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RESUMO

yisando © controle biolégico da produgdo de ocratoxina,
foram estudadas as interagles entre alguns fungos e
armazenamento e as linhagens toxigénicas Aspergillus alliaceus
MNRRL 317, A. melleus NRRL 3I519, A, ochraceus NRRL X174,
A. sclerptiorum- NRRL 5170, A. sulphureus NRRL 4077 & uma cepa
selvagem de A. ochraceus isclada de feii3¥o. Us fungos do grupo
6. ochraceus apresentam crescimento lento, mas quando em
igualdgde de condigles, mostraram—se bons competidores na
colonizago de mein de cultura solido. Nestes experimentos, as
colbnias dos fungos toxigénicos sé foram invadidas por
Aspergillus heteromorphus e Rhizopus arrhnizus NRRL 2382, A
produgiic de toxina n¥o fol inibida, mas sus fluorescéncia
caracteristica no meio CAM sofreu alteragbes variadas, alguns
dias apods o© contato com 16 dos 24 fungos estudados. Guando
cultivados scbre o filtrado de cultura dos fungos competidores,
o crescimento dos fungos toxigénicos fod totalmente inibido por
ﬂspergiilug niger NRRL 6411 e pela cepa selvagem de A. nigery
inibido em mais nue S50% por A. heteromorphus, A. _niger
ATOC 96472, Aspergillus versicolor ATCC 11730, Mugor racemosus ®
Trichoderma viride, e estimulado por R. arrhizus NRRL 2582 e
Trichoderma harzianum. Nestes experimentos, a produgso de toxina

foni totalmente inibida, excsto nos casos onde houve estimulo ouw
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n3c inibig¥o de crescimento. Os  fungos vompetidores quando
cultivados no filtrado de cultura de A, alllaceus NRRL. 317
tiveram sy crescimento totalmente suprimidos entretanto
A. niger NRRL 6411, T. viride e R. arrhizus NRRL 2582 guando
cultivados pela método de bivautografia sobre as cromatografias
de camada delgada do filtrado toxigénico, n3o mostraram zonas gde
inibigao de crescimento e foram capazes de degradar até 1,0 ng
de ocratoxina A presente. Os filtrados ge cultura de
A, hetersmorphus, A. niger NRRL 6411 e T. viride, que foram
bastante eficientes no controle dos fungos toxig@nicns nos
experimentos em meios de cultura, n3o mostraram agio protetora

contra a invas3o de fungos em sementes de feijXo.
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SUMMARY

The econlogical interaction among some storage fungi
and the ochratoxigenic strains Aspergillus alliaceus NRRL 317,
A me)l leus NRAL. 3519, A, cchraceua NRRL 3174,
A. stlerotiorum NRLL 35170, A. sulphureus NRLL 4077, and a wild
strain of A. ochraceus, isolated from bean, was studied, having
in mind, the biological control of ‘ochratoxin production. The
fungi belonging to A. ochraceus group are slow-growing, but
they showed high competitivity in solid culture média if same
candit%ons Lare given. In the direct colony interaction
experiments, the toxigenic colonies were invaded by Aspergillus
heteromorphus and Rhizopus arrhizus NRRL 2582, and the toxin
production was not inhibited, but its typical fluorescence
appeared modified in several ways, after contact with 16 of Z4
fungi under study. When cultivated in the culture filtrate from
competitive fungi, the growth of the toxigenic fungi was
totally inhibited by Aspergillus niger NRRL 6411 and A. niger
wild strain, strongly intibited (above 30%) by A, hetercnorphus,
£, niger ATCC 9642, Aspergillus versicﬁlar ATCC 11730, Mucor
racemosus and Trichoderma viride, and stimulated by R. arrhizus
NRRL 2582 and Trichoderma harzianum. In these experiments,
the toxin production was totally inhibited, except when the
growth was not inhibited, or stimulated. All storage fungl

studied nad their growth totally suppressed when cultivated in



the tosigenic culture filtrate, but when cultivated by the
bhioautography method on thin layer cromatography, #A,., niger
NRRL &411, R. arrhizus NRRL 2882 and T. viride showed no zone of
growth imhibition, and were able to degrade 1.0 pg of
pehiratovin A. The culture filtrates of A, heteromorphus,
A. niger NRRL 6411 and T. viride, whose action in wvitro was
efficient to control the growth of toxigenic fungi, did not

protect bean seeds against invasion of fungi.
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INTRODUGAD

