas para a produgao
de enzimas, incluindo a lactase, pectina esterase, lipase, protease e xilanase (PARIZA;
JOHNSON, 2001).

A taxonomia deste grupo de fungos é ainda muito complexa. A classificacao até
espécie pode ser dificil devido a extensas divergéncias de caracteres morfolégicos com o
nivel elevado de variabilidade genética (KUMEDA; ASAO 1996; FRISVAD et al., de 2005,
PILDAIN et al., 2008).

Raper e Fennell (1965) descreveram, principalmente com base nos ornamentos e
na cor dos conidios, o grupo dos Aspergillus flavus com duas variaveis, totalizando 9
espécies. Em 2006, eram reconhecidas 18 espécies, sendo duas destas “domesticadas”
(podem ser utilizadas para fermentacéo, ndo produtores de micotoxina) (SAMSON et al.,
2006). Atualmente, a secdo esta agrupada em sete subtipos com 22 espécies (VARGA et
al., 2011a).

2.1.3. Aspergillus section Circumdati

Os membros de Aspergillus section Circumdati (o grupo do Aspergillus ochraceus
de Raper e Fennell 1965) sdo importantes devido a produgdo de micotoxinas, incluindo a
ocratoxina A, acido penicilico, xantomegnina, viomeleina e vioxantina (FRISVAD et al.,
2004). Algumas das espécies estdo sendo usadas na industria de biotecnologia,
especialmente para biotransformagées (MISKI; DAVIS, 1988).

Sao fungos que tem como habitat o solo, principalmente de areas tropicais e
subtropicais. Em alimentos, foram encontrados em frutos, graos (cereais e sementes) e
ambientes de secagem. As principais caracteristicas fenotipicas apresentadas sao a
coloragao de ocre a amarelada das colbnias, a cabega conidial bisseriada e a capacidade
de produzir esclerdcio, algumas espécies (CHALFON; BATISTA, 2003).
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O grupo foi taxonomicamente revisto por Christensen (1982), apés o
descobrimento de duas novas espécies A. bridgeri e A. campestris. Varga et al. (2000)
apresentou resultados de variabilidade de genética entre Aspergillus ochraceus, e
Frisvad et al. (2004) inseriram sete novas espécies (A. cretensis, A. flocculosus, A.
neobridgeri, A. pseudoelegans, A. roseoglobulosus, A. steynii e A. westerdijkiae) com os
resultados de extrolitos. Atualmente o nimero de espécies na section Circumdati é de 20,
incluindo A. robustus (SAMSON et al., 2006).

2.2. Micotoxinas

As micotoxinas sao produtos toxicos do metabolismo secundario, produzidas a
partir das vias metabdlicas dos policetideos, terpendides e de alguns processos que usam
aminoacidos essenciais. Possuem baixo peso molecular e estruturas quimicas
diversificadas (BOZZA; 2010).

As toxinas fungicas diferem muito nas suas propriedades quimicas, biolégicas e
toxicoldgicas, e possuem como piores efeitos o desencadeamento de diversos tipos de
tumores e a imunossupressao (IARC, 1993; PETSKA; BONDY, 1994).

Diferentes espécies de fungos podem produzir um mesmo tipo de micotoxina bem
como uma unica espécie pode produzir mais de um tipo (HUSSEIN; BRASSEL, 2001;
MAZIERO; BERSOT, 2010).

As micotoxinas podem entrar na cadeia alimentar humana através do consumo
dos alimentos contaminados ou indiretamente através de animais que se alimentam com
racbes previamente contaminadas, excretando os metabdlitos hidroxilados no leite, na
carne e nos ovos (MAZIERO; BERSOT, 2010). Ao serem ingeridas, apesar da maior parte
ser metabolizada e eliminada através de fluidos bioldgicos, podem se fixar aos tecidos
afetando 6rgaos especificos (sendo o figado, os rins e o sistema nervoso os mais
atingidos) sem provocar alteracées evidentes nos demais (PERAICA et al., 1999;
SANTURIO, 2000).

A gravidade de uma intoxicacdo depende de fatores como: toxicidade da
micotoxina, grau de exposicao, idade e estado nutricional do individuo, como também
efeitos sinérgicos com outros agentes quimicos (BHATNAGAR et al., 2002, PERAICA et
al., 2000), podendo ser aguda (letal ou ndo) ou crénica. O efeito agudo é de acao rapida,
podendo levar a morte, causa alteragdes irreversiveis, e é resultante da ingestdo de
doses elevadas. O efeito cronico é o resultado de doses menores durante um longo

periodo de tempo, que provocam disturbios e alteragdes nos 6rgdos dos humanos e dos
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animais (HUSSEIN; BRASEL, 2001; BENNETT; KLICH, 2003; MURPHY et al., 2006;
SHEPHARD, 2008; MAZIERO; BERSOT, 2010).

Embora aproximadamente 300 micotoxinas diferentes tenham sido identificadas,
apenas 20 tipos aparecem com frequéncia e em quantidades suficientes para oferecer
risco a saude (KABAK et al., 2006; SAMSON et al., 2010 ; BOZZA 2010) e somente
aflatoxinas, alcaldides (ergotamina), fumonisinas, ocratoxina A, patulina, tricotecenos e
zearalenona possuem limites maximos em legislacdo (SAMSON; VARGA, 2009).

InUmeras espécies de Aspergillus tém sido listadas como capazes de produzir
metabdlitos toxicos como as micotoxinas (FRISVAD et al., 2007; SAMSON; VARGA,

2009), destacando-se dois grandes grupos: as aflatoxinas e ocratoxinas.

2.2.1. Parametros Ecoldgicos para o Crescimento de Fungos e a Producao de

Micotoxinas

Para os fungos se desenvolverem e produzirem micotoxina é necessario avaliar
fatores como:

- Susceptibilidade do substrato a colonizagdo do fungo toxigénico (composig¢ao
nutricional, pH e potencial de oxido-redugéo);

- Fatores fisicos: temperatura do ambiente, atividade de agua, umidade relativa do
ar, aeragao, composi¢cao gasosa e danos mecanicos;

- Fatores bioldgicos: capacidade genética do fungo de produzir micotoxinas,
quantidade de esporos viaveis, interacdo de diferentes fungos existentes no mesmo
substrato, interagdo de micotoxinas e presenca de insetos (CIEGLER, 1978; PEREIRA et
al., 2002; AQUINO, 2007; MAZIERO; BERSOT, 2010).

Esses fatores ndo atuam isoladamente sobre os microrganismos, mas sim de
forma combinada (KLISCH, 2007). A seguir estao detalhados os principais fatores que

influenciam a produgao de toxinas.

2.21.1. Capacidade Genética - Estrutura Biolégica

O género Aspergillus, por natureza € um fungo com esporos mais resistentes a luz
e a substancias quimicas (HOCKING, 2006), caracteristicas que possibilitam maior
competitividade e permanéncia no alimento.

A composicdo genética influencia na possibilidade do fungo produzir, ou nao, o
tipo e quantidade de micotoxina (SERRA, 2005).
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2.21.2. Composicao Nutricional

Os alimentos sempre foram fonte de crescimento para os microrganismos. Um dos
fatores que permite a um tipo proliferar mais intensamente que outros é a composicao do
substrato (JAY, 2005). As bactérias preferem alimentos com altos teores de proteinas,
enquanto para o metabolismo dos fungos, a necessidade maior consiste em um alto teor
de carboidratos (PITT; HOCKING, 2009).

No laboratorio, para estimular a produgéo da toxina, s&o acrescidos aos meios de
cultura fontes de nitrogénio, como extrato de levedura e peptona. Em condigbes naturais,
nos alimentos, sdo varios os nutrientes e sais minerais em estudo que podem
desencadear a producdo de micotoxinas. As aflatoxinas s&do produzidas quando o
alimento contém glicose, sacarose (carboidratos) e acidos graxos (KLICH, 2007). A
ocratoxina A esta geralmente presente em alimentos que possuem uma boa quantidade
de proteinas, como prolina e acido glutdmico (FERREIRA, 1968; HAGGBLOM; GHOSH,
1985; COPPETTI, 2009).

Outro fator relevante em relagdo a composicao dos alimentos é que geneticamente
algumas plantas possuem caracteristicas de defesa, como producdo de substancias
inibitorias tanto para o crescimento do fungo toxigénico como para a produg¢ao de toxina,
agindo na populagdo contaminante, mesmo quando nutricionalmente é susceptivel
(STRANGE, 1991; PACHECO; SCUSSEL, 2007).

2.2.1.3. Temperatura e Atividade de Agua

Existem temperaturas 6timas, minimas e maximas para o crescimento de fungos
toxigénicos, assim como uma temperatura 6tima para a producdo de toxinas. A maioria
dos fungos toxigénicos desenvolvem-se entre 5 e 60°C, enquanto a faixa de temperatura
para crescimento e producdo de micotoxinas encontra-se geralmente entre 25 e 40°C
(MOSS, 1991; PITT; HOCKING, 2009).

Existe uma relagdo direta entre temperatura e atividade de agua para
desenvolvimento fungico. Quando o fungo encontra-se presente na temperatura 6tima de
crescimento o requerimento de atividade de agua pode estar no minimo. A necessidade
de agua quando a condicdo de estresse € a alta temperatura (PITT; HOCKING, 1997;
MOSS, 2006; COPETTI, 2009).



A atividade de agua esta relacionada ao crescimento microbiolégico e as reagdes
bioquimicas (PARK et al., 2001), e é o fator ambiental dominante que pode determinar a
estabilidade ou a deterioragcdo de um alimento (PITT; HOCKING, 2009). Existe uma
diferencga entre a atividade de agua minima requerida para crescimento microbiano e para
producao de micotoxinas. No caso do A. ochraceus, o valor minimo de atividade de agua
para crescimento € em torno de 0,77 - 0,80 enquanto a producao de OTA é requerido um
minimo de 0,83 - 0,99, com 6timo a 0.98 - 0.99 (PITT; HOCKING, 1997; CALDERARI,
2011), A. flavus necessita de atividade de agua de 0,78 — 0,80 para crescimento e 0,83 —
0,87 para a producgéao da aflatoxina (BULLERMAN et al., 1984).

Para manter a seguranga em relagdo a contaminagdo por micotoxinas €
aconselhado armazenar alimentos com o valor de atividade de agua em torno de 0,70, ja
que poucos fungos conseguem se desenvolver abaixo deste valor (BULLERMAN et al.,
1984).

2.21.4. Umidade

A umidade dos alimentos, quando elevada, favorece o0 crescimento de
microrganismos, sendo que a preocupagao em relagdo a este fator ndo esta relacionado
somente a quantidade de agua presente no alimento como também a umidade relativa do
ar, pois ha uma tendéncia ao equilibrio entre as duas, fazendo com que o método de
secagem para a preservacao seja prejudicado (GAVA et al.,2008).

Os principais fungos produtores de toxinas sdo capazes de crescer em substrato
com 13 a 18% de umidade (BAPTISTA et al., 2004). Trucksess et al. (1988), constataram

que a umidade minima para o crescimento do A. flavus é em torno de 16 %.

2.21.5. Interagdo com Outros Microrganismos

Os fungos, geralmente, sdo os ultimos colonizadores de um alimento que favorece
o crescimento de diversos microrganismos. Ha indicios de que a producéo de micotoxinas
é prejudicada pelo fator ambiental de competicao. Bactérias laticas, como Lactobacillus
casei ou Streptococcus lactis tém a capacidade de diminuir o crescimento fungico e a
producao de aflatoxina do A. parasiticus (NORTHOLT; BULLERMAN, 1982), através da
inibicdo da biossintese da micotoxina (BOVO et al., 2010). Leveduras como Pichia

guillermondii, Kluyeromyces sp, Saccharomyces cerevisae e os fungos, A. oryzae, A.



niger e Rhizopus oryzae, agem também na inibicdo do crescimento do género Aspergillus
(PRADO et al., 2008).

2.21.6. Potencial Hidrogenidénico (pH)

O pH é um dos fatores determinantes para que os fungos consigam competir
melhor por um substrato, principlamente por serem microrganismos que toleram valores
baixos.

A.flavus, A.parasiticus e A.carbonarius conseguem crescer em ambientes com pH
2,0 a 2,4. A producgao de aflatoxina, pelo A.parasiticus, e ocratoxina A, pelo A.ochraceus
pode ser iniciada em pH 3,5 e 5,5 respectivamente (PITT; HOCKING, 2009).

2.21.7. Requerimento de Oxigénio

Fungos sao microrganismos aerobios, sendo que algumas espécies conseguem
crescer em baixas concentracdes de oxigénio (até 0,2%). A presenca em excesso de
nitrogénio e dioxido de carbono prejudica tanto a producdo de micotoxina quanto o
crescimento fungico (PASTER; BULLERMAN, 1988; PITT; HOCKING, 2009). A. flavus
exposto a uma concentragcdo de 20% de oxigénio e 60% de didéxido de carbono nao
produziram aflatoxinas (LANDERS et al., 1967). A atmosfera modifica de 25 a 50% de
dioxido de carbono, nao interferiu na producao de ocratoxina A pelo A. carbonarius. A.
ochraceus cresceu em atmosfera de 20% de oxigénio e 60% de didxido de carbono e a
producdo de ocratoxina A foi inibida com uma concentracdo de 30% de didxido de
carbono (PASTER et al., 1983).

2.2.2. Estratégias de Controle - Micotoxinas

As micotoxinas estdo em destaque tanto no mercado interno como no externo.
Alimentos contaminados sdo considerados um risco a para saude humana e animal e por
isso varios métodos, ndo somente para evitar a contaminacdo, como também para
destoxificar os alimentos estdo em andamento.

Na Tabela 2 sdo apresentados as principais estratégicas de controle discutidas

atualmente. Algumas estdo em estudo, ou apresentam certa eficiéncia para determinadas
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toxinas e para outras ndo, ou ainda tém efeitos indesejaveis para alguns tipos de

alimentos.

Tabela 2. Medidas preventivas e corretivas para controle de micotoxinas. Adaptada de: Riley;
Norred (1999); Galvano et al. (2001); Aziz;Moussa (2002) Bennett; Klich (2003); Dohiman (2003);
Lee; Jun-Ho (2006), Abrunhosa (2008); Calderari (2011).

Preventivas

Correta irrigacao, fornecimento de nutrientes e protecdo contra insetos
(evitar danos).

Eliminar residuos agricolas.

Pré-Colheita | Rotagéo de cultura.
Variedades resistentes a contaminagéo fungica.
Aplicacao de agentes quimicos — fungicidas.
Controle biolégico na plantagéo (insetos, microrganismos etc).
Colheitas feitas no tempo seco (chuvas aumentam umidade e favorecem
o crescimento dos fungos).
Remocao dos graos danificados.
Secagem adequada (abaixo de 10% umidade) antes da estocagem.
Pés-Colheita | Manter as condicbes de temperatura e umidade adequadas durante o
armazenamento.
Controle de pragas e limpeza dos armazéns e maquinas que entram em
contato com o alimento.
Aplicacdo de agentes quimicos — fungicidas como acido propiénico e
acético.
Radiagdo gama para a morte do fungo (ainda em estudo).
Corretivas
Exposicdo a lampada ultravioleta — graos que fluorescem devem ser se
parados e descartados.
Fisicos Microondas (eficiente para tricotecenos), degradagdo solar (eficiente
para aflatoxina), extrusdo (eficiente para fumoniosina) e torrefacao.
Moagem umida.
Radiacédo Gama (ainda em estudo).
Hidrdlise alcalina.
Quimicos Utilizagdo de bissulfito, amoénia, peroxido de hidrogénio/bicarbonato de
sodio.
Ozbnio.
Biolégicos Bactérias laticas.
Fermentacéo.
Aditivos nutricionais como colina, metionina, selénio, vitaminas,
Adsorventes | Proteinas, gorduras, antioxidantes e indutores de enzimas metabdlicas,

e intervencgao

dietética

produtos adicionados principalmente em ragdes para prevenir toxicidade
aguda - sequestrar e diminuir a biodisponibilidade das micotoxinas no
trato gastrointestinal.

Adsorventes como aluminiossilicato de sédio e calcio hidratado, carvao
ativado, bentonites, zedlitos e parede celular de levedura.
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2.2.3. Aflatoxinas

Aflatoxinas sdo as micotoxinas mais amplamente estudadas (JAY, 2005), por
serem compostos de alto risco a saude humana e animal (WOOD, 1992; HUSSEIN;
BRASEL, 2001).

Em 1960, na Inglaterra, foram relatadas as primeiras pesquisas em relagao a esta
micotoxina, devido ao caso “Turkey X Disease” onde perus e patos morreram intoxicados
apo6s serem alimentados com amendoim (ingrediente base da ragdo destes animais),
provenientes do Brasil e da Africa, (HUSSEIN; BRASEL, 2001). No ano seguinte, cepas
de A. flavus foram isoladas destas amostras e a toxina elucidada por técnicas
cromatograficas (LEESON et al., 1995; ROSMANINHO et al., 2001; KELLER et al., 2005).

Atualmente, sédo conhecidos 18 compostos similares designados pelo termo
aflatoxina, porém as mais importantes sdo AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2 (COULOMBE et
al. 1991; PAYNE;BROWN 1998; BENNETT;KLICH 2003; YU et al., 2004; PERRONE et
al., 2007).

Quimicamente, sdo moléculas de dihidrofuranos unidas a anéis cumarinicos e,
assim como outros compostos heterociclicos fluorescem (luz ultravioleta a 365 nm) e séo
distinguidos por suas propriedades fluorescentes: AFB1 e AFB2 apresentam fluorescéncia
azul violeta, enquanto as AFG1 e AFG2 apresentam fluorescéncia azul esverdeada
(HUSSEIN; BRASEL, 2001; OLIVEIRA et al., 2001; KELLER et al., 2005; KLISCH, 2007;
UTTPATEL, 2007).

Sao compostos de natureza cristalina, instaveis a luz, muito estaveis a alta
temperatura (termoestaveis) e soluveis em solventes polares como cloroférmio e metanol.
Apesar das aflatoxinas serem semelhantes, a AFB1 apresenta o maior grau de toxicidade,
sendo 0 mais potente carcindgeno natural conhecido, e geralmente € o tipo produzido em
maior quantidade pelas cepas toxigénicas (FRISVAD et al., 2005; KLISCH, 2007), seguida
por AFG1, AFB2 e AFG2 (LEESON et al., 1995). O figado é o principal érgao atingido
ap6s uma ingestdo aguda por aflatoxinas, contudo, as mesmas sdo encontradas em
outros tecidos e produtos animais, sendo o exemplo mais efetivo deste tipo de
contaminacao as aflatoxinas M1 e M2, que sdo metabdlitos hidroxilados das aflatoxinas
B1 e B2, presentes no leite e em produtos derivados obtidos de animais que ingeriram

racao contaminada com estas micotoxinas (ROSMANINHO et al., 2001).
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A estrutura das afaltoxinas é mostrada na Figura 1.