& agricultura, pars apresaentar os niveis de produtividade
pxigidos pelo mercado consumidor, precisa estar baseada enm
pesquisas = tecnologlas avangadas. A produgH#o agricola de
cereais esnvolve atualmente aspectos mais complexos do  que
simplesmente plantar e colher, como sslegio gendtica de
sementes, técnicas de plantio, irrigagiio @ colheita, cuidados
com pragas € ODengas.

Lim aspecto importante na produso de cereais @ o
armazenamenta  da produgio. armazenamsnto inadenquado pode causar
perdas por deteriorag3o das sementas, agdo de. insetos e
roedores. A& detericoragXo das sementes pode ocorrer naturalmente
por agﬁﬁ do seu proprio metabolismo; que ndo & interrompido apos
a colheita, ik por agdo de microrganismos saprofitas
pertencentes & microbiota interna e externa do grioc {($0,88).

A presenga de fungos filamentosos como microbiota normal
dos grios {(os chamados fungos de armazenamento), & importante
N .56 por causar.a deterioragio dos mesmos, mas tambéem  porque
aloguns deles produzem durante seu desenvolvimento substancias
toxicas, gue contaminam as sementes tornando~-as lmproprias para
consumo humano ouw animal. Desde a descoberta das aflatoxinas, em
1961 (BO,1173, até nosseos dias foram identificadas rentenas
dessas substiancias, cuja agdo em seres humanos & animais varia

de intovicaghes agudas a alteragbes citoldogicas & histoldgicas
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generalizadas e alteragles no materia; genético (mutaglnese g
carcinogénese). s toxinas mais conhecidas e estudadas s3o as
aflatoxinas, ccratoxinas, citrinina, zearalenona & {ricotecenos,
devidao Aas suas potencialidades toxicolégias e carcinogénicas, &
frequincia e extensi3o com que contaminam alimentos & ragles e &s
perdas causadas 4 pecudria, suinocultura e outras criagles (BB).
# maioria dessas toxinas sd0 molédculas resistentes 34 0 agdo do
calor; o gue torna praticamente impossivel a detoxificagio de um
alimento (28}). Alguns procesaﬁs de detoxificagdo existentes
wtilizam tratamentos com alcalis fortes, mas sS30 pProcessos
extremamente caros e inviabilizam o alimente para consumo humano
{16,46).

Embora todo alimento seja um substrato adequado para
qualguer fungo, a microbiota de um grio & composta de um cearto
namerc de espéciss dominantes, determinado pela extensio e
qualidade da contaminagdo inicial no campo, pela :ampnsi;%m_
guimica do alimento e pelas condighes (tewmperatura, umidade e
aeragio) em gque os mesmos sAc armazenados.

A presenga de esporos de fungos em cereais & ingvitavel e
normal, e n3o implica gue o mesmo esteia contaminado ou em
processo de deterigragio. 0 que determina a germinagido do esporo
& o desenvealvimento das fungos S3Ap as condigbes de
aréazénamentm, integridade fisica da semente e as relagbes de
antagonismo e sinergismo entere as espé&ieg presentes, Assim, ©
melhor meio de impedir o desenvolvimento desses fungos & atraves
de boas praticas agricolas e de armazenamento. £ recomendavel,
por exemplo, o emprego de técnicas de colheita gue preservem  a

inteqridade fisica da semente, ia que a mesma diticulta gque a
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microbiota externa atinja o interior do gric, onde teria
disponibilidade de nutrientes e umidade necessaria para um
rapido desenvolvimente. E necessario ainda, proteger o grio
durarite o amadurecimento, contra péssaros g insetos, e durante o
armazenamento, contra insetos e roedores.

s Tfungos de armazenamento, embora sejam mais resistentes
gue a maioria dos microrganismos & baixas umidades @ altas
temperaturas, em geral tem uma faixa de tolerdncia bem definida,
e o0 seu desenvolvimento pode ser controlado através desses
parametros. Em relagdo aos fungos produtores de toxina, 0%
pstudos nesta area est3o bastante avangados e, atualmente o meio
mais seguro de se impedir a produgldo de toxinas e a sgtocagem de
rereais em silos e armazéns com temperatura, umidade e agrag 3o
estritgment&"controiaﬁas (97}).

0 Brasil tem apresentado nos ultimos anos safras recordes
de cereais, devido & utilizaglio de técnicas modernas de
agricultura, entretanto, a tecnologia de armazenamento esta em
&pocas pré-historicas, e resume-se a empilhamento de sacas 8
grios no interior de velhas construgles e, até mesmb, BM ruas @
pragas (3,93,100,114,115}). Como controlar temperatura, umidade,
asragio, ag¥o de insetos e roedores? Como tentar controlar a
produclc de toxinas num pals onds as faixas médias anuais de
tempefaﬁura e umidade coincidem com as consideradas étimas para
o desenvolvimento dos fungos toxig@nicos?

Neste caso, o estudo das interaglies ecolodgicas entre as
diferentes espécies de fungos assume grande interfgse para &
compreenado dos mecanismos que controlam a producdo da toxina na

natureza. 0Os estudos nessa area abordam em geral a mais
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conhecida das toxinas, o grupo das aflatoxinas, e tem revelado
resultados esclarecedores & respeito de inibigXo ou estimule na
producio da toxina e no crescimento dos fungos aflatoxigeénicos,
por outros  fungos gue competem pelo mesmo ambiente. g
perspecti?as dessps estudos 530 bastante amplas, pois além de
permitir conhecer a dind8mica de produglo das toxinas na
natureza, possibilita-nos a pesquiss de subsiSncias inibitoérias,
gue possam mals tarde, vir i ser ‘produzidas com itecnologia
apropriada, e utilizadas como fungicidas ou fungistaticos.

Tendo em vista estas consideraghes, escolheu-se o esstuds
das interrelagtbes sntre os Tungos do grupo Aspergillus ochraceus
produtores de ocratoxina, uma potente nefrotoxina com possivels
sfeitos carcinog@nicos, e outros fungos gue apresentam & mesma

digtribuig3o ecolégica.
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REVISHAO BIBLIGGRAFICA

Ocratoxina

Introdugio

0 estudo de metabdlitos toxicos produzidos por  fungos
tornou—se  de grande interesse  a partir da descoberta das
aflatorinas em 19481 (80,117}, apds terem sido identificados como
agentes responsaveis por um surio de mortalidade de perds na
Inglaterra. Posteriormente, as aflatoxinas foram relacionadas
C O ;au%a ge surtos de intoxricagfess agudas  em - poprlaghes
humanas 2 de micotoxicoses em animais, causados pela ingesti3c de
alimentos contaminados cos as toxinas, ou com os fungos gqus  as
produzsm {30}).