Aflatoxina G2

Aflatoxina M1 Aflatoxina M2
Figura 1. Estrutura Aflatoxinas (COLE; SCHWEIKERT, 2003a).

2.2.3.1. Efeitos Toxicolégicos

Aflatoxinas constituem um risco a salude humana e animal, por causa de seus
efeitos tdxicos imediatos, imunossupressores, mutagénicos, teratogénicos e
carcinogénicos (IARC, 2002; BINDER et al., 2007; MAZIERO; BERSOT, 2010), sendo
que, infelizmente, ainda nao esta determinada exatamente uma dose letal para humanos
(SANTOS; SILVA, 2010).

Os sintomas agudos e cronicos da intoxicacdo por aflatoxina incluem diarreia,

podendo ser sanguinolenta, cirrose (necrose e aumento do figado), sindrome de Reye
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(encefalopatia com degeneragao gordurosa do cérebro), hemorragia nos rins, diminuicao
do sistema imunolégico (OLIVEIRA; GERMANO, 1997; MOSS, 2002), perda de apetite e
peso e problemas neurolégicos. Exposigdes prolongadas a baixas doses resultam em
tumores no figado, prejudicam o sistema nervoso central, causam doengas de pele e
problemas hormonais (PITT, 1989).

Elas sdo facilmente absorvidas no trato gastrointestinal, caindo na corrente
sanguinea (facilidade de se ligar com eritrécitos e proteinas plasmaticas) (PACHECO;
SCUSSEL, 2006), chegando a érgaos como rins, musculos, tecidos adiposos e no figado,
onde ocorre a biotransformacgao, devido a alta permeabilidade da toxina com a membrana
do hepatécito (BIEHL; BUCK, 1987; FORRESTER et al., 1990; OLIVEIRA; GERMANO,
1997; FERREIRA et al., 2006; PACHECO; SCUSSEL, 2006).

A biotransformagcdo de AFB1, particularmente, tem sido estudada com maior
interesse. Além de ter a maior agao carcinogénica ndo somente em humanos e primatas
como passaros, peixes e roedores, do que as outras aflatoxinas (FERREIRA et al., 2006;
REDDY et al., 2006; SANTOS; SILVA, 2010), ela também tem a capacidade de se
transformar em um reservatério metabdlico no organismo, chamado de aflatoxicol, que
quando exposta a oxidagéo transforma-se em um radical de alta covaléncia ligando-se
aos acidos nucleicos causando alteragdes genéticas (iniciagdo do processo tumoral)
(DILKLIN, 2002).

2.2.3.2. Fungos Produtores de Aflatoxinas

As espécies produtoras de aflatoxinas sdo A. flavus, produtores de aflatoxinas do
grupo B e algumas vezes acido ciclopiazénico (CPA), A. parasiticus e A. nomius,
produtores de aflatoxinas do grupo B e G e nao produtoras de CPA (KLICH; PITT, 1988;
PITT, 1993). Frisvad et al. (2006) revisaram os fungos produtores de aflatoxinas descritas

na literatura e confirmaram as espécies mostradas na Tabela 3.
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Tabela 3. Fungos produtores de aflatoxinas confirmadas por Frisvad ef al. (2006).

Espécie Micotoxinas

Aspergillus flavus 40% aflatoxina B

50% acido ciclopiazdnico (CPA)

Aspergillus parasiticus Quase 100% aflatoxina B e G
Aspergillus nomius Geralmente aflatoxinaB e G
Aspergillus bombycis Aflatoxina B e G

Aspergillus pseudotamarii Aflatoxina B, CPA

Aspergillus toxicarus AflatoxinaB e G

Aspergillus parvisclerotigenus Aflatoxina B e G CPA
Aspergillus ochraceroseus Aflatoxina B, esterigmatocistina
Aspergillus rambellii Aflatoxina B, esterigmatocistina
Emericella astellata Aflatoxina B, esterigmatocistina
Emericella venezuelensis Aflatoxina B, esterigmatocistina

2.2.4. Ocratoxinas

Existem, no minimo, sete compostos relacionados estruturalmente (derivados de
isocumarinas) denominados de ocratoxinas, (BUSBY JR; WOGAN, 1981; IAMANAKA,
2004), sendo que as trés mais reconhecidos sdo OTA, OTB e OTC ou etil de OTA. A
ocratoxina A (OTA) é a mais encontrada na natureza € a mais téxica de todas as
ocratoxinas, seguida pela ocratoxina B (OTB), que n&o possui 0 atomo de cloro na
molécula, sendo de 10 a 20 vezes menos téxica que a OTA, e por ultimo a ocratoxina C
(OTC) (O'BRIEN; DIETRICH, 2005).

As ocratoxinas caracterizam-se por possuir uma estrutura molecular composta em
uma R-fenilalanina ligada a uma isocumarina, mediante uma ligacao amida, tornando-se
um composto termoestavel, soluvel em solventes organicos e fracamente soluvel em agua
(BOZZA, 2010).

A ocratoxina A apresenta fluorescéncia verde quando exposta a luz ultravioleta e
possui uma molécula de cloro em sua estrutura, responsavel por seu carater toxico
(EDWARDS et al., 2002).

A OTA foi isolada pela primeira vez em 1965, por Van der Merwe, de uma cultura
de A. ochraceus, derivando dai a sua designagao (WELKE et al., 2009). Conhecida por
suas caracteristicas carcinogénicas, nefrotoxicas, teratogénicas e imunotdxicas em

células animais (IARC, 1993; BATISTA et al., 2007), € uma micotoxina que persiste no
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organismo por um longo periodo, tendo uma meia vida de 35 dias em humanos
(RIBEIRO, 2007). O elevado tempo médio de vida da OTA em diferentes animais ocorre
devido a sua grande afinidade com algumas proteinas do plasma sanguineo,
essencialmente a albumina (BOZZA, 2010).

A estrutura da ocratoxinas € mostrada na Figura 2.

Ocratoxina A

Ocratoxina B

Ocratoxina C
Figura 2. Estrutura Ocratoxina (COLE; SCHWEIKERT, 2003c).
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2.241. Efeitos Toxicolégicos

A OTA é considerada um composto toxico cumulativo, de facil absorgao e lenta
eliminacdo, sendo responsavel pela inibicdo da sintese proteica, pela indugcdo da
peroxidacao de lipidios, pelo estresse oxidativo e por danos no DNA em diversos tipos de
tecidos (BOZZA, 2010).

A facil absorgdo no organismo por esta micotoxina se explica pela presenga da
molécula de fenilalanina e do grupo 8-hidroxilo em sua estrutura molecular, comeg¢ando a
ser digerida no estomago e terminando no intestino, caindo na corrente sanguinea e se
espalhando pelo organismo (RIBEIRO, 2007).

Esta micotoxina tem sido associada a nefropatia endémica dos Balcas, doenca
degenerativa dos rins que afeta exclusivamente a populagdo adulta rural. Ha relatos de
uma possivel correlagdo entre a ocratoxina A e o desenvolvimento de tumores do trato
urinario em pessoas na Bulgaria (DIRHEIMER, 1996; PLESTINA, 1996; PRADO et al.,
2000).

A agao toéxica da OTA tem como 6rgdo alvo o rim, causando interferéncia na
sintese de macromoléculas das células do parénquima renal, incluindo DNA, RNA e
proteinas, danos ao epitélio dos tubulos renais (diminui a absor¢cdo de eletrdlitos e
aumenta a excre¢cdo de agua), afetando também o metabolismo de carboidratos
(DIRHEIMER; CREPPY, 1991; ROSMANINHO et al., 2001).

2.24.2. Fungos Produtores de Ocratoxina A

Em regides tropicais, o género Aspergillus sao os fungos responsaveis pela
contaminagao dos alimentos pela OTA, e em regides de clima temperado, predominam os
Penicillium, por crescerem em ambiente frio (PITT; HOCKING, 1997; PITT, 2000;
TANIWAKI et al., 2003; SAMSON et al., 2002).

Ha mais de 20 espécies do género Aspergillus produtoras de ocratoxina (ABARCA
et al.,, 1997; FRISVAD et al., 2004; SAMSON et al., 2004). No entanto, poucos deles sao
conhecidos como fonte de contaminagdo de OTA em alimentos. Recentemente,
acreditava-se que os principais fungos eram o A. ochraceus e P. verrucosum, mas
atualmente as pesquisas estdo demonstrando que algumas espécies de Aspergillus
section Nigri (A. niger, A. carbonarius, A. lacticoffeatus e A. sclerotioniger) sao produtoras,
além de outras espécies pertencentes a section Circumdati (A. flocculosus, A.

neopetromyces, A. muricatus, A. roseoglobulosus, A. sclerotiorum, A. westerdijkiae, A.
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sulphureus, A. steynii, A. cretensis, A. elegans, A. pseudoelegans, A. melleus, A. ostianus,
A. persii e A. petrakii) e Flavi (A.alliaceus) (FRISVAD et al., 2007; ABRUNHOSA, 2008;
COPETTI et al., 2010; BOZZA, 2010).

2.3. Aspergillus em Alimentos

Fungos filamentosos estdo presentes em todos os ambientes e sao
economicamente importantes no campo da medicina, da fitopatologia e da industria, além
de serem ecologicamente corretos com a fungdo de decompositores. No entanto, também
podem contaminar os alimentos em diferentes fases, incluindo pré-colheita, colheita,
processamento e manuseamento, causando sua deterioragdo, reduzindo seu valor
nutricional, alterando suas qualidades sensoriais (pigmentacdo, descoloragao,
apodrecimento e desenvolvimento de odores e sabores indesejaveis) e tornando-se, em
alguns casos, problema de saude publica (PERRONE et al., 2007; VECCHIA; FORTES,
2007).

Estima-se que 25% da produgdo anual de vegetais para consumo humano e
animal sdo comprometidas, por causa do crescimento fungico (GEISEN, 2007).

A principal preocupacdo em relacdo a contaminacdo deste microrganismo em
alimentos é a produc¢do de micotoxinas. Algumas destas substancias possuem toxicidade
a um orgao especifico e capacidade mutagénica e carcinogénica (JAY, 2005).

Vérias espécies de Aspergillus tém sido estudadas e relatadas como produtoras
de micotoxinas, dentre elas as aflatoxinas e a ocratoxina A (PERRONE et al., 2007).

A ocorréncia de fungos do género Aspergillus, bem como de suas toxinas em
alimentos e ragdes animais apresentam distribuicdo mundial, com predominio nas regides
de clima tropical e subtropical. A contaminacdo dos produtos vegetais ocorre
principalmente através do contato com o solo que apresenta esporos do ambiente, assim
como a utilizacao de praticas agricolas incorretas, através de lesbes na superficie dos
graos (provocadas por insetos), e o armazenamento inadequado em locais Umidos e sem
ventilagdo (CHU, 1991; ROSMANINHO et al., 2001).

Fungos do género Aspergillus foram encontrados em diversos substratos como
vinho, cerveja, arroz, feijdo, milho, trigo e outros cereais, uva e outras frutas frescas,
nozes, amendoim e castanhas, café e cacau, sendo as espécies mais recorrentes A.
niger, A. flavus, A. parasiticus, A. ochraceus, A.carbonarius e A. alliaceus (FRISVAD et
al., 2004, PALACIOS-CABRERA et al., 2005; FERREIRA et al.; 2006; PERRONE et al.,
2007; MAZIERO; BERSOT, 2010).
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2.3.1. Café

Historicamente, o café é uma planta original da Etiépia Central, sendo os Arabes
0s responsaveis pela propagagao da cultura e os holandeses os primeiros a iniciar seu
cultivo comercial, em 1658. No Brasil, o plantio iniciou-se em Belém do Para, no ano de
1769, mas somente em 1820 o pais foi considerado exportador de café (BOZZA, 2010).
Atualmente, continua sendo o maior exportador e produtor deste produto agricola (MAPA,
2012) a frente do Vietn3, da Indonésia e da Colémbia (CONAB, 2012).

As areas cafeeiras de maior destaque estdo nos estados de Minas Gerais, que
corresponde a mais de 50% da produgcdo nacional e Espirito Santo, com
aproximadamente 20% de todo o café produzido no pais (MAPA, 2012).

Café arabica, de nome cientifico Coffea arabica L., é o produto de melhor
qualidade, concentracbes mais elevadas de carboidratos, lipideos e compostos orgéanicos
como, por exemplo, trigonelina. Predomina nas lavouras de Minas Gerais, Sao Paulo,
Parana, Bahia, Rio de Janeiro e em parte do Espirito Santo. O café robusta ou conilon, de
nome cientifico Coffea canephora, € usado para a obtencdo de cafés solluveis, possui
menos acidez e é considerado bebida neutra (menos teores de cafeina e compostos
fendlicos). Predomina nas lavouras do Espirito Santo, em Ronddnia, e em parte da Bahia
e de Minas Gerais (MALTA et al., 2002; MAPA, 2012)

Os frutos de café estdo expostos a contaminagao por uma grande variedade de
microrganismos, mas dentre todos os contaminantes o género Aspergillus desperta
motivos de preocupacao, por causa da producdo de micotoxina, em especial a ocratoxina
A (TANIWAKI, 2006; PERRONE et al., 2007). A contaminagao na pré e pés colheita, além
do problema das toxinas, resulta em perda no rendimento, descoloragdo e redugdo do
valor nutricional (FUJII et al., 2002).

A intensidade e diversidade da micobiota, assim como a subsequente producéo de
toxinas sdo condicionadas pelas etapas de colheita, preparo, transporte e
armazenamento (URBANO et al., 2001; URBANO, 2002; TANIWAKI et al., 2003),
associadas a condicdes de teor de umidade dos graos, temperatura, tempo, condigao
fisica (graos quebrados), nivel de inéculo do fungo, conteido de oxigénio, tempo de
armazenamento dos graos e ataques de insetos (PEZZINI et al., 2005).

O café proveniente de 31 paises produtores apresentou a predominancia de A.

ochraceus, A. flavus, A. versicolor, A. niger, A. tamarii e A. wentii (MISLIVEC, 1983). Levi
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et al. (1974) detectaram também os fungos A. ochraceus, A. flavus, A. niger, entre outros,
em amostras de café verde provindas de diferentes paises. Urbano et al. (2001)
constataram contaminagao fungica do género (33,2% da populacéo isolada, sendo 10,3%
A. ochraceus e 22,9% A. niger), em café brasileiro dos estados Sao Paulo, Minas Gerais
e Parana.

A.carbonarius e A. westerdijkiae sao fungos com propriedade de produzir
ocratoxina A que vém sendo encontrados em graos de café nos ultimos anos (MAGNANI
et al., 2005; MORELLO et al., 2007; PERRONE et al., 2007).

2.3.2. Frutas secas

Fruta seca é o produto obtido pela perda parcial da agua da fruta madura, inteira
ou em pedacos, por processos tecnolégicos adequados (BRASIL, 1978). Historicamente,
€ um alimento muito antigo, sendo que os primeiros relatos escritos sobre o assunto,
encontram-se em tabuas de argila da Mesopotamia, contendo receitas datadas de 1700
a.C. (TRAGER, 1995). Hoje, o consumo de frutas secas estda aumentando devido ao
apelo funcional (componentes bioativos, prebidticos, fibras e alto valor nutricional)
(SPILLER et al., 2003; VINSON et al., 2005, HOOSHMAND; ARJMANDI, 2009;
WILLAMSON; CARUGHI, 2010) e também por serem utilizadas como ingredientes em
formulagdes de bolos, paes, cereais matinais, panetones e barras de cereais (IAMANAKA,
2004). Metade das frutas secas vendidas corresponde a uvas passas, seguida de
tdmaras, ameixas, figos, damasco, pera, magas e péssegos (HUI, 2006).

A desidratacao do fruto pode ocorrer por diferentes processos, como a utilizagao
de ar quente, superficie aquecida, exposi¢cao ao sol, vacuo, atomizacao, liofilizagao, ou
desidratacdo osmotica. Cada método tem suas vantagens e desvantagens, sendo os
principais parametros para a escolha de um deles custo do processo, disponibilidade, facil
instalacéo e operacao (MAIA et al., 2009).

A método mais utilizado € por ar quente, mas em alguns lugares ainda se utiliza a
secagem ao sol, que por ser um método lento e que depende de fatores climaticos,
favorece a contaminagao por microrganismos.

Todas as metodologias de processos, se nao aplicadas corretamente, podem
proporcionar variagdes no processamento € armazenamento, € com isso 0 aparecimento
de contaminantes como fungos e micotoxinas. lamanaka et al. (2004) analisaram 119
frutas secas (uvas passas, ameixas, figos, damasco e tdmaras) provinda de diversas

partes do mundo e constataram a presenga de fungos potencialmente toxigénicos como
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A. niger, A. carbonarius, A. ochraceus e A. flavus, sendo o damasco ausente de fungos e
micotoxinas e uvas passas escuras e figos, as frutas secas com maior contaminacao de
ocratoxina A. A. carbonarius, um fungo extremamente produtor de ocratoxina A, foi
isolado de uvas passas provindas da Argentina e Espanha, assim como A. niger e A.
tubingensis (ABARCA et al.,, 2003; MAGNOLI et al., 2004.; ROMERO et al., 2005;
MEDINA et al., 2005; VALERO et al., 2005)

A presenca de aflatoxinas em figos e uvas passas claras, foi constatada por
lamanaka et al. (2007), assim como figos da Turquia, secos ao sol, apresentaram a
presenca de aflatoxina e ocratoxina em estudo realizado por Trucksess e Scott (2008).

Damasco, ameixas e tamaras também apresentaram Aspergillus sp e
contaminagao por aflatoxina e ocratoxina A (ZOHRI; ABDEL-GAWAD 1993; DRUSCH,;
RAGAB, 2003; IAMANAKA et al., 2005; TRUCKSESS; SCOTT, 2008).

2.3.3. Cacau

O cacaueiro € uma arvore originaria das Américas, sendo encontrada na forma
nativa, as margens dos rios Amazonas e Orinoco. O género foi denominado de
Theobroma, devido a lenda Asteca que citava o cacau como uma delicia dos deuses:
Theo (Deus), Broma (alimento) (LEVANON; ROSSETINI, 2001). Embora sejam
conhecidas 22 espécies deste género, a Theobroma cacao L, € a mais economicamente
explorada para produzir sementes que, apos secas e beneficiadas, irdo compor a base de
chocolates e derivados (SODRE, 2007).

Os oito paises mais importantes na produ¢cdo mundial de cacau no ano de 2010
foram Costa do Marfim, Indonésia, Gana, Nigéria, Camardes, Brasil, Equador e Togo, que
juntos correspondem a 90% de toda a area colhida de cacau. Os paises africanos juntos
somam 65%, sendo que Costa do Marfim tem 24% e Gana 18%. O Brasil ocupa a sexta
posigcdo com uma representatividade de 7,3% (654 mil hectares) (FAO, 2012).