Esse interesse levou & descoberta em 1765 das oocratoxinas
{07y (131,132}, uma série de derivados J3,48-dihidro-3-metil-
isocumarinas  (Figura 1}, com agdo nefrotduica e hepatotbxica,
produzidas  por  fungps  do grupo Aspergillus oochraceus g2  por
alguns Penicillium spp. S#o conhecidas as ooraioxinas A
{PM= 403), B (FM= 34%9), © (FPM= 431), é{ {PH= 254}, }3 {(PM= 2223,
A-hidroxi-ocratoxina A (ou ocratoxina D, PM= 419) & ésteres
metilicos das ncratoxinas A 2 B oTA~-M & 1B-M,

respectivamente) (Figura 1} (21,28, 132},
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Biossintese

As ocratoxinas sdo produtos do metabolismo secundario, e,
como  tal, sua sintese sé & iniciada apés o término da fase de
crescimento, guando a exaustldo des elementos essenciais, como
carbono, nitrogénico ou foésforao, provocam & interrupeZo da
divisdo celular e o acimulo de substadncias produzidas durante o
metabolismo primario. Esse acﬂmﬁlm ativa ou induz a sintese de
enzimas necessarias as reagies do metabolismo secundario (128).

Estudos sobre a biossintese de OTA mostraram que a unidade
isocumarina & formada via acetato-polimalonato, & partir de uma
unidade acetaty e guatro unidades malonatog; o grupo carboxil
{Cy4) provem do reservatorio C; (metionina) e a unidade L- F -
fenilalanina (sintetizada via acide chiguimicp) & incorporada
enzimaticamente & moléculs por ligag3o amida com o carbono 1l
(L33). Ferreira & Pitout (54) demonstraram a exist®ncia de um
sistema enzimético no micélio de A. ochraceus capaz de realizar
essa ligagdo in vitro. Ainda n3o estd bem esclarecido de que
forma, e em que ponto da biossintese, o atomo de cloro &
incorporado & molécula, mas & 2 provéavel & 2 agdo de uma
cloroperaxidase (70}. Huff e Hamiiton {70) propiem um esquemna de
biéﬁsintase para a orratoxina A, em gque a condensagio do acétatg
com as quatro unidades malonato, seguida de ciclizag3o e
arcmatiza;ﬁé, fornece a meleina, um metabdlito também isolado de
algumas linhagens produtoras de OTA {94), a gual passa por
reaglbes de metilagdo e oxidagdo, formando GT}Q . Esta,'por sua

vez, sofre halogenagio, formando a OT Q{ , Que ent3o reage com
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um éster de fenilalanina, formandg O7TC,. Segue-se uma reaglio de
desesterificagio para formagdo do metabolito final, a OTA.

A fungde da produgd3o de metabdlitos secundarios no
desenvolvimento dos fungos ndo ests bem esclarecida. Tem sido
propostas algumas hipbteses, como a de gque essas  substa8ncias
Ifuncionariam como reserva de nutrientes, ou a de gue seriam uma
adaptas o evclutiva contferindog wvantagens na colonizagdo do
ambiente (128}, Pare Turner ({128}, o importante n3o & o
meatabdlito final em si, mas ﬁim o processo  metabdlico, que
removeria alguns produtos do metabolismo primario, impedindoc gue
se  acumulem em niveis tOxicos para a celula ¢ permitinde que ©
metabolismo primaric funcione continuamente. Lillehoj (83)
prop@is um modelo para explicar o papel dos metabHlitos
secundérios num contexto ecolégico e svolutive, no gqual o
metabbdlito secundario toxico concede vantagem competitiva ao
organismo produtar apenas em condigies deg desequilibrio
ecoldgica. Nos periocdos de estabilidade ecologica, onde ocorrem
interagles simbidticas entre as espécies, s3o dessnvolvidos

mecanismos de repressio da sintese de toxinas.
Microrganismos Produtores

| Pentro das dezessete espécies que comple o Qrupo
8, ochraceus (19,110,130} foi verificado pn? Hesseltine et al.
(63) que sete delas, A. alliaceus, ‘A, melleus, A. | ochraceus,
A. ostianus, A. petrakii{, A. scleratiorum e A, sulphureus, s3o
capazes de prﬁduzir puratoxinas. Bastos (10} detectou a