Durante o processamento das sementes de cacau acontecem diversas variagdes
de condig¢des climaticas, temperatura e umidade. Dois pontos criticos que favorecem o
aparecimento de fungos séo as etapas de secagem e estocagem do cacau (COPETTI et
al., 2010). Se o fungo é capaz de se desenvolver ha também a possibilidade de producéo
de micotoxinas.

A presenca de Aspergillus sp no cacau tem sido documentada em recentes
estudos (AMEZQUETA et al., 2008; MOUNJOUENPOU et al., 2008; SANCHEZ-HERVAS

et al., 2008). Mounjouenpou et al. (2008) isolaram, durante seu estudo, cepas de A. niger
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e A. carbonarius que foram capazes de sintetizar a micotoxina, além de A. flavus, A.
fumigatus, A. niger, A. tamarii e A. versicolor. Sanchez-Hervas et al. (2008) analisaram
améndoas fermentadas e secas, nas quais o género Aspergillus correspondia a 88% dos
fungos isolados (Flavi 51%, Nigri 32,8%). Copetti (2009) isolou da cadeia produtiva do
cacau 1132 espécies potencialmente toxigénicas do género Aspergillus, sendo as
principais espécies: A. flavus, A. parasiticus, A. niger, A. carbonarius e grupo dos A.
ochraceus. Poucos estudos foram realizados sobre a incidéncia de ocratoxina A e
aflatoxina em graos de cacau. Os relatos descritos encontraram baixas concentragoes
(BONVEHI, 2004; AMEZQUETA et al., 2004, COPETTI, 2009), concluindo que fungos
toxigénicos estao presentes por falta de boas praticas, mas por causa de outros fatores

que ainda nao estdo bem elucidados, a micotoxina ndo é produzida intensamente.

2.3.4. Castanha do Brasil

A castanha do Brasil provém da espécie Bertholletia excelsa que foi originalmente
descrita, em 1807, por Humboldt e Bonpland, e posteriormente reclassificada na familia
das Lecythidaceae, em 1825, por Poiteau (MORI; PRANCE, 1990). Sao arvores que
preferem regides onde predominam os tipos climaticos tropicais chuvosos, com a
ocorréncia de periodos de estiagem definidos (TONINI et al., 2008), sendo por isso
encontradas em paises como Venezuela, Colédmbia, Peru, Bolivia, Suriname, Guianas e
no Brasil (LORENZI, 2002). Os principais estados produtores no Brasil sdo o Acre,
seguido por Amazonas, Para e Ronddnia. Mundialmente, a Bolivia lidera, com 65% da
producao, seguida pelo Brasil, com 25%, e o Peru com 10% (CALDERARI, 2011).

A castanha do Brasil possui em sua composic¢ao lipideos como acidos graxos poli-
insaturados (oléico e linoleico) e acidos saturados (palmitico, estearico e araquiddnico)
(GONCALVES et al., 2002), aminoacidos essenciais (isoleucina, leucina, lisina, metionina,
cistéina, triptofano, valina e treonina) (SOUZA; MENEZES, 2004), sais minerais (calcio,
fésforo, magnésio, potassio, selénio e cobre) e vitaminas (A, B1, B2 e C) (MOODLEY et
al., 2007).

Com o aumento do interesse sobre o produto, devido a sua composigcado
nutricional, as exportacbes cresceram, e neste processo de verificagdo da qualidade do
alimento pelos paises importadores houve devolugbes de Ilotes por causa de
contaminagdo por aflatoxina, fazendo com que o Ministério da Agricultura (MAPA)
elaborasse um programa de monitoramento da cadeia produtiva, visando prevenir e
controlar a contaminacao (CALDASA et al., 2002).
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Os primeiros relatos de contaminagao fungica em castanha do Brasil ocorreram na
década de 60, nas quais foram isoladas espécies do género Aspergillus que causaram
podriddo em castanhas (PACHECO; SCUSSEL, 2007).

A ocorréncia das aflatoxinas produzidas por Aspergillus em castanha do Brasil
foram confirmadas por alguns estudos (CASTRILLON; PURCHIO, 1988; STEINER et al.,
1992; FREIRE et al., 2000; CALDAS et al., 2002; ARRUSA et al., 2005). Souza (2003)
encontrou espécies de Aspergillus em varias unidades de beneficiamento. Freire et al.
(2000) analisaram amostras de Belém e isolaram 27,5% de A. flavus e 12% de A. niger.
Olsen et al. (2008) coletaram amostras de castanha do Brasil comercializadas em
Napoles, na ltalia, e detectaram cepas do Aspergillus nomius como principal fonte
produtora de aflatoxina B e G. Bayman et al. (2002) encontraram A. niger (42%), A. flavus
(21%), A. nidulans (9%) e A. tamarii (7%). Calderari et al. (2012) realizou um estudo
relacionado a cadeia produtiva, beneficiamento e comercializagao das castanhas do Brasil
e isolou 450 espécies de A. nomius, 9 de A. parasiticus (ambos apresentaram 100% de
capacidade de produgcéo de aflatoxinas B1, B2, G1) e 703 de A. flavus (63 %

apresentaram a capacidade de produzir aflatoxinas B1 e B2).

24. Métodos de Identificagao do Género Aspergillus

Nos ultimos anos a taxonomia deste género e de seus teleomorfos tem sido
discutida (FRISVAD et al., 2004; SAMSON et al., 2004; HONG et al., 2005; GEISER et al.,
2007; SAMSON; VARGA, 2007). Pelo fato de possuir uma vasta diversidade biolégica, do
aumento nas caracteristicas e de fatores utilizados como “chaves” para a identificacao,
chegar ao nivel de espécies estd cada vez mais dificil (SAMSON; VARGA, 2009;
FRISVAD et al., 2007; GEISER et al., 2007).

De acordo com Samson e Varga (2009) e Frisvad et al. (2007), existem trés
maneiras independentes de classificar e identificar Aspergillus: morfologia combinada com
a fisiologia e as caracteristicas nutricionais, metabdlitos secundarios e sequenciamento de
DNA. Estas trés formas de identificar muitas vezes apontam para as mesmas espécies,
mas em alguns casos podem ocorrer divergéncias entre os resultados, apontando o néo
funcionamento perfeito de todos os métodos de identificacdo. Nestes casos de
divergéncias é necessario associar pelo menos duas, dentre as maneiras independentes
de caracterizar o género Aspergillus, abordando a taxonomia polifasica (FRISVAD et al.,
2007; SAMSON et al., 2007).
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A taxonomia polifasica ndo é uma ideia recente, ela esta sendo abordada desde a
década de 70 por Colwell (1970), e consiste em um conceito que visa a integracdo de
diferentes tipos de dados e informagdes (fenotipicas, genotipicas e filogenéticas) sobre os
microrganismos, utilizando para fechar a identificacgdo um consenso taxonémico
(SAMSON et al., 2007).

As espécies de Aspergillus foram classificadas principalmente com base em
caracteristicas morfolégica (FRISVAD et al., 2007). Somente nos ultimos anos foram
adicionados dados moleculares e de metabdlitos (HONG et al., 2005).

As analises moleculares e de metabdlitos secundarios atualmente séo
correlacionados diretamente, devido aos recentes estudos de genomas completos que
concluiram que as principais diferencas genéticas entre as espécies sao frequentemente
relacionadas com o numero e a similaridade de sintese de policetideos e genes nao
ribossomais na sintese de peptideos (GALAGAN et al., 2005; PEL et al., 2007).

Todas as trés formas de se identificar fungos apresentam problemas, por ser
tratarem de seres vivos. A morfologia e a fisiologia sdo os grandes alvos de alteracbes
desencadeados por fatores externos, fazendo com que espécies iguais em condigdes
diferentes (estresse, nutrientes, temperatura, etc) sejam capazes de produzir determinado
metabdlito ou ndo, ou determinada estrutura morfolégica ou n&o. A identificagdo molecular
apresenta variacbes também, por causa da quantidade de dados existente e por ainda
nao existir critérios rigorosos e bem definidos sobre qual local tracar a linha das espécies
filogenéticas e a diferenciacado das populagdes (GEISER et al., 2007, PERRONE et al.,
2007).

Foi sugerido por Frisvad et al. (2007), vide Tabela 4, os possiveis métodos
utilizados para identificagdo de fungos filamentos, além da estrutura do laboratério, os
equipamentos necessarios e o poder do diagndstico. Geralmente alguns laboratérios,
devido a sua estrutura, conseguem fazer somente algumas combinagdes e trabalhar com
alguns dados para classificagdo e identificacdo, mostrando a dificuldade que alguns
pesquisadores encontram para utilizar a ferramenta da identificacdo polifasica. A fim de
tornar as identificagdes mais rapidas, novos métodos precisam ser discutidos (SAMSON
et al., 2006).
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Tabela 4. Possiveis métodos utilizados para identificagao de fungos filamentos (FRISVAD et al.,

2007a).

Teste Necessita de Equipamento comum Poder de Frequéncia
equipamento - laboratorio de diagnostico de utilizagao
especializado? micologia?

Micromorfologia Microscépio Sim Bom Muito

Macromorfologia Estereoscapio Sim Bom Muito

Fisiologia Estufas Sim Razoavel As vezes

Testes Nutricionais Nao Sim Razoavel Raramente

Metabdlitos GC! Raramente Razoavel Raramente

secundarios Volateis

Metabdlitos TLC? Ocasionalmente Bom Raramente

secundarios Nao - HpLc:- DAD’ Raramente Excelente Raramente

Volateis HPLC® — MS® Raramente Excelente Raramente

Enzimas GE®, CE’ Raramente Razoavel Raramente

extracelulares

Sequenciamento PCR?® Ocasionalmente Bom As vezes

DNA Sequenciador

Legenda: 1.GC — Cromatografia gasosa; 2.TLC - Cromatografia camada delgada; 3.HPLC — Cromatografia liquida de alta
eficiéncia; 4.DAD — Detector arranjo de diodo; 5.MS — Espectrofotdmetro de massas; 6.GE — Gel de eletroforese;
7.CE — Capilar de eletroforese; 8.PCR — Reagédo em cadeia da polimerase.

2.41. Métodos de Isolamento de Fungos

Existem alguns métodos eficientes para detecgao, quantificagcdo e isolamento de
fungos em alimentos, dentre estes podemos citar o plagueamento direto, no qual o
resultado é expresso em porcentagem de infecgdo. A amostra deve passar por um
processo de desinfecgdo com hipoclorito de sédio 0,4% por 2 minutos para remover a
contaminagado superficial, sendo este método adequado para alimento soélido e/ou
particularizado. Outro método muito utilizado que também atende ao propédsito de obter
coldnias para quantifica o e isolamento é a andlise de diluicdo, utilizada para alimentos
em poé ou liquido, na qual o resultado & expresso em UFC/mL ou UFC/g (unidade
formadoras de colbnia por mililitro ou gramas) (PITT; HOCKING, 2009; SAMSON et al.,
2002).

A ICFM (Comissao Internacional de Micologia de Alimentos) recomenda, para esta
etapa de quantificagdo, dois tipos de meio de cultura, o Agar Dicloran Glicerol 18%
(DG18) para alimentos com atividade de agua abaixo de 0,95, e o Agar Dicloran Rosa de
Bengala e Cloranfenicol (DRBC), para alimentos com atividade de agua acima de 0,95
(KING et al., 1986; SAMSON et al., 1992).

A etapa de isolamento e manutencgao do fungo e o meio de cultura a ser utilizado
dependem de fatores como: género e espécie de interesse, recuperagdo de

microrganismos injuriados e inibicdo de géneros indesejaveis para o estudo. No caso do
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género Aspergillus, meios como CYA (Agar Czapek Extrato de Levedura) e MEA (Agar
Extrato de Malte) s&o os mais recomendados (KLICH, 2002; PITT; HOCKING, 2009).

2.4.2. Morfologia

O conceito de morfologia (ou fenotipica) baseia-se na similaridade de caracteres
morfologicos e fisiolégicos (SAMSON; VARGA, 2009). Anton Bary (1866) elaborou o
primeiro livro texto apresentando a evolugao e a classificagdo dos fungos baseada em
semelhancas morfolégicas (SAMSON et al, 2010). Em 1926 Thom e Church e

posteriormente Raper e Fennell (1965) caracterizaram fungos do género Aspergillus

(SAMSON; VARGA, 2009).

O género Aspergillus estd em constante revisdo taxondbmica e a primeira

ferramenta para detectar estas diferengas entre espécies sdo critérios morfolégicos
(SAMSON et al., 2006, FRISVAD et al., 2007, GEISER et al., 2007).

As principais caracteristicas a serem observadas para a realizacdo de uma

identificagcdo baseada em critérios morfolégicos estao listadas na Tabela 5.

Tabela 5. Caracteristicas para identificagdo fenotipica do género Aspergillus. Adaptada das
seguintes referéncias: Klich (2002); Rodrigues et al. (2007); Pitt; Hocking (2009); Samson; Varga
(2009); Samson et al. (2010).

Macroscopica Cor Conidio | Quase todas as espécies de Aspergillus apresentam cores -
caracteristica importante para a classificagdo subgenérica
Diametro O didmetro da col6nia é medido apdés um periodo de incubacao.
a Esta caracteristica depende de fatores como: tempo,
da Colbnia . . .
temperatura e tipos de nutrientes (meio de cultura).
Cor do Micélios sao os fios de células vegetativas que dao origem aos
Micélio conidiéforos, geralmente brancos, mas algumas espécies
produzem esta estrutura coloridas.
Substancias liquidas em forma de goticulas sobre a superficie
Exsudatos L
do micélio.
Reverso da | A cor observada olhando para o fundo do agar. Esta
Colbnia caracteristica depende do meio de cultura.
Pigmentos | O pigmento, que se difunde no agar e/ou na margem da
Soluveis colénia.
Esclerécio Massa firme de hifas, geralmente esférica, semiesférica ou
elipsoidal, ndo contém esporos.
. L S&o0 os ascocarpos (corpo de frutificagdo), que contém ascos e
Cleistotécio . PES) (EITE ¢a0), q
ascosporos.
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Microscopica Refere-se a série de camadas de células entre a parede da
Seriacao vesicula e os conidios, as espécies podem ser unisseriadas -
fidlides apenas - e bisseriadas - fidlides e métulas.

Vesicula Apice inchada da estirpe até conidiéforo.
- S&o os esporos - forma, tamanho e textura de superficie séo
Conidios g )
caracteristicas determinantes.
Estipe Cor, comprimento e textura da superficial.
Células Paredes espessas, associadas ao cleistotécio em algumas
Hulle especies.
Parede do - . n
. . Caracteristicas que determinam géneros teleomorfos.
Cleistotécio

Cor, tamanho, ornamentacgao flanges ou ranhuras que
Ascoésporos | circundam a ascosporos e textura da superficie convexa da
parede.

2.4.3. Identificagcao Molecular

A introdugdo de técnicas moleculares para estudos taxonémicos permitiu um
avanco nas identificacbes e na incorporagdo de novas espécies. Fungos que, por
metodologia tradicional ndo eram possiveis de se determinar a espécie (incluindo os
microrganismos nao cultivaveis), através desta ferramenta estdo sendo classificados
(SAMSON; VARGA; 2009).

O genoma do género Aspergillus apresenta mais de 10.000 genes
(SMEDSGAARD; NIELSEN, 2004) aproximadamente e muito destes caracteres sao
necessarios para se definir uma espécie (SAMSON; VARGA, 2009).

A infraestrutura da bioinformatica permite comunicagao e comparagdo com todo o
mundo e produgao de resultados que se correlacionam com barreiras reprodutivas e as
diferencas fisioldgicas, mas tambem aumentam as variaveis, devido a disponibilidade de
dados nos bancos (GEISER et al., 2007).

Amplificagdo, seguida do sequenciamento do DNA, é uma ferramenta importante
em estudos de taxonomia (RODRIGUES et al., 2007). As sequéncias de DNA devem
conter alguns parametros para serem utilizadas com éxito para a identificacdo de
espécies como: utilizagdo de genes ortdlogos (genes equivalentes em dois organismos
diferentes que descendem diretamente do mesmo gene do antecessor comum) com
baixos niveis de variagcéo intraespecifica (HEBERT et al., 2003), facilmente acessiveis
(universalmente amplificados / sequenciados por primers padronizados a partir de um

vasto conjunto de organismos), relativamente curtos (aproximadamente de 500 a 600 bp
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(bp - pares de base), sendo que alguns autores utilizam até 1200 bp) (GEISER et al.,
2007).

Através da disponibilidade de genomas multiplos de varias espécies de Asperqillus
foi possivel analisar o genoma inteiro deste género (ROKAS et al., 2007). A filogenética
(estudo das relagbes evolutivas entre os organismos) revelou uma especiagao restrita em
um numero de taxons, sugerindo que caracteristicas morfolégicas fornecem um conceito
de espécie muito amplo que nao reflete a verdadeira extensado da evolugdo (GEISER,
2004). Infelizmente, ainda nao ha uma regra Unica para uso da ferramenta molecular que
resolva todos os problemas da taxonomia (SAMSON;VARGA, 2009).

Nos ultimos anos, métodos moleculares como RFLP (Restriction fragment length
polymorphism - Analise do polimorfismo dos fragmentos de restricdo do DNA), RAPD
(Random ampilified of polymorphic DNA — Polimorfismos de DNA amplificados ao acaso),
AFLP (Amplified fragment lenght polymorphism - Analise de polimorfismo de fragmentos
amplificados), sequéncias de RNA ribossémico e proteinas de codificacdo do gene, foram
aplicados na identificagdo do género Aspergillus.

A técnica de RAPD surgiu independentemente a partir de estudos de dois grupos
nos Estados Unidos, um dos grupos nomeou a técnica de RAPD (WILLIAMS et al., 1990)
e o outro denominou de AP-PCR (Arbitrary primed-polymerase chain reaction - Reagéo
em cadeia da polimerase com oligonucleotideos) (WELSH; MCLELLAND, 1990; BOZZA,
2010).

Na técnica RAPD, a PCR (Polymerase Chain Reaction - Reagdo em cadeia da
polimerase) utiliza apenas um iniciador arbitrario por reacdo e a amplificagdo ocorre
quando esta mesma sequéncia reconhece um sitio de homologia em uma das fitas e
também o mesmo sitio, com orientagao invertida, na outra fita da molécula de DNA
(WILLIAMS et al., 1990). Uma das grandes vantagens do RAPD é que n&o se escolhe a
priori a regido a ser amplificada (FUNGARO; VIEIRA, 2001). Os polimorfismos gerados
ap6s amplificagdo com iniciadores arbitrarios sdo reconhecidos pela auséncia ou
presenca de fragmentos amplificados num genétipo em relagéo a outro (FUNGARO et al.,
2004, BOZZA, 2010).

As sequéncias recomendadas para caracterizacdo a nivel de especie dos
Aspergillus sao B-tubulina ou calmodulina devido as extensivas bases de dados
disponiveis, mas outras regides gendmicas como RNA ribossomal 18S (subunidade
grande, com espacadores interno transcritos) (GEISER et al., 2007), DNA mitocondrial,
regido do espaco intergénico e regides espacgadoras internas do DNA ribossomal (ITS -

localizadas entre os genes 18S e 28S) também estdo sendo utilizadas (BOZZA, 2010).
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Para descricbes de novas espécies é recomendado examinar a maior quantidade de
sequéncias como ITS, calmodulina, B-tubulina, actina e submeté-las as bases de dados
reconhecidas (SAMSON;VARGA, 2009; BOZZA, 2010).

2.4.4. Extragao de Metabdlitos Secundarios

O processo metabdlico dos fungos ¢é dividido em duas etapas: primario
(endometaboloma) que consiste na obtencdo de produtos de regulagdo (aminoacidos,
acido citrico, etanol entre outros) essenciais para a vida, sem interesse para a taxonomia,
e o secundario (metaboloma) que tem uma distribuicdo mais restrita (CAMPBELL, 1991;
FRISVAD et al., 2007), podendo ser usados para reconhecimento de espécies devido a
especificidade (FRISVAD, 1989; LARSEN et al., 2005; SAMSON;VARGA, 2009).

A diversidade metabdlica dos fungos vem sendo amplamente explorada nos
ultimos anos, devido ao fator benéfico para a industria biotecnoldégica como também pelo
lado da prevencéo de toxinas e seguranca alimentar. Estes compostos extraidos podem
ter atividades redutoras do colesterol, antioxidantes, antitumorais e até acéo clareadora
em manchas de pele (cosmética) (EHRLICH et al., 1982; SMEDSGAARD;NIELSEN,
2004; MIYAKE et al., 2007; OSTRY, 2008; NIELSEN et al., 2009; RODRIGUES et al.,
2011). Como por outro lado, também podem ser altamente toxicos aos organismos vivos
(animais, plantas e microrganismos) com ac¢do antibidtica, inseticida, teratogénica,
mutagénica e imunossupressora (JARVIS; MILLER, 2005).

Metabdlitos secundarios sao produzidos em componentes estruturais e
permanecem nos conidios, esclerécios ou em outros propagulos, sendo também
denominados de extroélitos por serem substancias secretadas para o meio de crescimento
(FRISVAD et al., 2007). Sao compostos quimicos elaborados através de um determinado
substrato (FRISVAD et al., 2008), ndo formando necessariamente uma categoria quimica
com estrutura molecular comum, por isso sdo usualmente classificados pela via
metabolica pelas quais sao produzidos, sendo a maioria sintetizados apés o fungo ter
completado a fase inicial de crescimento e estar iniciando a reproducao (formacgédo de
esporos) (PINHEIRO, 2004). Estes compostos, como também, caracteristicas de
crescimento, diferenciagao celular e produgao de enzimas, dependem muito do ambiente
externo onde o microrganismo esta se desenvolvendo (fenétipo) (SMEDSGAARD;
NIELSEN, 2004; FRISVAD et al., 2007). Um exemplo é a formacao de policetideos e
alcaldides que tem a funcao de proteger os fungos de serem ingeridos pelos insetos,

acaros e outros animais (ROHLFS et al., 2005), sendo portanto um composto de defesa.
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A maioria das espécies de fungos isolados de alimentos produzem entre 10 e 50
metabdlitos secundarios (SAMSON et al., 2010) e apenas uma fragdo de todas estas
moléculas tem sido utilizada para a taxonomia (FRISVAD et al., 2008).

Praticamente todas as espécies de Aspergillus produzem uma combinagdo de
diferentes compostos organicos como policetideos, terpendides, peptideos néao
ribossomais e outros compostos de origem biossintética mista (FRISVAD et al., 2007b;
SAMSON; VARGA, 2009). Alguns dos metabdlitos secundarios s&o volateis,
especialmente terpenos e alcoois, podendo ser separados e detectados por CG-MS
(Cromatografia gasosa com detector de espectrofotometria de massas), enquanto os
compostos nao volateis sdo extraidos por solventes organicos e detectados por CLAE-
DAD-MS (Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de rearranjo de diodo e
espectrofotometria de massas) (FRISVAD et al., 2007). O resultado é expresso através da
comparacgao dos extrélitos, construindo uma matriz binaria, denominando 0 (zero) para
auséncia e 1 (um) para a presenca de um composto em particular (ANDERSEN et al.,
2008).

O uso de padrdes auténticos também é um fator relevante para a eficiéncia da
analise, principalmente para determinacdo de novas espécies, como também a
necessidade de identificacdo de 4 a 8 extrolitos (SAMSON; VARGA, 2009).

Quimiodiversidade fungica € uma ferramenta eficiente para identificacdo e
classificacdo de fungos (SMEDSGAARD; NIELSEN, 2004). Nielsen e Smedsgaard
analisaram, em 2003 474 metabdlitos como aflatoxinas, tricotecenos, atranona e seus
respectivos precursores, ocratoxinas, alcaléides, pigmentos, quinonas, coumarinas,
pironas, entre outros. Entretanto, existem ainda alguns compostos, que aparecem com
frequéncia e sado importantes para diferenciar as espécies, que infelizmente nao foram
elucidados como SMIF", "PON", "SENGLAB" (relacionado a piranonigrina) "BAM", "FIB1"
e "FIB2", "GLABRINOL", "TRU", "YE1", "YE2", "DERH", etc (NIELSEN et al., 2009;
VARGA et al. 2011 a, b).

Através da Tabela 6 € possivel visualizar alguns dos metabdlitos e espécies de

Aspergillus que os produzem.

Tabela 6. Resumo dos principais metabdlitos secundarios extraidos de espécies de Aspergillus
(SAMSON et al. 2010).

Metabolito Espécies Produtoras
Acido 3-nitropropionico  A. flavus, A. oryzae

Aflatoxina A. arachidicola, A. flavus, A. minisclerotigenes, A. nomius, A.
parasiticus
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Metabolito
Asperazina
Aspirona
Aspergamida A
Aspergamida B
Acido secalbnico
Citreoviridina A
Acido ciclopiazdnico
Citochalasina E
Ditriptofenalina
Fumigaclavina Ae B
Funalenona
Fumitoxinas
Fumitremorgina A e B
Fumonisinas
Gliotoxina

Acido kéjico

Kotanina
Melleina
Neoxalina

Nafto-y-pironas
(grupo)

4 - Hidroxi - melleina
Ocratoxina A

Orlandina
Patulina
Piranonigrina A
Acido penicilico
Esterigmatocistina
Acido tenuazbnico
Tensidol A
Tensidol B
Triptoquivalinas
Verruculogena
Viomeleina
Vioxantina
Xantomegnina

Espécies Produtoras

>>>>>>>>>>>>D>D>

. tubingensis

. westerdijkiae

. melleus, A. westerdijkiae, A.ochraceus
. melleus, A. westerdijkiae

. terreus,

. flavus, A. oryzae

. Clavatus

flavus

. fumigatus,

. higer, A. tubingensis, A brasiliensis
. fumigatus

. fumigatus

. niger, A. fumigatus

A.
A. arachidicola, A. flavus, A. minisclerotigens, A. oryzae, A.

fumigatus

parasiticus, A. sojae

A.niger

A.

melleus, A. ochraceus

. aculeatinus, A. aculeatus, A. japonicus, A. uvarum

A. aculeatinus, A. aculeatus, A. japonicus, A. uvarum

Nigri, principalmente A. Niger

A. ochraceus

A.

carbonarius, A. niger, A.

westerdijkiae,

A.
A.

Niger
clavatus,

Nigri

>>>>>>>>D>D>

. ochraceus, A. steynii, A. westerdijkiae,
. versicolor

. .homius,

. higer, A. tubingensis

. niger, A. tubingensis

. Clavatus, A. fumigatus

. fumigatus,
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ochraceus,

A. steynii,

. ochraceus, A. steynii, A. westerdijkiae, A. melleus
. ochraceus, A. steynii, A. westerdijkiae, A. melleus
. ochraceus, A. steynii, A. westerdijkiae, A. melleus

A.



2.5. Catalogacao de Dados

O material biolégico representa um novo insumo, tanto no ambiente de pesquisa e
desenvolvimento, quanto nos processos produtivos, cujo tratamento requer a estruturagao
de um sistema que permita assegurar, para todos os efeitos, da pesquisa a produgéao e
comercializagdo, que um dado material, microrganismos, possuam determinadas
caracteristicas nele identificadas ou a ele atribuidas pelos centros de pesquisa e
desenvolvimento onde foram isolados, cultivados ou constituidos (BRASIL, 2002).

Microrganismos sao fontes de produtos naturais, sendo utilizados em processos
biotecnoldgicos. O estudo sistematico depende do acesso, do tipo de material, bem como
da referéncia e da diversidade genética de uma espécie. Os microrganismos mantidos
atualmente em colegdes representam apenas uma fragao dos recursos do mundo, €, por
exemplo, para fungos, foi calculado que colegdes possuem aproximadamente apenas 1%
de mais de 1.000.000 espécies que se estima que existam (HAWKSWORT, 1991).

O Isolamento, a identificacdo, a selecdo, a caracterizacdo e a conservagao de
microrganismos sao praticas imprescindiveis para a viabilidade das cepas (UMINO, 2000;
YANO, 1993).

Os institutos de pesquisa que querem manter um acervo devem estabelecer
protocolos de registro de dados sobre as linhagens, de modo a permitir a busca de
informacdes sobre histérico, controle de qualidade, identificagao, preservacao, distribuicao
e outras caracteristicas (WFCC, 1999).

Dados essenciais de uma linhagem sao:

. Numero de registro

. Numeros de registro da linhagem em outras colegbes

. Nome do microrganismo

. Data de depésito

. Dados do depositante

. Fonte de isolamento

. Meio de crescimento, temperatura, pH, requerimento nutricional
. Método de preservacao

No entanto, descricbes de espécies dificeis de caracterizar ou novas devem incluir
0 maior levantamento de dados possivel, compreendendo morfologia, fisiologia e
caracteres moleculares que podem ser usados nado apenas como ferramenta de
identificagdo, mas também como conhecimento a mais sobre a genética evolutiva e/ou em

aspectos gerais no campo da Biologia. Mas tanto o levantamento como a concentragao
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destas informacbes requer financiamento e curadoria (SAMSON; VARGA, 2009). O
curador € indispensavel, pois cabe a este verificar a qualidade dos dados (GEISER et al.,
2007).

Pitt e Samson (2007) sugerem, para inser¢ao de novas espécies de Asperqgillus,
que estes microrganismos devem ser depositados em duas cole¢cdes de culturas
reconhecidas, assim como a sequéncia genbmica estar em banco de dados
especializados, devendo haver um limite de tempo (por exemplo, seis meses) entre a
publicacdo e o depédsito em colegdes e, como agdo de boas praticas, o novo taxon ser
analisado junto com um microrganismo padrao (espécies relacionadas e com numero de
referéncia) (SAMSON; VARGA, 2009).

2.6. Métodos de Preservacao para Fungos Filamentosos

Culturas microbianas armazenadas por longos periodos e utilizadas repetidas
vezes para pesquisa e/ou produgdo, apesar de puras, sdo passiveis de mutagao, perda
de viabilidade ou contaminacdo, principalmente se forem mantidas por repiques
consecutivos. E possivel que as atividades fisioldgicas registradas inicialmente se alterem
em virtude da frequéncia de transferéncias e com o aumento do crescimento celular
(UMINO, 2000; KIRSOP, 1991; MURO; LUCHI,1989).

Técnicas para manter e preservar microrganismos, devido ao fato de algumas
culturas ndo se adaptarem a diversos métodos, tornaram-se um assunto importante a
desenvolver, para assegurar a disponibilidade de microrganismos para uso pratico dentro
da pesquisa e para estudos de taxonomia (HASEGAWA, 1996).

Diversos protocolos e métodos de estocagem e preservacdo, que nao causa
alteragdes nos microrganismos, estao disponiveis (UMINO, 2000; KIRSOP, 1991; MURO;
LUCHI, 1989). As principais técnicas recomendadas para fungos filamentosos sao:
estocagem em solo, estocagem por blocos de agar em agua (Método Castellani),
liofilizagdo, congelamento em Nitrogénio e silica gel (SMITH, 1991; SMITH; ONIONS,
1983), sendo que para fungos com conidios (caso dos Aspergillus), o método de silica
gel, por serem microrganismos resistentes, é viavel (MURO; LUCHI, 1989).

Segundo Kirsop (1991), alguns itens devem ser analisados e considerados antes
da preservagao.

Além desses parametros, ndo menos importante € a disponibilidade de mao de

obra e equipamentos existentes (competéncia técnica e suporte financeiro).
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2.6.1. Manutencgao da Viabilidade do Microrganismo

Durante o processo de preservagdo € comum haver alguma perda de células
(morte). Além disso, durante o armazenamento da cultura preservada, também podem
ocorrer perdas celulares, resultando em um nivel inaceitavel de viabilidade da cultura.
Neste caso é necessario reavaliar o método de preservagao. Deve-se optar por uma
técnica que minimize a perda de viabilidade celular durante a preservacdo e o

armazenamento de modo que a cultura possa sobreviver por longo periodo de tempo.

2.6.1.1. Mudanca da Populagédo por Selegao

Se a preservagdao do microrganismo for iniciada com uma alta concentragao
celular, a perda de células usual durante o processo de preservacido pode parecer
insignificante. Entretanto, a redugdo no numero de células viaveis pode resultar em
selecdo de populagao de células resistentes, possivelmente alterando as caracteristicas
iniciais da cultura preservada. O método de preservagao escolhido devera manter o maior
numero de células viaveis possivel para que a populacdo resultante mantenha as

caracteristicas originais.
2.6.1.2. Mutagao Genética
Muitos microrganismos sao preservados devido a caracteristicas de interesse
cientifico ou industrial. E importante que esses microrganismos preservados ndo percam
tais caracteristicas ou adquiram outras. O método de preservagdo para esses
microrganismos deve ser aquele que possibilite menores chances de mutagdo ou perda
de plasmidios.

2.6.1.3. Pureza

As culturas preservadas precisam permanecer puras € 0 método de preservagao

deve evitar chances de contaminagao do microrganismo.
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2.6.1.4. Custo

O custo para manutencdo de linhagens abrange gastos com equipe,
equipamentos, material de consumo, espago e gasto de energia com armazenamento das
culturas.

2.6.1.5. NuUmero de Culturas a serem Preservadas

Um fator importante a ser considerado em relagcdo ao numero de culturas é a
escolha do método para sua preservacdo e o tempo operacional exigido no inicio e,
posteriormente, a manipulagdo. Um método adequado para uma colegdo de
microrganismos pequena podera se tornar inviavel quando o numero de linhagens for
maior. A escolha de um método para um elevado numero de culturas esta relacionada ao

espaco disponivel para seu armazenamento.

2.6.1.6. Valor das Culturas

Quando se escolhe um método de preservagao, deve-se levar em conta o valor da
cultura, ou melhor, as consequéncias de sua eventual perda. Culturas com potencial
biotecnolégico devem ser preservadas por técnicas que minimizem os riscos de perda.
Além disso, para maior segurancga, a cultura deverd ser preservada por outro método
alternativo. Quando se trata de culturas de menor interesse, o pardmetro custo influi mais

na escolha de um método que o fator seguranca.

2.6.1.7. Fornecimento e Distribui¢cao das Culturas

E necessario que réplicas sejam preparadas em quantidades adequadas e que
sejam armazenadas para distribuicdo, sempre que solicitadas. Deve-se levar em conta o

numero de linhagens a serem distribuidas e o meio de transporte a ser utilizado.

2.6.1.8. Frequéncia de Utilizacao das Culturas

Algumas culturas, como linhagens de testes industriais ou para controle de
qualidade, sdo frequentemente utilizadas em laboratério. Deve-se considerar, nesses
casos, a facilidade de reativacdo dos microrganismos e o risco de contaminagdo das

culturas estoque.
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2.6.2. Preservagao Utilizando Secagem

2.6.2.1. Silica Gel

Considerado como um método de secagem, foi utilizado pelo Centro de estoque e
genética de fungos da CMI (“Commonwealth Mycological Institute” — Instituto Comunidade
Micologica da Inglaterra), para o armazenamento de isolados geneticamente importantes
de Neurospora, e no Reino Unido pelo Departamento de Genética - Universidade de
Leicester. A cultura fica estavel em média por 11 anos, e o método apresenta como
vantagens: a simplicidade de execugdo, o baixo custo, a n&o necessidade de
equipamentos especiais, 0 metodo n&o proporciona condigdes para desenvolvimento de
acaros, além de um mesmo tubo garantir varias ativagbes do microrganismo. Como silica
gel libera calor quando umedecido com agua, a viabilidade do fungo depende de uma
temperatura fria o suficiente para nao danificar os esporos durante a preparagdao (MURO;
LUCHI, 1989; SMITH; ONIONS, 1983).

2.6.2.2. Solo Estéril

E um método que foi muito utilizado para preservacdo em colecdes de Fusarium,
mas também os Aspergillus se adaptam, por causa dos conidios. Ndo € um processo de
aplicagao geral e apresenta como vantagens: estabilidade dos microrganismos, tempo
médio de sobrevivéncia de 5 a 10 anos, baixo custo e varias ativagdes através do mesmo
frasco. Os principais cuidados séo a esterilizacdo e a umidade do solo, uso frequente do
frasco para reativagéo (cuidados de contaminagao) e, quando se usa suspensao liquida
pra inoculagao, ndo se deve utilizar altos volumes para nao interferir na umidade do solo
(ndo ocorre a secagem). Para garantir a eficiéncia do método, as culturas devem ser
estocadas em refrigerador (MURO; LUCHI, 1989; SMITH; ONIONS, 1983).

2.6.2.3. Liofilizagao

Liofilizacao € um processo de secagem a vacuo que usa o principio da sublimagao
(NAKAMURA, 1996). Este processo consiste em: congelamento do produto; o gelo
formado é removido do material pela conversao direta do seu estado sélido para vapor

num processo denominado sublimagao; a agua que ainda permaneceu ligada fortemente
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aos solutos, denominada agua adsorvida, é convertida em vapor e removida do produto,
num processo chamado dessor¢ao (SNELL, 1991; MURO; LUCHI, 1989).

As principais vantagens do método séo a possibilidadede de produg¢ao de grande
quantidade de ampolas, apresenta praticidade para transporte e estogem e a estabilidade
da cultura, por mais de 20 anos. A principal limitacdo é a necessidade do equipamento
especifico e de alto custo (NAKAMURA, 1996).

2.6.3. Preservacao Utilizando Congelamento

Criopreservagao é o armazenamento de células em temperaturas muito baixas. A
utilizacdo de técnicas inadequadas de congelamento pode causar. danos celulares,
devido a formacao de cristais de gelo; aumento da solubilidade de gases; desidratagao;
aumento da concentragdo de ions e eletrdlitos, aumento da concentracdo de sais,
carboidratos, lipidios e proteinas; redu¢cdo de pH; mudangas na condutividade elétrica;
aumento e/ou diminuicdo de atividades enzimaticas; acumulacdo de metabdlitos
intermediarios; espago intermolecular reduzido; rompimento de pontes de hidrogénio
fracas; desarranjo de emulsdes; dobra e distorcdo de moléculas grandes; danos na
integridade da membrana celular; invasdo celular por substancias toxicas e sais de
mutagénicos e solidificacao (NAKAMURA,1996).

O armazenamento de microrganismos em temperaturas ultrabaixas tem sido
aplicado com sucesso para a manutengao da viabilidade, pureza e estabilidade, mas
possui a desvantagem de utilizar equipamentos caros e, no caso do uso de nitrogénio, o
método fica ainda mais oneroso (SNELL, 1991).

As metodologias sao classificadas de acordo com as varias temperaturas de
estocagem utilizadas, sendo as principais -20°C, -30°C, -40°C, -70°C, -140°C e -196°C. Estas
podem ser descritas a partir de trés faixas de temperatura:

A - Temperaturas acima de -30°C ndo originam bons resultados devido a
formacgao de misturas ecléticas que expdem as células a concentragoes altas de sal.

B - O armazenamento a -70°C tem sido empregado para uma grande variedade de
microrganismos, sendo um processo eficiente.

C - A estocagem em temperaturas ultrabaixas como -140°C (fase de vapor do
nitrogénio) e -196°C (fase liquida do nitrogénio) vem crescendo nos ultimos anos, devido
ao sucesso nos resultados com microrganismos e culturas de células que ndo se
adequam a preservacgao por outras metodologias (SNELL,1991; MURO; LUCHI,1989).
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2.6.4. Preservacgao Utilizando Repiques

2.6.41. Método de Castellani

O método consiste em repicar o fungo em um meio de cultura sélido e, apés o
crescimento, blocos de agar sao retirados e imersos em agua estéril. Deve-se tomar
cuidado de nao sobrecarregar a agua, pois isso ndo reduz a disponibilidade de nutrientes
e consequentemente nao diminui o metabolismo celular. Pelo mesmo motivo, a camada
de agar deve ser fina. Algumas culturas de fungos puderam ser reativadas apés 3 anos,
sendo que parte delas perderam a capacidade de patogenicidade. Apresenta como risco
a contaminagao (como qualquer método de repique), mas € um procedimento que requer
pouco material e por isso o custo é baixo (MURO; LUCHI, 1989; SMITH; ONIONS, 1983).

3. OBJETIVOS

3.1.  Objetivo Principal

O objetivo deste trabalho foi catalogar espécies de Aspergillus isoladas de café,
cacau, castanha do Brasil e frutas secas (matérias-primas de projetos desenvolvidos no
Laboratério de Microbiologia do ITAL), quanto a sua ocorréncia, caracteres morfologicos,

fisioldgicos, bioquimicos e moleculares, bem como sua distribuicdo geografica.

3.2. Objetivos Secundarios

Enriquecer a area de pesquisa em alimentos, iniciando a estruturacdo e a
montagem de um acervo de Aspergillus spp potencialmente toxigénicas e assim aumentar
o conhecimento sobre a biodiversidade neste setor.

Visualizar nos isolados, através dos dados de analises que englobam a taxonomia
polifasica, os possiveis grupos de Aspergillus com caracteristicas e comportamentos

unicos e/ou espécies novas.
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4. MATERIAIS E METODOS

41. Amostras

Cinco mil e sessenta e nove culturas preservadas de Aspergillus, potencialmente
toxigénicos, isoladas de 1068 amostras analisadas no Laboratorio de Microbiologia do
ITAL (433 amostras de Café provindas de Sao Paulo, Parana, Rondbnia e Minas Gerais,
226 de Cacau da Bahia, 290 de Castanha do Brasil dos estados do Para e Amazonas e
119 de Frutas Secas - Uva passas, Tamaras, Figos e Ameixas - originarios de Argentina,
Brasil, México, Tunisia, Chile, Espanha, EUA, Ira e Turquia) foram catalogadas.

Caracteristicas morfologicas diferenciadas foram usadas como critério de selegéo
para que os isolados fossem preservados e encaminhados para analises de metabdlitos e

molecular.

4.2. Isolamento dos Fungos Toxigénicos

Os fungos presentes nas amostras coletadas foram isolados através do método
proposto por Pitt e Hocking (2009), no qual 50 pedacgos do alimento foram submetidos a
desinfec¢do com hipoclorito de sédio 0,4% por 2 minutos e, logo apos esta etapa foram
distribuidos de 5 a 10 unidades (em funcdo do tamanho do alimento) por placa, contendo
o meio de cultura Agar Dicloran 18% Glicerol (DG18). As placas foram incubadas em
estufa com temperatura de 25 °C por um periodo de 5 a 7 dias. O DG18 é o meio de

cultura recomendado para amostras com atividade de agua menor que 0,95.

4.3. Identificagao Morfolégica

Para identificacdo dos fungos isolados, as cepas suspeitas de serem Aspergillus,
através de caracteristicas de colénia, como cor e esporulagao e produgao de toxina foram
purificadas em Agar Czapek Extrato de Levedura (CYA) e incubadas por 7 dias a 25 °C.
Estes isolados foram repicados novamente em CYA em 3 pontos equidistantes e
incubados em trés temperaturas diferentes, ou seja, 25 °C, 37 °C e 42 °C, por 7 dias.
Algumas culturas também foram submetidas ao cultivo em Agar Extrato de Malte (MEA) a
25 °C por 7 dias. No caso da section Flavi, o0 meio de cultura seletivo Agar Aspergillus
Flavus Parasiticus (AFPA) foi utilizado para confirmar as caracteristicas dos fungos deste

grupo atraves da coloragdo laranja do reverso da colénia. Este meio foi incubado a 25 °C
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por 7 dias. Apds o crescimento, foi realizada a medicdo dos didmetros das colbnias e as
estruturas macroscopica e microscopica foram visualizadas e comparadas com chaves de
classificacdo baseadas em Klich e Pitt (1988) e Pitt e Hocking (2009).

O preparo da lamina para visualizacdo microscépica foi feitade acordo com
Samson et al. (2010), em que a cultura crescida em CYA ou MEA, incubada a 25 °C por 7
dias, foi raspada da superficie do agar com auxilio de uma agulha e um pedaco de fungo
transferido gentilmente para uma lamina. Foi adicionada uma gota de alcool,
recomendado para lavar e dispersar a massa de conidios hidrofébicos, e posteriormente

uma gota de acido lactico, finalizando a lamina com a adigdo de uma laminula.

4.4. Detecgcdo da Producao de Aflatoxinas (B1, B2, G1, G2) e Ocratoxina A
(OTA) pelos Isolados.

A capacidade toxigénica dos isolados foi determinada pelo método Agar Plug de
Filtenborg et al. (1983). Os Aspergillus identificados morfologicamente e agrupados nas
segdes Nigri, Flavi e Circumdati foram inoculados em Agar Extrato de Levedura Sacarose
(YESA) e incubados a 25 °C por 7 dias. Apdés o crescimento, pequenos pedagos do
micélio fungico foram cortados com auxilio de bisturi estéril da parte central da colénia
(plug). O plug foi aplicado na placa de Cromatografia de Camada Delgada (TLC) silicagel-
G de 500 um de espessura e a toxina extraida com a adicdo de 3 gotas de solugao
cloroférmio:metanol (1:1 v:v). Nestas placas, foram adicionados padrdes de aflatoxinas e
ocratoxina A (Sigma, St Louis, EUA) de modo a comparar com as amostras. A placa foi
encaminhada até a cuba contendo a fase moével constituida da solugao de Tolueno,
Acetato de Etila, Acido Férmico 90% e Cloroférmio, na proporgéo (7:5:2:5 viv:v:v). Apds a
finalizagdo da corrida e secagem dos solventes, o resultado foi revelado em camara UV
(Cole Parmer, lllinois, EUA) utilizando os comprimentos de onda de 365nm e 254nm. O
resultado foi expresso através da comparagao dos tempos de retencédo e coloragdo da

fluorescéncia das amostras e do padrao da toxina.

4.5. Extracgao e ldentificagcao de Metabdlitos

A metodologia realizada pelo Dr. Jens C. Frisvad, da Universidade Técnica da
Dinamarca — DTU, baseada em Smedsgaard (1997). O fungo isolado foi transferido em
meio de cultura YESA (Agar Extrato de Levedura Sacarose) e CYA (Agar Czapek Extrato

de Levedura) e incubado por 14 dias a 25 °C. Apdés o crescimento, 6 pedacos de
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aproximadamente 6 mm (3 de cada meio), do micélio fungico foram cortados com auxilio
de bisturi estéril da parte de fora do centro da col6nia (plug). Os plugs foram colocados
em frasco de 2 mL e adicionaram-se 500 uL da solu¢cdo de metanol/diclorometano/acetato
de etila (1:2:3 v:v:v) + Acido férmico 1%. A homogeneizagao foi realizada em ultrassom
por 30 minutos e os frascos foram deixados para evaporacédo do solvente por uma noite.
ApoOs evaporagao, os metabdlitos foram ressuspendidos em 400 pyL de metanol, e
submetidos novamente a sonicagao por 10 minutos. Este extrato foi filtrado em membrana
de 0,45 ym PTFE (Filtros para Seringa de Teflon) e injetado em HPLC (Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia). A coluna utilizada, foi a C18 fase reversa 125x2mm - Agilent
Hypersil BDS, com gradiente linear de 85% agua e 15% acetonitrila com 50 ppm de acido
trifluoroacético por 40 minutos e 100% de acetonitrila por 5 minutos, com de fluxo de 0,3
mL/min, retornando para o inicial por 8 minutos. A deteccao foi realizada com arranjo de
di-iodos (DAD) e fluorescéncia 200 a 600 nm. O padrao externo utilizado foi uma série de
alquilfendis incluidos em cada corrida, e o tempo de retengao (TR) foi calculado para cada
metabdlito (FRISVAD; THRANE, 1987). Os dados de TR foram comparados de acordo
com Nielsen e Smedsgaard (2003). Os espectros dos metabdlitos encontrados para cada

isolado foram comparados com o banco de dados interno do laboratério.

4.6. Identificagao Molecular

A analise de identificagdo molecular foi realizada pela Dra. Maria Helena

P.Fungaro da Universidade Estudual de Londrina — UEL.

4.6.1. Extracdao de DNA

Os isolados foram cultivados em meio solido de extrato de levedura e lactose
(YEL) durante sete dias. A partir deste repique foi realizada uma suspensao de conidios
em 2,5 mL de Tween 80, com concentragdo aproximada de 107 por mL. A suspenséo foi
inoculada em frascos contendo 50 mL de meio liquido YEL, e incubadas em agitador (180
rpm) a 28 °C durante 16 a 24 h. Apds a incubagao, micélios foram recolhidos por filtragao
a vacuo e lavados em agua estéril.

A extracdo do DNA foi realizada conforme Azevedo et al. (2000), com a
maceragdo de 400 mg de micélio em nitrogénio liquido, suspendidos em 800 uL de
tampao lise (200 mM Tris-HCI; 250 mM NaCl;25 mM EDTA; 1% SDS), em banho a 65 °C

por 20 minutos. A purificacdo do DNA foi realizada com fenol: cloroférmio (25:24 v:v) e
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cloroférmio:alcool isoamilico (24:1), precipitacdo em 3M NaCl - 95% etanol, lavagem com
solugédo de etanol 70% e ressuspensao em agua ultrapura, sendo o material genético
tratado com ribonuclease A (20 ug / mL) (FERRANCI et al., 2009).

4.6.2. Analise de RAPD

A amplificagdo do DNA foi realizada utilizando os primers arbitrarios OPX 3, OPX
7, e OPX 11 (Invitrogen) em um Termociclador PTC-100 (MJ Research, Inc.) de acordo
com Fungaro et al. (1996). A genotipagem foi realizada com base na analise de loci
polimérficos gerados por marcadores RAPD. A matriz de similaridade foi construida
através do coeficiente de Jaccard e a analise de agrupamento atraves de UPGMA
(Método de grupos pareados nao ponderados com médias aritméticas) com o mddulo
SAHN (Método de agrupamento, seqiiencial, aglomerativo, hierarquico ndo sobreposto)
em NTSYS-PC (Taxonomia Numérica e Sistema de Analise Multivariada) (ROHLF, 2000).
Uma Analise da Variancia Molecular (ANOVA) foi realizada utilizando o software Arlequin
3.0 (EXCOFFIER et al., 2005) para examinar os niveis de divergéncia entre os grupos

representados por marcadores RAPD.

4.6.3. Amplificagcado Parcial dos Genes de 3-Tubulina e Calmodulina

O PCR e o sequenciamento foram executados conforme White et al. (1990). A
amplificacdo da regido do gene B-tubulina foi realizada utilizando os seguintes pares de
primers: Bt2a (5 'CAA GGT AAC ATC GCT GGT TTC 3') e Bt2b (5 'ACC GTA CTC AGT
GTG ACC GGC CTT 3'), como descrito por Glass e Donaldson (1995). Do mesmo modo,
a regidao do gene calmodulina foi amplificada utilizando os primers cmd5 (5 'CCG ACA
AGG AGT AGG CCT TC 3') e cmdb6 (5 'CCG GAG ATA GTC ACG ATA TGG 3') de acordo
com Hong et ai. (2005). Apdés amplificagdes houve o sequenciamento direto em ambas as
direcbes (frente e verso) em sistema MegaBaceTM Molecular Dynamics 1000
(Amersham, Pharmacia Biotech). A qualidade das sequéncias foi examinada ultilizando o
pacote de software Phred / Phrap / Consed. As sequéncias obtidas foram alinhadas com
espécies de Aspergillus depositadas na base de dados NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e MycoBank (http://www.mycobank.org). Alinhamento e
edicao das sequéncias foram realizadas através do Clustal W (THOMPSON et al., 1994) e
a construcao das arvores filogenéticas pelo programa MEGA (TAMURA et al., 2007).
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4.7. Técnicas de Preservacgao por Silica Gel

Esta metodologia foi descrita por Onions e Smith (1983). Promoveu-se o
crescimento do fungo e a suspensao dos esporos em agente protetor constituido de 5%
de leite desnatado. Em seguida, a suspensao foi distribuida em tubos com silica gel
estéreis e congelados e agitada para penetracdo do liquido. A secagem foi realizada em
estufa ou lugar escuro por uma semana com agitacdes constantes. Apds este periodo os

tubos foram armazenados em refrigeracao ou longe da luz.

4.8. Catalogacao dos Dados

Os dados obtidos, das diferentes técnicas de identificagao, fonte de isolamento e a
distribuicdo geografica das culturas de Aspergillus isoladas e preservadas, foram
levantados e organizados. A partir destas informagbes foi elaborada uma
planilha/catédlogo conforme recomendagbes WFCC (World Federation for Culture

Collection — Federacdo Mundial de Colec¢des de Cultura) (1999) e Samson et al. (2010).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Levantamento dos Dados - Catalogagao

Nas trés ultimas décadas varias espécies do género Aspergillus foram
reclassificadas e descobertas, por cientistas como Horn, (1998); Ito et al. (2001); Peterson
et al. (2001); Zotti; Corti (2002); Vries et al. (2005); Serra et al. (2006); Frisvad et al.
(2007); Noonim et al. (2008); Pildain et al. (2008); Samson et al. (2011); Sorensen et al.
(2011) ; Soares et al. (2012); Varga, et al. (2011); Taniwaki et al. (2012). Culturas isoladas
e preservadas, ha dez anos, podem ser analisadas com a tecnologia de hoje e assim
suscessivamente daqui alguns anos.

Hoje, existem no mundo 622 coleg¢bes, distribuidas em 71 paises, gerando 4.993
funcionarios (mao de obra altamente qualificada). O Brasil contribui com 60 cole¢des e um
total de 145.992 culturas. A formulagdo de dados € algo que vem sendo trabalhado nas
colegdes, mas ndo sao todas que conseguem organizar as informag¢des do seu acervo.
Somente 262 colegdes mundiais possuem catalogo (WFCC, 2012).

Em 15 anos de pesquisa realizada no Laboratério de Microbiologia do ITAL com
fungos toxigénicos, varias espécies foram isoladas e preservadas (vide Figura 3),
iniciando-se uma colegéo que, em 2012, abrange 5.069 cepas de Aspergillus.

A seguir serdo apresentadas as informagdes inseridas na planilha - catalago, dos

projetos desenvolvidos até o momento, sobre incidéncia de Aspergillus toxigénicos.

Figura 3. Estrutura do estoque de culturas preservadas. Tubos com as culturas preservadas

por silica gel.
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5.1.1. Aspergillus Isolados e Preservados

Os projetos realizados no Laboratério de Micologia e Micotoxinas do Instituto de
Tecnologia de Alimentos (ITAL) desde 1998 geraram dados de identificagdo e produgao
de micotoxinas de 10.048 cepas do género Aspergillus (Figura 4).

As Aspergillus spp foram detectadas através da técnica do plagueamento direto do

alimento, sendo as espécies foram isoladas e purificadas.

Aspergillus Isolados por Substratos

@ - Cepas preservadas - Colecdo
@ - Total de Isolados

Café Frutas Secas Cacau Castanha do Total de
Brasil Aspergillus

Figura 4 — Numero de espécies de Asperygillus isoladas e substratos.

A figura 4 apresenta os numeros de cepas isoladas em cada categoria de
alimentos. A castanha do Brasil, mesmo tendo um nimero menor de amostras que o café,
apresentou quantidade superior do género Aspergillus. Essa diferenga pode ser explicada
pelo fato deste tipo de amostra ser de origem extrativista, retirada da floresta, onde o
manejo € precario, ha alta umidade e solo argiloso. Os ourigos sdo abertos na propria
mata, favorecendo a contaminagédo (FIGUEIREDO et al., 2001, TAVARES et al., 2010;
CAMPO/PAS, 2004).

Todos os substratos analisados sado favoraveis a contaminacao por Aspergillus
spp, por causa de nutrientes, atividade de agua e contato com o solo, mas a principal

causa da contaminagdo é o manejo inadequado e a falta de boas praticas durante o
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processamento (CALDERAR et al., 2012, LIMA et al., 2010; COPETTI, 2009; IAMANAKA,
2004; PALACIOS-CABRERA et al., 2003; TANIWAKI et al.; 2002; URBANO, 2002).
Algumas destas culturas foram selecionadas por apresentarem caracteristicas
diferenciadas (representantes genuinos das principais cepas toxigénicas, diferencas
morfoldgicas, por serem espécies novas e/ou com classificagao recente, local de origem e
producao de toxina) e foram preservadas pelo método de silica gel, que de acordo com
Onions e Smith (1983), mantém as culturas deste género por um tempo superior a 10

anos.
5.1.1.1. Aspergillus subgénero Circumdati

Espécies toxigénicas, de acordo com Frisvad et al. (2008), estdo presentes
principalmente dentro de trés sec¢des do subgénero Circumdati: Flavi, Nigri e Circumdati.
As Figuras 5 e 6 ilustram o numero de cepas isoladas e distribuidas nestas seg¢des.

Espécies da section Flavi foram predominantes nas amostras de cacau e castanha
do Brasil. Sdo dois alimentos que apresentam em sua composicdo maiores quantidades
de lipideos, o cacau aproximadamente 30 a 50% (OETTERER, 2006) e a castanha do
Brasil 60 a 70% (FERBERG et al.,, 2002). Outros fatores que favorecem para a
predominancia deste tipo de fungo sdo a temperatura, a variacdo na umidade e a
atividade de agua. Sao alimentos originarios da Bahia e da regido Norte do Brasil, onde o

clima quente é predominante.

Total de Isolados

108

N

m Aspergillus secdo Nigri
m Aspergillus secdo Favi

B Aspergillus secdo
Circumdati

m Qutros

Figura 5. Numero de Aspergillus alocados pelas section Nigri, Flavi e Circumdati
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Cepas Preservados

M Aspergillus se¢do Nigri

21
‘ \ 14 Aspergillus secdo Flavi
M Aspergillus secdo
2507 Circumdati
M Outros

Figura 6. Numero de Aspergillus alocados nas section Nigri, Flavi e
Circumdati preservados na colegéo.

Os numeros de fungos por seg¢do, em cada tipo de amostra estao ilustrados na
Figuras 7, 8 e 9.

Isolados Section Nigri

2500 2048
2000
1500 6/
494
1000 357
o =Ty
Café T
are Frutas .
Cacau
Secas Caslanha
Brasil

i Nigri - Silica  ® Nigri

Figura 7. Aspergillus section Nigri por tipo de amostra.
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Isolados Section Flavi

6000

4000

2000

Caté Frutas

acau
Secas Castanha

Brasil

M Flavi- Silica ®Flavi

Figura 8. Asperqgillus section Flavi por tipo de amostra.

Isolados Section Circumdati

512

Frutas

Cacau
Secas Castanha

Brasil
i Circumdati - Silica ® Circumdati

Figura 9. Aspergillus section Circumdati por tipo de amostra

A colegcdo é composta principalmente de fungos da section Flavi e Nigri.
Aspergillus section Flavi apareceram com frequéncia em castanha do Brasil e cacau,
mas a section Nigri merece destaque por aparecer em todos os substratos com um

numero relevante.
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Os Aspergillus section Nigri aparecem com frequéncia como contaminantes de
alimentos. Sdo fungos capazes de crescer rapidamente, toleram a pH acido (A.
carbonarius cresceram em valores de pH 2,0 e A. ochraceus em pH 3,0),
temperatura entre 8 °C a 45 °C e sao resistentes a raios solares, por possuirem
esporos com pigmentagcado escura. Caracteristicas estas que favorecem nao s6 sua
permanéncia como também vantagens para competir pelo o ambiente em frente a
seus competidores (NIELSEN et al., 2009; PITT; HOCKING 2009; TANIWAKI et al.,
2006). Os fungos section Circumdati apareceram com um numero relevante somente
em amostras de café. A contaminagao por fungos em café geralmente é resultado de
um processamento inadequado de gréos, principalmente nas etapas de colheita,

secagem, estocagem e transporte (LIMA et al., 2011).

5.1.2. Fungos Produtores de Micotoxinas

Por ser uma colegao formada a partir de projetos relacionados com a garantia
da seguranga alimentar, visando encontrar fontes de contaminagéo, trabalhando com
a prevencgao e eliminagao da contaminacéo, bem como o estudo das caracteristicas
comportamentais dos fungos, a obtengao de dados sobre a capacidade de produgao
de micotoxina é uma informacgao importante na rastreabilidade do problema.
As Figuras 10 e 11 demonstram o numero de cepas de Aspergillus isoladas e

preservadas que produzem toxinas, tais como aflatoxinas e ocratoxina A.

Total de isolados

H Atlatoxinas & Ocratoxina A M N&do produtor

Figura 10. Porcentagem de Aspergillus produtores de micotoxina, relacionado
ao total de isolados.
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Cepas Preservadas

i Aflatoxinas M OcratoxinaA ® Naoprodutor

Figura 11. Porcentagem de Aspergillus depositados na colegao,
produtores de micotoxinas.

Um total de 25% do total de isolados de Aspergillus section Flavi foram
capazes de produzir aflatoxina e 7% dos Aspergillus section Nigri e section
Circumdati foram produtores de ocratoxina A. Do total de toxigénicos, 44% foram
preservados, sendo 32% das cepas isoladas foram capazes de produzir aflatoxina e
11% das cepas produtoras de ocratoxina A.

A porcentagem de fungos nao produtores foi elevada, demonstrando a

importancia deste trabalho investigativo.

5.1.3. ldentificagdao dos Fungos Isolados

A maioria das culturas isoladas foi identificada pelo método convencional
(morfologia), no entanto a identificacdo polifasica vem ganhando espacgo importante no
campo da micologia, devido principalmente as constantes mudangas que vém ocorrendo
na taxonomia do género Aspergillus, e a limitacdo para identificacdo das espécies
utilizando apenas um tipo de ferramenta. Sendo assim, algumas espécies importantes,
que apresentaram caracteristicas diferenciais, ou representantes de grupos, foram
enviadas para outros laboratérios para a analise molecular e de metabdlitos.

A Tabela 7 apresenta as principais espécies identificadas pela morfologia. As
espécies da section Nigri apresentaram semelhangcas quanto as caracteristicas
fenotipicas, sendo um dos grupos mais dificeis de determinar a espécie usando somente
este tipo de ferramenta (PITT; HOCKING, 2009). O grupo 15 é um exemplo desta
dificuldade. Alguns representantes foram enviados para serem identificados por outras

metodologias, mas houve divergéncias e mais da metade destas cepas foram
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preservadas para que mais representantes sejam identificados pela forma polifasica
futuramente.
Tabela 7. Numero de espécies identificadas por caracterizagao morfolégica.

(Azul: espécies que nao tem potencial de producao de toxinas).

Especies Total Preservadas Especies Total Preservadas
Aspergillus flavus 1940 1022 Aspergillus foetidus 3 1
Aspergillus
Aspergillus parasiticus 220 205 Japonicus 20 15
Grupo 15 (Section
Aspergillus nomius 1300 716 Nigri) 444 288
Aspergillus Aspergillus
carbonarius 185 153 caelatus 744 224
Aspergillus Niger 2568 1406 Aspergillus ibericus 108 85
Aspergillus ochraceus 518 445 Aspergillus tamarii 857 184
Aspergillus Aspergillus
westerdijkiae 29 13 bertholletius 60 46
Aspergillus tubingensis 48 39 Aspergillus sojae 264 29
Aspergillus
arachidicola 5 2 Aspergillus acidus 5 1
Aspergillus
Aspergillus bombycis 4 4 aculeatinus 3 1
Aspergillus
Aspergillus melleus 12 9 aculeatus 11 10
Aspergillus
pseudotamarii 10 4

A seguir estao ilustrada duas tabelas de identificacbes, trata-se de culturas que
necessitaram de ferramentas complementares para identificacdo até o nivel de espécie
(ou porque apresentaram algumas caracteristicas diferenciadas da literatura ou eram
espécies com classificacdo recente). A Tabela 8 contém as identificagdes através da
Biologia Molecular, realizada pela Universidade Estadual de Londrina pela Dra. Maria
Helena P. Fungaro e a Tabela 9 com as identificagdes realizadas na Universidade de
Técnica da Dinamarca pelo Dr. Jens C. Frisvada.

Para o ITAL, a identificacdo polifasica € um desafio, pois atualmente o instituto
depende de apoio de outras instituicdes, mas futuramente ha projetos de implantagao do
laboratério de Biologia Molecular, que devera enriquecer a colegao.

O catalogo apresenta uma numeragao sequencial que corresponde a ordem de
deposito, mais uma subnumeragao que corresponde a ordem numeérica de isolamento de
cada projeto/ano. As culturas estdo identificadas nas tabelas abaixo com a

subnumeragao.
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Tabela 8. — Espécies de Aspergillus lsolados identificados pelo método molecular no
laboratorio da UEL pela Profa. Dra. Maria Helena P. Fungaro (MORELLO et al., 2007;
FERRACIN et al., 2009; FIER, 2009; FERRACIN et al., 2012; GONCALVES et al., 2012).

Identificacao

N° ITAL Section Localizagdo Substrato
por molecular
7; 30; 103; 104; 105; 106;109; 113;
114; 119; 121; 123; 126; 185;186; A.niger Nigri Sao Paulo Café
213; 215; 219; 642; 643; 704
97; 108; 167; 200; 207; 217 A. tubingensis Nigri Sao Paulo Café
163; 234; 249 A. westerdijkiae | Circumdati| S&o Paulo Café
259 A. ochraceus | Circumdati| S&o Paulo Café
148 A. niger Nigri Minas Gerais Café
128; 142 A. westerdijkiae | Circumdati | Minas Gerais Café
413; 418; 444; 446; 448; 477 A.niger Nigri Parana Café
414,415,416, 419 42042403 4 bingensis | Nigi |  Parana Gafé
777 A.niger Nigri Rondénia Café
1472%;; 14725 142% 11%2 1%‘; 1%% tf,g A.niger Nigri Argentina Frutas Secas
166; 460; 517 A. tubingensis Nigri Argentina Frutas Secas
461 A.foetidus Nigri Argentina Frutas Secas
152 A.niger Nigri Chile Frutas Secas
318; 327; 331; 332 A.niger Nigri Espanha Frutas Secas
263; 277; 313; 319; 326; 503 A. tubingensis Nigri Espanha Frutas Secas
325 A.foetidus Nigri Espanha Frutas Secas
402; 403; 404; 405; 406; 528 A.niger Nigri EUA Frutas Secas
150 A.niger Nigri Ira Frutas Secas
499; 500; 501 A.niger Nigri México Frutas Secas
490; 493; 494; 496; 498 A.niger Nigri Tunisia Frutas Secas
249; 250 A.niger Nigri Turquia Frutas Secas
353; 354; 356; 363 A. tubingensis Nigri Turquia Frutas Secas
135 A.flavus Flavi Bahia Cacau
51782791 ;3?824?(? 2153(?;;5;;57 A.parasiticus Flavi Bahia Cacau
781 pseu | Flavi Bahia Cacau
103; 681 A.caelatus Flavi Bahia Cacau
62A; 100; 102; 126; 131A; 135B;
138; 140; 149; 170; 188; 194; 303; A.flavus Flavi Bahia Cacau
306;378A; 706; 722; 809
161; 181; 220; 226; 228; 700; 731 A.nomius Flavi Bahia Cacau
137; 250B A.tamarii Flavi Bahia Cacau
1346; 1409; 1432 o | Flavi Bahia Cacau
791; 792 oo | Flavi | Amazonas | ©3Snhado
Castanha do
189 A.arachidicola Flavi Amazonas Brasil
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N° ITAL

Identificacao
por molecular

Section

Localizagao

Substrato

116; 259; 262; 7155; 7179; 7180;

Castanha do

7189; 7191; 7192; 7193; 7195; A.bertholletius Flavi Amazonas Brasil
7196; 7197; 7224
89; 245; 246 A.bombycis Flavi Amazonas Casé?ggﬁ et
79; 87; 91; 95; 96; 121; 140; 201; A caelatus Flavi AMazonas Castanha do
212; 216; 225; 243 ’ Brasil
57; 58; 60; 62; 67; 70; 72; 74; 113; A flavus Flavi Amazonas Castanha do
205; 254; 261; 263 ’ Brasil
103A; 153; 156; 157; 158*; 159*;
160; 161; 162*; 228*; 229*; 231*; A niger Niari AmMazonas Castanha do
232*; 233%; 234*; 236; 240; 269; e o Brasil
276*; 277; 278; 279
94; 98; 114; 120; 122; 139; 144; Castanha do
148; 192; 193; 206; 213; 215; 217; A.nomius Flavi Amazonas Brasil
223; 244; 255; 256
179 A.pseudoflavus Flavi Amazonas Casée;gl;; ee
76; 80; 81; 119; 123; 129; 142; Castanha do
198; 207; 219; 226; 227; 248; 249; A.tamarii Flavi Amazonas Brasil
250; 251; 252; 7630
1233 A.arachidicola Flavi Para Castanhg do
Brasil
50; 301; 330 A.caelatus Flavi Para Caséfggﬁ‘ EE
20; 24; 26; 31; 35; 40; 48; 49; 336; A flavus Flavi Para Castanha do
371; 375 ’ Brasil
1277: 1279; 1281: 1282 A.ibericus Nigri Para Casé":gzﬁ" @
, . Castanha do
1182 A.niger Nigri Para Brasil
3332 A.nomius Flavi Para Castanhg do
Brasil

*Grupo 15 (Section Nigri).
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Tabela 9. Espécies de Aspergillus Isolados e identificados pelo método de extragdo de metabdlitos secundarios - Laboratério DTU —

Dr. Jens C. Frisvad. (COPETTI, 2009).

Identificagdo

Resultado dos Principais Extrélitos

o . e
N° ITAL Section Localizagao Substrato por Metabélitos Extraidos
Ok il S:0 FEUD B CEID Positivo: Asparizina; Piranonigrina A,
325 Nigri Espanha Frutas Secas . Nafto-y- Pirononas
.. . A.foetidus U .
461 Nigri Argentina Frutas Secas e Antafumionisinas; Negativo:
1248 Nigri Bahia - BR Cacau DEEI@ITE A
166; 457; 460; 517 Nigri Argentina Frutas Secas
263; 277; 313; 319; 326; 503 Nigri Espanha Frutas Secas
403 Nigri EUA Frutas Secas Positivo: Funalenona; Piranonigrina A;
501 Nigri México Frutas Secas A. tubingensis CAR; NaftO-_v- Pirononas; Variavel: _
353; 354; 356; 363 Nigri Turquia Frutas Secas DSl e 20 Mol TEnslee, 2
: 2 : NOE; DERH; Malformina.
264; 1001; 1250; 1633 Nigri Bahia — BR Cacau
594*; 596*: 671; 672; 687; 714 Nigri Amazonas — BR Casé?;:ﬁ €0
160 Nigri Amazonas — BR Castanh_a do Positivo: Ter!sidol B; F’iranonigrina.A;
Brasil A acidus Nafto-y- Pirononas; Funalenona;
877: 922: 1280; 1326 Nigri Para — BR Caséarggizla do Variavel: DERH; Negativo: Ocratoxina
1529 Nigri Bahia — BR Cacau Positivo: Neoxalina; Acido Secalonico D
A.aculeatinus e F e Aculeacinas; Negativo: Ocratoxina
1209; 1212 Nigri Para - BR Cegenie el NG
Brasil .
1509; 1531 Nigri Bahia — BR Cacau Positivo: Glabrinol; Neoxalina; Acido
A.aculeatus Secaldnico D e F; Negativo: Ocratoxina
365 Nigri Para — BR Castanha do NG
Brasil .
. . . . . . Positivo: CAR; DERH; Xantomegnina;
S s Aty T B0 AT s, Nigri Bahia - BR Cacau A.carbonarius Piranonigrina A; Nafto-y- Pirononas e
2153 ; ) o
Ocratoxina A; Variavel: NOE.
o Nigri Argentina Frutas Secas Positivo: Funalenona; Asparazina;
A.ibericus Piranonigrina A e Nafto-y- Pirononas;
1214; 1297; 1327; 1328; 1329; .. Castanha do L (
1334: 1460: 1461 Nigri Para — BR Brasil Negativo: Ocratoxina A.
Castanha do Positivo: Funalenona; Kotanina;
1336 Nigri Para — BR A.neoniger Tensidol B; Piranonigrina A e

Brasil

Ocratoxina A.
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Identificagao

Resultado dos Principais Extrélitos

o . o
N° ITAL Section Localizagao Substrato por Metabélitos Extraidos
177; 180; 424; 425; 426; 429; 431; - .
437: 447 Nigri Argentina Frutas Secas
152 Nigri Chile Frutas Secas
318; 331 Nigri Espanha Frutas Secas
402 Nigri EUA Frutas Secas
500 Nigri México Frutas Secas
490; 491; 498 Nigri Tunisia Frutas Secas Positivo: Tensidol B; Piranonigrina A;
246; 249; 250; 253 Nigri Turquia Frutas Secas i gaEféoéY'VP'rR“OTaﬁb?"g'lenodr!a &
- - - - - - .niger ; Variavel: ; Orlandina;
632; 777; 1113; 1121; 1240; 1242; o : X ) o
1244 1246: 1469 Nigri Bahia — BR Cacau Ocratoxina A; Kotanina; DERH e CAR.
157; 159*%; 162*; 163*; 237; 238; Niari Amazonas — BR Castanha do
1001 g Brasil
911; 937A; 1206; 1276; 1278; 1330;
1331; 1332; 1333; 1335; 1337,
1338; 1339; 1340; 1341; 1342; Niari Para — BR Castanha do
1344; 1345 até 1371; 1382; 1398; g Brasil
1399; 1400; 1402; 1403; 1459;
1462 )
118 Circumdati S3o Paulo - BR Café Positivo: Acido P_enicilicg;
130; 134 Circumdati | Minas Gerais — BR Café TSRS VTS TR
A.westerdijkiae Aspergamidas A e B;
’ Vioxantinas; Melleina; Ocratoxina A e
93; 94; 1524 Circumdati Bahia — BR Cacau Circundatinas A e B; Variavel:
Aspirona.
70; 72; 74 Circumdati S&0 Paulo - BR Café Positivo: Xantomegninas; Viomelleina;
116; 124 Circumdati | Minas Gerais — BR Café A. melleus Aspergamida A ; Vioxantina, Ost e
Melleina; Variavel: Ocratoxina A; Acido
27B; 151; 201A; 547; 549; 1673 Circumdati Bahia — BR Cacau Aspergilico; Aspergamida B.
Positivo: Xantomegninas; Viomelleina;
Aspergamida A; Vioxantina; An-
150; 201B Circumdati Bahia - BR Cacau A. ochraceus Aspergamidas e Melleina; Variavel:
Ocratoxina A; Aspergamida B e
Aspirona.
262; 7155; 7157, 7179; 7180; 7189; Flavi Amazonas — BR Castanha do
7191 até 7193; 7195; 7196; 7197 Brasil . Positivo: Acido Kgjico; Acido
Castanha do AR Ciclopiazonico; Negativo: Aflatoxinas
1784; 1875 Flavi Para - BR el P - negativo: :
Castanha do Positivo: Acido Kgjico; Aflatoxina B1 e
246 Flavi Amazonas — BR A.bombycis G1; Acido Tenuazobnico; Acido

Brasil

Aspergilico.




Identificagao

Resultado dos Principais Extrélitos

o . R
N° ITAL Section Localizagao Substrato por Metabélitos Extraidos
97; 201; 225; 437; 444; 499; 562; . Castanha do
Flavi Amazonas — BR .
= Eeel Positivo: Acido Kgjico: Alcaloides:
1186; 1225; 1232; 1234; 1235; - o . o e
1235B: 1258: 1265: 1266: 1271: ' Castanha do A.caelatus VarlaveI.AA_C|d_o Clclopla.zonlco, Amdo
1288: 1290: 1310: 1445; 1451 Flavi Para — BR Brasil Tenuazénico; Negativo: Aflatoxinas.
1574; 1579; 3553
62A; 62B; 131A; 149; 378A; 520A;
520B; 520C; 654; 722; 731B; 809; . .
826; 914A; 914B; 1174; 1176; AL el =i el
1216; 1228
378B Flavi Bahia — BR Cacau
69; 86; 131; 167; 168; 169; 170; Flavi Amazonas — BR Castanh_a do Positivo: Acido Kgjico; Aflavinas:
191; 194 Brasil Ditriptofenalina; Variavel: Aflatoxina B1
48; 1118; 1118B; 1127; 1250; 1257; A.flavus e B2; Acido Ciclopiazonico;
1261; 1264; 1268; 1271B; 1272; Esterigmatocistina; Parasiticolida;
1275; 1301; 1305; 1306; 1321; Flaviminas | e II; Negativo: Aflatoxina G.
1372; 1373; 1374; 1375; 1376; Castanha do
1378; 1379; 1380; 1381; 1383; Flavi Para — BR Brasil
1385; 1389; 1390; 1391; 1392;
1393; 1394; 1408; 1428; 1429;
1430; 1431; 1443; 1447; 1448;
1529; 1700; 1836
161; 226; 700; 731; 931 Flavi Bahia — BR Cacau
14388 Flavi S&o Paulo — BR Castanha do
Brasil
94; 120; 189; 244; 438; 476; 486;
491; 496; 525; 532; 573; 585; 587; Castanha do - - .
589; 608; 617; 628; 650; 657; 658; Flavi Amazonas — BR Brasil Positivo: Acido Kgjico; NO2 Aflatoxina
696; 699A; 723; 730; 743; 764; 995; A.nomius B1e Q1; Varlav_el: Ac_ldo Tenuazbnico;
996; 998; 999; 1000; 6226; 6245 Aflavinas; Versicolorinas; CNO; NB2;
1095; 1228 até 1231; 1252; 1254; Aflatoxina B2 e G2.
1262; 1286; 1289; 1290B; 1298;
1299; 1303; 1310B;1316; 1317; Flavi Para - BR Castanha do
1320; 1322; 1325; 1434; 1457; Brasil
1463; 1833; 3050; 3087; 3332;
4456; 4466; 4472
79; 183; 240; 366;720 Flavi Bahia — BR Cacau
, Castanha do i A T ;
1233 Flavi Para — BR - " Positivo: Acido Kéjico; Aflatoxina B1B2
Brasil AHPETESITENE e G1G2; PJarasiticoIida.
1730 Flavi Para - BR Castanha do
rasil
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Identificagcdo | Resultado dos Principais Extrélitos
por Metabdlitos Extraidos

N° ITAL Section Localizagao Substrato

Castanha do Positivo: Acido Kojico; NO2; Aflatoxina
1300 Flavi Para — BR Brasil A.pseudocaelatus | B1B2 e G1G2; Aflavinas; Parasiticolida;
Esterigmatocistina.
179 Flavi Amazonas — BR Castanh_a do A pseudoflavus Positivo: Afla_vm_as; D|tr|ptofenallna;
Brasil Negativo: Aflatoxinas.
) , Castanha do
IRAIG 7288 AL FEEEES = EI Brasi A soudotamani | POSHivO: Acido Ksjico; Aflatoxina B1;
, Castanha do P Alcaloides; SCYT. Variavel: Aflavinas
1433 Flavi Para — BR Brasil
781; 137; 346; 1409; 1432 Flavi Bahia — BR Cacau
1325B Flavi Sao Paulo — BR Cacau
119;/129; 137; 713:?6219; 226; 227; Flavi Amazonas — BR Cacau
1174; 1179; 1187; 1235B; 1248; Positivo: Acido Kgjico; Acido
1270; 1295; 1307; 1313; 1314; A.tamarii Ciclopiazobnico; Variavel:
1407; 1411; 1412; 1417; 1418; Ditriptofenalina.
1419; 1420; 1421; 1423; 1426; Elavi Para — BR Castanha do
1427; 1432; 1435; 1436; 1437; Brasil
1438; 1439; 1440; 1441; 1442;
1444; 1446; 1449; 1450; 1454;
1455; 1456; 1464; 1465
842; 884; 1587B; 1589; 1590; 1591; Asperaillus so - Positivo: Acido Kgjico; Acido
1604; 1607; 1623; 1635; 1645; Flavi Bahia — BR Cacau ﬁ; gtamaﬁ'i Ciclopiazobnico; Variavel:
1433; 1652 grup Ditriptofenalina.

Alguns metabodlitos ainda n&do foram elucidados como: CAR; NOE; DERH; DEDO; NO2; CNO; NB2; SCYT e Ost, mas sao elementos importantes na diferenciagéo das
espécies etc (NIELSEN et al., 2009; VARGA et al. 2011 a, b).*Grupo 15 (Section Nigri).

57



Na tabela 10 estdo apresentados os resultados das espécies por identificagao
polifasica. A grande maioria dos fungos apresentou coeréncia, mas houve
divergéncias para algumas culturas, as de numero 403 e 501 isoladas de frutas
secas, que pelo método identificagdes morlecular classificou como A. niger e pela
metabdlita como A. tubingensis. Neste caso, os aspectos morfolégicos como
coloracao e didmetro de col6nia, tamanho e forma dos conidios, por exemplo, nao foi
conclusiva, pois sdo duas espécies semelhantes neste aspecto (FERRACIN et al.,
2009). A metodologia que indicou melhor resultado foi a molecular (maior semelhanca
na comparagao), A.niger, mesmo sendo o fungo capaz de produzir um extrélito
(asparazine) mais frequente em A. tubingensis.

Para os isolados 781,1409 e 1432 de cacau, os fatores determinantes para a
identificagcdo, além dos aspectos morfologicos, foi a presengca ou auséncia da
producao de toxina pelo fungo. A. caelatus e A. tamarii sao fungos nao produtores
(HORN, 1997; PITT; HOCKING, 2009) ja que A. arachidicola e A. pseudotamarii
produzem aflatoxinas (ITO et al., 2001; PILDAIN et al., 2008).

Nas espécies 160, 189 e 1233 isoladas de castanha do Brasil, a identificagao
morfoldgica distinguiu as espécies divergentes.

Todas as formas de identificar apresenta eficiéncia, mas existem variacdes
devido a fatores como: nutrientes, temperatura e fonte de isolamento, que influenciam
na cultura fazendo desenvolver caracteristicas, mutagdes e metabdlitos que nao séo
comumente frequentes nas espécies padrbes, como problemas relacionados a
sequéncias depositadas em banco de dados on line, sem ratreabilidade (SAMSON et
al., 2011).

S&0 microrganismos “selvagens” submetidos a diversas condigdes e por isso

com reacoes diferentes.

58



Tabela 10. Espécies de Aspergillus Isolados através de identificacdo polifasica.
o Identificacdo Identificagcao por Identificagdo por
N° ITAL . ;
por morfologia molecular metabolitos

Periodo do

Substrato .
isolamento

Section  Silica Localizagao

152 A.niger A.niger A.niger Nigri nao Ameixa seca Chile 2002
166 A.tubingensis A.tubingensis A.tubingensis Nigri néo Uva passa escura Argentina 2002
177 A.niger A.niger A.niger Nigri sim Uva passa escura Argentina 2002
180 A.niger A.niger A.niger Nigri néao Uva passa escura Argentina 2002
249 A.niger A.niger A.niger Nigri sim Figo seco Turquia 2002
250 A.niger A.niger A.niger Nigri nao Figo seco Turquia 2002
263 A.tubingensis A.tubingensis A.tubingensis Nigri sim Tamaras Espanha 2002
277 A.tubingensis A.tubingensis A.tubingensis Nigri sim Tamaras Espanha 2002
313 A.tubingensis A.tubingensis A.tubingensis Nigri néo Tamaras Espanha 2002
318 A.niger A.niger A.niger Nigri nao Tamaras Espanha 2002
319 A.tubingensis A.tubingensis A.tubingensis Nigri nao Tamaras Espanha 2002
325 A.foetidus A.foetidus A.foetidus Nigri néo Tamaras Espanha 2002
326 A.tubingensis A.tubingensis A.tubingensis Nigri sim Tamaras Espanha 2002
331 A.niger A.niger A.niger Nigri nao Tamaras Espanha 2002
353 A.tubingensis A.tubingensis A.tubingensis Nigri sim Uva passa escura Turquia 2002
354 A.tubingensis A.tubingensis A.tubingensis Nigri nao Uva passa escura Turquia 2002
356 A.tubingensis A.tubingensis A.tubingensis Nigri sim Uva passa escura Turquia 2002
363 A.tubingensis A.tubingensis A.tubingensis Nigri sim Uva passa escura Turquia 2002
402 A.niger A.niger A.niger Nigri nao Uva passa escura EUA 2002
403 A.niger A.niger A.tubingensis Nigri nao Uva passa escura EUA 2002
424 A.niger A.niger A.niger Nigri sim Ameixa seca Argentina 2002
425 A.niger A.niger A.niger Nigri sim Ameixa seca Argentina 2002
426 A.niger A.niger A.niger Nigri néao Ameixa seca Argentina 2002
429 A.niger A.niger A.niger Nigri nao Ameixa seca Argentina 2002
431 A.niger A.niger A.niger Nigri nao Ameixa seca Argentina 2002
437 A.niger A.niger A.niger Nigri n&o Ameixa seca Argentina 2002
460 A.tubingensis A.tubingensis A.tubingensis Nigri sim Uva passa escura Argentina 2002
461 A.foetidus A.foetidus A.foetidus Nigri nao Uva passa escura Argentina 2002
490 A.niger A.niger A.niger Nigri nao Tamaras Tunisia 2002
498 A.niger A.niger A.niger Nigri sim Tamaras Tunisia 2002
500 A.niger A.niger A.niger Nigri néo Tamaras México 2002
501 A.niger A.niger A.tubingensis Nigri ndo Tamaras México 2002
503 A.tubingensis A.tubingensis A.tubingensis Nigri sim Tamaras Espanha 2002
517 A.tubingensis A.tubingensis A.tubingensis Nigri sim Uva passa escura Argentina 2002
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N° ITAL Identificagéq Identificacao por Identificag::?\o POr  gection  Silica Substrato Localizagdo Periodo do
por morfologia molecular metabolitos isolamento
62A A.flavus A.flavus A.flavus Flavi sim Cacau Bahia 2006
79 A.parasiticus A.parasiticus A.parasiticus Flavi sim Cacau Bahia 2006
103 A.caelatus A.caelatus A.arachidicola Flavi nao Cacau Bahia 2006
131A A.flavus A.flavus A.flavus Flavi sim Cacau Bahia 2006
137 A.tamarii A.tamarii A.tamarii Flavi nao Cacau Bahia 2006
149 A.flavus A.flavus A.flavus Flavi sim Cacau Bahia 2006
161 A.nomius A.nomius A.nomius Flavi nao Cacau Bahia 2006
183 A.parasiticus A.parasiticus A.parasiticus Flavi sim Cacau Bahia 2006
226 A.nomius A.nomius A.nomius Flavi sim Cacau Bahia 2006
240 A.parasiticus A.parasiticus A.parasiticus Flavi sim Cacau Bahia 2006
366 A.parasiticus A.parasiticus A.parasiticus Flavi sim Cacau Bahia 2006
378A A.flavus A.flavus A.flavus Flavi sim Cacau Bahia 2006
700 A.nomius A.nomius A.nomius Flavi sim Cacau Bahia 2007
722 A.flavus A.flavus A.flavus Flavi sim Cacau Bahia 2007
731 A.nomius A.nomius A.nomius Flavi nao Cacau Bahia 2007
781 A.pseudotamarii | A. pseudotamarii A.tamarii Flavi sim Cacau Bahia 2007
809 A.flavus A.flavus A.flavus Flavi sim Cacau Bahia 2007
1409 A.tamarii A. pseudotamarii A.tamarii Flavi nao Cacau Bahia 2007
1432 A.tamarii A. pseudotamarii A.tamarii Flavi nao Cacau Bahia 2007
48 A.flavus A.flavus A.flavus Flavi sim Castanha do Brasil Para 2009/2011
94 A.nomius A.nomius A.nomius Flavi nao Castanha do Brasil Amazonas 2009/2011
119 A.tamarii A.tamarii A.tamarii Flavi nao Castanha do Brasil Amazonas 2009/2011
120 A.nomius A.nomius A.nomius Flavi sim Castanha do Brasil Amazonas 2009/2011
129 A.tamarii A.tamarii A.tamarii Flavi nao Castanha do Brasil Amazonas 2009/2011
157 A.niger A.niger A.niger Nigri sim Castanha do Brasil | Amazonas 2009/2011
159* A.niger A.niger A.niger Nigri nao Castanha do Brasil Amazonas 2009/2011
160 A. acidus A.niger A. acidus Nigri sim Castanha do Brasil Amazonas 2009/2011
162* A.niger A.niger A.niger Nigri sim Castanha do Brasil | Amazonas 2009/2011
179 A.pseudoflavus | A.pseudoflavus A.pseudoflavus Flavi nao Castanha do Brasil Amazonas 2009/2011
189 A.arachidicola A.arachidicola A.nomius Flavi nao Castanha do Brasil Amazonas 2009/2011
198 A.tamarii A.tamarii A.tamarii Flavi sim Castanha do Brasil Amazonas 2009/2011
201 A.caelatus A.caelatus A.caelatus Flavi nao Castanha do Brasil Amazonas 2009/2011
219 A.tamarii A.tamarii A.tamarii Flavi sim Castanha do Brasil Amazonas 2009/2011
225 A.caelatus A.caelatus A.caelatus Flavi sim Castanha do Brasil Amazonas 2009/2011
226 A.tamarii A.tamarii A.tamarii Flavi nao Castanha do Brasil Amazonas 2009/2011
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N° ITAL

Identificacdo

Identificagao por

Identificacao por

Section

Silica

Substrato

Localizagao

Periodo do

por morfologia

molecular

metabolitos

isolamento

227 A.tamarii A.tamarii A.tamarii Flavi sim Castanha do Brasil Amazonas 2009/2011
244 A.nomius A.nomius A.nomius Flavi sim Castanha do Brasil Amazonas 2009/2011
246 A.bombycis A.bombycis A.bombycis Flavi sim Castanha do Brasil | Amazonas 2009/2011
262 A.bertholletius A.bertholletius A.bertholletius Flavi sim Castanha do Brasil Amazonas 2009/2011
791 A. .. | A. pseudotamarii | A. pseudotamarii Flavi nao Castanha do Brasil Amazonas 2009/2011
pseudotamatrii
792 A. . | A. pseudotamarii | A. pseudotamatrii Flavi nao Castanha do Brasil Amazonas 2009/2011
pseudotamatrii
1233 A.arachidicola A.arachidicola A.parasiticus Flavi nao Castanha do Brasil Para 2009/2011
7155 A.bertholletius A.bertholletius A.bertholletius Flavi sim Castanha do Brasil Amazonas 2009/2011
7157 A.bertholletius A.bertholletius A.bertholletius Flavi sim Castanha do Brasil Amazonas 2009/2011
7179 A.bertholletius A.bertholletius A.bertholletius Flavi sim Castanha do Brasil Amazonas 2009/2011
7180 A.bertholletius A.bertholletius A.bertholletius Flavi sim Castanha do Brasil Amazonas 2009/2011
7189 A.bertholletius A.bertholletius A.bertholletius Flavi sim Castanha do Brasil Amazonas 2009/2011
7191 A.bertholletius A.bertholletius A.bertholletius Flavi sim Castanha do Brasil Amazonas 2009/2011
7192 A.bertholletius A.bertholletius A.bertholletius Flavi sim Castanha do Brasil Amazonas 2009/2011
7193 A.bertholletius A.bertholletius A.bertholletius Flavi sim Castanha do Brasil Amazonas 2009/2011
7195 A.bertholletius A.bertholletius A.bertholletius Flavi sim Castanha do Brasil Amazonas 2009/2011
7196 A.bertholletius A.bertholletius A.bertholletius Flavi sim Castanha do Brasil Amazonas 2009/2011
7197 A.bertholletius A.bertholletius A.bertholletius Flavi sim Castanha do Brasil Amazonas 2009/2011
7630 A.tamarii A.tamarii A.tamarii Flavi sim Castanha do Brasil Amazonas 2009/2011

*Grupo 15 (Section Nigri)
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5.1.4. Distribuicdo das Culturas

Outra informagao importante para constar em um banco de dados é a origem do

microrganismo. As Figuras 12 e 13 mostram a distribuigdo geografica das culturas.

A maioria das cepas foi isolada de amostras do Brasil (Castanha do Brasil, café,

frutas secas e cacau)

RR
AP
Amazonas: 2368 Total e 1228 Silica : Pard: 3985 Total e 1531 Silica
B
Pl PE
Ros Rondénia: 214 Total e 97 Silica L
S E
MT BA
Bahia: 1587 Total e 1085 Silica
- BY |
Mato Grosso: 10 Total e 0 Silica T
f Minas Gerais: 250 Total & 232 Silica

MG

R

§ Parand: 70 Total e 68 Silica PR

530 Paulo: 1107 Total e 588 Silica

Figura 12. Distribuicdo dos Aspergillus Isolados em diferentes estados do Brasil que foram
preservados. Fonte da imagem: www.google.com.br (imagens).

O projeto de frutas secas foi o responsavel por aumentar esta distribuicdo para
o aspecto mundial, pois uma parte das amostras provinha de outros paises (Figura

13).
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S

Tunisia: 9 Total e 8 Silica

Figura 13. Distribuigdo mundial dos Aspergillus Isolados e preservados. Fonte imagem: www.google.com.br (imagens)
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5.1.5. Biodiversidade

As Figuras 14 a 37 ilustram a biodiversidades das cepas que estdo presentes na
colecao ITAL de fungos, pertencentes ao género Aspergillus. Os fungos ilustrados sao as
principais espécies submetidas por mais de um método de identificacdo. As fotos se
referem a colGnias isoladas em Agar Czapek Extrato de Levedura ou Aspergillus Flavus

Parasiticus apds 7 dias em diferentes temperaturas e caracteristicas microscopicas -

microscopico optico, aumento de 400 vezes.

Figura 14. Aspergillus acidus numero ITAL 160 cB (castanha do Brasil — Identificagdo por
Metabolitos e Morfolégica. Imagem A — Colbnia a 25 °C CYA (60 mm); B — Colbnia a 37 °C CYA (55
mm) C- Estruturas Microscépicas (Conidio: globoso/esférico, 3 — 4 um, liso/levemenete aspero).

Figura 15. Aspergillus aculeatus numero ITAL 1247cc (cacau) — Identificagdo Morfoldgica Imagem
A — Colbnia a 25 °C CYA (60 mm); B — Colbnia a 37 °C CYA (16 mm); C - Estruturas Microscopicas
(Conidio: globoso/elipsoidal, 3 — 5 um, liso).
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Figura 16. Aspergillus carbonarius numero ITAL 1375 ¢cB (castanha do Brasil) — Identificagdo por
Metabolitos e Morfologica. Imagem A — Colbnia a 25 °C CYA (50 mm); B - Colbnia a 37 °C CYA (10
mm); C - Estruturas Microscopicas (Conidio: globoso/esférico, 7 — 10 um, rugoso).

Figura 17. Aspergillus bertholletius numero ITAL 7191 cB (castanha do Brasil) — Identificagéo
Polifasica — Nao cresce a 37 °C. Imagem A — Coldnia a 25 °C CYA (65 mm); B — Colénia AFPA; C
- Colbénia AFPA Reverso; D - Estruturas Microscopicas (Conidio: globoso/esférico, 5,5 — 6,5 ym,
rugoso/levemente espinhoso).
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Figura 18. Aspergillus foetidus numero ITAL 325 fs (frutas secas) — Identificagdo Polifasica.
Imagem A — Colbnia a 25 °C CYA (60 mm); B - Coldnia a 37 °C CYA (60 mm); C — Estruturas
Microscoépicas (Conidio: globoso/esférico, 4 — 5 um, liso/levemente rugoso).

D

Figura 19. Aspergillus bombycis numero ITAL 246 cB (castanha do Brasil) — Identificagdo Polifasica
— Nao cresce a 37 °C. Imagem A — Colbnia a 25 °C CYA (65 mm); B - Colénia AFPA; C - Colbnia
AFPA Reverso; D - Estruturas Microscopicas (Conidio: globoso/esférico, 4 — 7 ym, rugoso)
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Figura 20. Aspergillus ibericus numero ITAL 526 fs (frutas secas) — Identificagdo por Metabdlitos e
Morfolégica. Imagem A — Colbnia a 25 °C CYA (45 mm); B — Colbnia a 37 °C CYA (60 mm); C -
Estruturas Microscopicas (Conidio: globoso/sub-globoso, 5 — 7 ym, rugoso/espinhoso).

Figura 21. Aspergillus caelatus numero ITAL 95 cB (castanha do Brasil) — Identificagdo
Morfolégica, Molecular. Imagem A — Coldnia a 25 °C CYA (40 mm); B — Colbdnia a 37 °C (30 mm);
C - Colbénia AFPA; D - Colénia AFPA Reverso; E - Estruturas Microscopicas (Conidio:
globoso/esférico, 5 — 6 ym, rugoso/espinhoso).
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Figura 22. Aspergillus melleus numero isolamento ITAL 151 cc (cacau) —
Identificagdo por Metabdlitos e Morfolégica. Imagem A — Coldnia a 25 °C CYA (40
mm); B — Coldnia a 37 °C CYA (20 mm); C - Estruturas Microscépicas (Conidio:
elipsoidal/cilindrico, 3 — 3,5 ym, rugoso/espinhoso).

D

Figura 23. Aspergillus flavus ndmero ITAL 62A cc (cacau) — Identificagao Polifasica. Imagem A —
Colbnia a 25 °C CYA (60 mm); B — Colénia a 37 °C CYA (60 mm); C - Colénia AFPA; D — Colbnia
AFPA Reverso; E — Estruturas Microscépicas (Conidio: elipsoidal/esférico, 3 — 6 ym, levemente
rugoso).
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Figura 24. Aspergillus niger ndmero ITAL 632 cc (cacau) — ldentificacdo por Metabdlitos e
Morfolégica. Imagem A — Colbnia a 25 °C CYA (65 mm); B — Colbnia a 37 °C CYA (60 mm); C -
Estruturas Microscopicas (Conidio: globoso/esférico, 3,5 — 4,5 uym, levemente rugoso).

D E

Figura 25. Aspergillus nomius ndmero isolamento ITAL 193 cB (castanha do Brasil) — Identificagéo
molecular e morfolégica. Imagem A — Coldnia a 25 °C CYA (61 mm); B — Coldnia a 37 °C CYA (41
mm); C - Colbnia AFPA; D — Coldénia AFPA Reverso; E — Estruturas Microscépicas (Conidio: sub-
globoso/esférico, 4 — 8 um, rugoso/espinhoso).
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Figura 26. Aspergillus ochraceus numero ITAL 150 cc (cacau) — Identificagdo por Metabdlitos e
Morfolégica. Imagem A — Coldnia a 25 °C CYA (39 mm); B — Colénia a 37 °C CYA (20 mm); C -
Estruturas Microscopicas (Conidio: elipsoidal/globoso, 2,5 — 3,5 um, levemente rugoso/ liso).

Figura 27 Asperqgillus parasiticus numero isolamento ITAL 720 cc (cacau) — Identificacdo por
Metabdlito e Morfoldgica. Imagem A — Coldnia a 25°C CYA (59 mm); B - Col6nia a 37°C CYA (57
mm); C — Coldnia AFPA; D — Colénia AFPA Reverso; E — Estruturas Microscopicas (Conidio:
globoso/esférico, 3,5 — 6 uym, rugoso).
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Figura 28. Aspergillus tubingensis numero ITAL 460 fs (frutas secas) — ldentificagdo Polifasica.
Imagem A — Colbnia a 25°C CYA (55 mm); B — Coldnia a 37°C CYA (65 mm); C - Estruturas
Microscopicas (Conidio: elipsoidal/cilindrico, 3 — 3,5 um, levemente rugoso).

E

Figura 29. Aspergillus pseudotamarii numero isolamento ITAL 791 cB (castanha do Brasil) —
Identificagdo Polifasica. Imagem A — Colbnia a 25°C CYA ( 54 mm); B - Colbénia a 37°C CYA (25
mm); C — Colbnia AFPA; D — Colonia AFPA Reverso; E — Estruturas Microscopicas (Conidio:
globoso/esférico, 3,9 — 9,9 uym, espinhoso/rugoso).
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Figura 30. Aspergillus westerdijkiae numero ITAL 118 cf (café) — Identificagdo por Metabdlito e
Morfologica. Imagem A — Colbnia a 25°C CYA (45 mm); B — Estruturas Microscopicas (Conidio:
globoso/esférico, 2,5 — 3,1 um, levemente rugoso) — Nao cresce a 37°C.

E

Figura 31. Aspergillus tamarii nimero ITAL 76 cB (castanha do Brasil) — Identificagdo molecular.
Imagem A — Coldnia a 25°C CYA (50 mm); B - Colénia a 37°C CYA (55 mm); C — Colbnia AFPA; D
— Colbnia AFPA Reverso; E — Estruturas Microscopicas (Conidio: globoso/esférico, 5,5 — 8 um,
rugoso).
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As Figuras de 32 a 37 apresentam as mesmas espécies isoladas de diferentes
alimentos, mostrando a biodiversidade entre microrganismos de mesma espécie.
Essa biodiversidade se explica pelo fato de serem “selvagens”, cada cepa passou

por uma particularidade e por um conjunto de adversidades que promoveram a ativacéo

de algumas caracteristicas e/ou inibicao de outras.

Figura 32. Aspergillus foetidus — Imagem A - numero ITAL 3253 fs (fuas secas), Imagem B -
numero ITAL 466* cf (café), Imagem C - niumero ITAL 479* cf (café).

Figura 33. Aspergillus niger - Imagem A - numero ITAL 632* cc (cacau), Imagem B numero ITAL
2682 cB (castanha do Brasil).
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Figura 34. Aspergillus caelatus - Imagem A, B, C — numeros ITAL respectivamente 562 cB,
952 cB e 79" cB (castanha do Brasil) Imagem D — numero ITAL 681" cc (cacau).

Figura 35. Aspergillus flavus - Imagem A e B - numeros ITAL respectivamente 582 cB e 31" cB
(castanha do Brasil); Imagens C e D — numeros ITAL respectivamente 1216* cc e 62A3 cc
(cacau).
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Figura 36. Aspergillus nomius - Imagem A e B— nimeros ITAL respectivamente 1325* cB e 193"
cB (castanha do Brasil).

Figura 37. Aspergillus westerdijkiae — Imagem A - ndmero ITAL 118* cf (café) ; Imagem B numero
ITAL 94* cc (cacau) .

Legenda: * Identificagdo por metabdlito; * Identificagdo molecular, 2 Identificagdo por morfologia; * Identificacéo polifasica.
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6. CONCLUSAO

O gerenciamento de uma colecdo exige pessoas treinadas, investimento
financeiro, tempo e espago de armazenamento. O levantamento de todos os dados
disponiveis sobre 0s microrganismos € o inicio do processo de curadoria. Este trabalho
atingiu o objetivo de demonstrar a importancia, para comunidade cientifica, de que o
mundo, e em especial o Brasil, ndo € somente rico em diversidade de amostras, como é
mostrada nesta dissertacdo, mas também no que estes substratos podem conter em seus
interiores, como biodiversidade de fungos do género Aspergillus.

A biodiversidade foi apresentada neste trabalho com as ilustragcbes e com a
apresentacdo de diferentes tipos de métodos para se identificar um microrganismo (a
dificuldade que algumas cepas proporcionam, tendo que utilizar mais de um recurso para
se chegar ate o nivel de espécie), assim como o predominio de uma espécie em relagéo a
outra, que pode ser relacionada, ao substrato (alimentos e nutrientes), condicdes
ambientais (floresta ou campo) e a genética do microrganismo, como o caso dos
Aspergillus section Nigri que apareceram em todas as amostras, devido a caracteristicas
de resisténcia como a pigmentagao dos conidios.

O trabalho de uma colegdo nunca acaba, sdo novas pesquisas iniciando-se, 0
acervo acompanhando este crescimento e o ITAL contribuindo para a Ciéncia dos
Alimentos com a manutencéo do acervo e novas aquisigdes.

Com estes dados levantados, o numero de culturas preservadas, pesquisas
genéticas, comportamentais e taxondmicas podem ser iniciadas.

Algumas atividades encontram-se em andamento como a implantagdo de novas
técnicas de identificacdo, assim como um segundo método de preservagao, além do
estoque de seguranga.

Por fim conclui-se que alguns passos que a WFCC (World Federation Culture
Collection) exige para uma colecdo ja foram atingidos como: definicdo do método de
preservacao, viabilidade do microrganismo, espaco para armazenamento e levantamento

dos dados de cada cepa depositada.
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8. ANEXOS

Tabela 11. Principais caracteristicas morfolégicas do género Aspergillus - baseada em
autores: Horn, (1998); Ito et al. (2001); Peterson et al. (2001); Zotti; Corti (2002); Klich (2002);
Vries et al. (2005); Serra et al. (2006); Frisvad et al. (2007); Noonim et al. (2008); Pildain et al.
(2008); Pitt; Hocking (2009); Samson; Varga (2009); Samson et al. (2011); Sorensen et al.
(2011) ; Varga, et al. (2011); Soares et al. (2012); Taniwaki et al. (2012).

38 § g g
m 33 3 2 g m
(7} Y @ Iy o o
k4 )
% o o §‘
- 22 7 =3 ¢ J =3 2 o
>~ & & 323 3 s 3@ £
o N o 3 w w 3 o
Aspergillus 37 30 Lisa 55 Globosa Globosa 3 Lisa/ Nao
acidus - - JAspera - - Aspera
80 67 (leve) 80 4
Aspergillus > 22 Lisa 55 Globosa Sub - 4 Espinho \%
aculeatinus 85 - - Globosa/ -
33 65 Elipsoidal 2
Aspergillus 65 5 Lisa 60 Sub- Globosa/ 3 Liso Nao
aculeatus - - - Globosa elipsoidal -
70 30 80 5
Aspergillus 60 60 Aspera 28 Globosa Globosa 4,5 Espinho Nao
arachidicola - - - -
65 70 50 5
Aspergillus 65 15 Lisa 30 Globosa Globosa 4 Rugoso Nao
bombycis - -
50 7
Aspergillus 30 35 Lisa/ 15 Globosa Globosa ) Espinho Vv
caelatus = = Aspera = =
45 55 (leve) 38 6
Aspergillus 65 10 Aspera 65 Globosa Globosa 7 Rugoso \%
carbonarius - - (leve) - -
70 30 90 10
Aspergillus 65 55 Aspera 20 Globosa Globosal/Eli 3 Rugoso Y
flavus - - (leve) - /Elipsoidal psoidal - (leve)
70 65 45 6
Aspergillus 45 48 Lisa 30 Sub- Globosa 4 Rugoso Nao
foetidus - - - Globosa - (leve)/
60 65 50 5 Liso
Aspergillus 38 63 Lisa 50 Globosa Globosa / 5 Espinho Nao
ibericus - - - Sub- -
43 70 60 Globosa 7
Aspergillus 60 20 Lisa 14  Elipsoidal/  Elipsoidal/ 4 Espinho \%
japonicus - - - Globosa globosa -
70 50 30 5
Aspergillus 30 25 Rugosa 20  Globosal Elipsoidal/ 3 Espinho Vv
melleus - - - Puntif. Globosa/Cili -
50 35 35 ndrico 3,5
Aspergillus 55 50 Lisa 30 Globosa Globosa 3,5 Rugoso \Y
niger - - - - (leve)
70 70 75 4,5
Aspergillus 40 40 Lisal/ 25 Globosa Globosa/Su 4 Espinho V
nomius - - Aspera - b - -
70 70 (leve) 65 Globosa 8

101

sol9g



Aspergillus
ochraceus

Aspergillus
parasiticus

Aspergillus
pseudocaelatus

Aspergillus
pseudotamarii

Aspergillus
sojae

Aspergillus
tamarii

Aspergillus
tubingensis

Aspergillus
westerdijkiae

Aspergillus
bertholletius

39 35 Rugosa 25 Globosa/  Globosa/Eli 2,5 Rugoso \Y,

- - Elipsoidal  psoidal - (leve)/

59 55 3,5 Liso

60 60 Rugosa/ 20 Globosa/ Globosa 3,5 Rugoso Nao
- - Rugosa - Elipsoidal -

70 70 (leve) 35 6

60 60 Lisa 17 Globosa Globosa 4,5 Espinho Nao
65 70 22 5

60 30 Aspera 26  Globosa Globosa 3,9 Espinho Nao
70 35 38 9,9

60 45 Lisa/ 15 Globosa/ Globosa 55 Rugoso Nao
- - Aspera - Clavata -

70 70 (leve) 35 7

55 40 Rugoso 20  Globosa/ Globosa 5,5 Rugoso \%

- - - Puntif. -

70 70 45 8

40 40 Lisa 40  Elipsoidal/  Globosa 3 Rugoso \%

- - - Cilindrico - (leve)

50 50 60 3,5

49 0 Aspera 20 Globosa Globosa 2,5 Rugoso \

- - - (leve)

57 35 3,1

60 O Lisa 10 Esférica Esférica 5,5 Espinho Nao
- - - - (leve)

70 15 20 6,5

Legenda: U — Unisseriado; B — Bisseriado e V — Variavel.

Tabela 12. Extrélitos encontrados nas espécies de Aspergillus.

Fungo

A.foetidus

Principais Extrdlitos

Asparizina; Piranonigrina A; Nafto-y-pyrones Antafumionisinas (SAMSON et al.
2006)

A. tubingensis

Funalenona; Piranonigrina A; Nafto-y- Pirononas; Asparazina Tensidol B; Malformina
(SAMSON et al. 2006; VARGA et al. 2011b)

A.acidus

Piranonigrina A; Nafto-y- Pirononas; Variavel:

Antafumionisinas (MOGENSEN et al., 2009)

Funalenona; Asparazina;

A.aculeatinus

Neoxalina; Acido Secalonico D e F e Aculeacinas (NOONIM et al., 2008)

A.aculeatus

Glabrinol; Neoxalina; Acido Secalénico D e F (SAMSON et al. 2006; VARGA et al.
2011b)

A.carbonarius

Piranonigrina A; Nafto-y- Pirononas e Ocratoxina A (SAMSON et al. 2006; VARGA et
al. 2011b)

A.neoniger

Funalenona; naphtho-y-pyrones; “MYC” (VARGA et al. 2011b)

A.niger

Piranonigrina A; Nafto-y- Pirononas; variavel: Orlandina; Kotanina (SAMSON et al.
2004; VARGA et al. 2011b)

A.westerdijkiae

Acido Penicilico; Xantomegninas; Viomelleina; Aspergamidas A e B (avraivilamides
= stephancidins) Vioxantinas; Melleina; Ocratoxina A e Circundatinas A e B; NB1
(FRISVAD et al. 2004)

A. melleus

Acido Penicilico; Xantomegninas; Melleina (FRISVAD et al. 2004)

A. ochraceus

Acido Penicilico; Xantomegninas; Viomelleina; Aspergamida A e B; Melleina

(FRISVAD et al. 2004)

A.arachidicola

Acido Kojico; Aflatoxina B1 B2 e G1 G2; Parasiticolida; Acido Aspergilico; Crisogina
(SAMSON et al. 2006)

A.bombycis

Positivo: Acido Kdjico; Aflatoxina B e G; Varidvel: Acido Aspergilico e Crisogina
(SAMSON et al. 2006)

A.caelatus

Acido Kojico; Acido Ciclopiazénico (SAMSON et al. 2006)
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Fungo

A.flavus

Principais Extrolitos
Acido Kojico; Acido Ciclopiazénico; Acido Aspergilico. Variavel: Aflatoxina B
(SAMSON et al. 2006)

A.nomius

Acido Kajico; Aflatoxina Be G; Acido Aspergilico. Variavel: Crisogina (SAMSON et al.
2006)

A.parasiticus

Acido Kojico; Aflatoxina B e G; Acido Aspergilico; Parasiticolida (SAMSON et al.
2006)

A.pseudocaelatus

Acido Kgjico; Aflatoxina B e G; Acido Aspergilico; Parasiticolida (VARGA et al.
2011a)

A.pseudotamarii

Acido Kajico; Aflatoxina B e G; Acido Ciclopiazonico (SAMSON et al. 2006)

A.tamarii

Positivo: Acido Kdjico. Variavel: Acido Ciclopiazénico (SAMSON et al. 2006)
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Figura 38. Arvore filogenética (castanha do Brasil), reconstruido a partir do gene B-tubulina,
sequéncias correspondentes de Aspergillus section Flavi - bancos de dados publicos
(GONGCALVES et al., 2012).
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Figura 39. Arvore filogenética (castanha do Brasil), reconstruido a partir do gene calmodulina,

sequéncias correspondentes de Aspergillus section Flavi - bancos de dados publicos
(GONCALVES et al., 2012).
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Figura 40. Arvore filogenética (futas secas), reconstruido a partir do gene PB-tubulina,
sequéncias correspondentes de Aspergillus section Nigri - bancos de dados publicos
(FERRACIN et al., 2012).
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