acorrdncia de OTA e OTR em esclerfcins de A. melleus NRRL 3519;
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@ Paster & ULisker (102) detectaram a3 pcorrgncia de OTA ncé
esclerdcios das linhagens NHRL 3174, NRRL 5220, NRRL 4319 e CMI
13242 de A, orhraceus. Cepas toxigénicas de A, ochraceus foram
ispladas de amendoim, arroz, café, cvereais, feijio, Feijilo
vermelho, feno, lapule, ailho, nozes pecan, peixe seco, pimenta,
presunto curado, ragd3o de aves e sorgo (21}). Lepas toxigénicas
de A. melleus e A. sulphursus foram isoladas de castanha-do-para
& pegixe seco (21). Esses fungeos encontram—se exiensamente
distribuidne na natureza, e s3o considerados pela classificagio
tie Chrigtensan & Kaufmann {18) como fungos de armazenamento, uma
vez que, para sew desenvolvimento necessitam de umidade relativa
de B80% {o que corresponde em grios & um contelddo de &gua de
15-16%), @ temperatura na faixa de 20-25°C (17).

Qantro. do g@nerco Penicillive, P. tomune, P cyclopium,
P, palitans, P. purpurescens, P. variabile e P, viridicatum sio
citados como produtores de ocratoxina (21). Cepas toxig€nicas de
P, viridicatum foram isoladas de amendoim, cevada, feijdo seco,
milho, presunto, ragi3c mista de aveia, centeio e cevada,
salsichas fermentadas ¢ trigo (21,76}, E interessante notar gue
estas gspecies e Penicillium sdo conhecidas Come
pronunciadamente psicréofilas, o© gue explica sua presenga en
alimentos estncadmé a baixa temperatura. P. cyclopium e
P. wiridicatum tem temperatura minima de crescimento a 2°C e
P. palitans a 4PC, (72).

Os fungos produtores de ocratoxina tem sido  implicados
também na produ;am de outros metabdlitos toxicos. Qentfm do
grupe A, ochraceus, algumas linhagens ocratoxigénicas produzem

também scido penicilico (24), meleina e 4-hidroximeleina ({(94),
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xantomegnina e viomeleina (48,113}, acido secalfnico & emodina
(143}, acidos aspergilico, nagaspergilico =3
neohidrosiaspergilico {9y, 141}, adcido kdjico {141) e
aspocracina {21}, No género Penicillium & muito comum a
ocorrgnecia de isolados produtores de mais oe um meiabdlito
secundario, o gue levou alguns pesquisadores & propor a
classificag¥o destes fungos em grupos de acordo Ccom  suas
caratcteristicas metabdlicas (25,56). Quando os microrganismos
s¥o capazes de sintetizar mais de uma toxina, a produgdo e a
guantidade de cada metabdlito depende de condigles ambientais e
nutricionais. Por exenplo, no cvaso dos A, ochraceus, baixas
temperaturas {(10-200C) favorecem a produgio de acido penicilico,

@ temperaturas mais altas (28°C) a sintese dp ocratoxina (24},
Ocorréncia de Contaminag3ic Natural por Ocratoxina

Tem—se detectado ocratoxina A e B ocorrendo naturalmente
em ampstras de amendoim, avela, cafée verde, ceniteio, cevada,
feij¥o branceo, milho, ragbes, ragi, sorgo e trigo {21,121},
Ooratoxina C raramente é encontrada comp contaminante de
alimentos, mas sua ocorrencia ja foi constatada em ragbes que
continham concentragdes elevadas dg 0OTR (&1). Esteres das
acratoxiﬁas 8 e B foram detectados somente em alimentos

contaminados artificialmente em laboratério (120).
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Toricidade das Ocratoxinas

As diferentes ocratoxinas mostram diferentes propriedades
fisicvo~quimicas e toxicolégicas., Chu et al. (20} demonstraram
que a toxicidade das ocratoxinas estd relacionada 4 constante de
dissociagdo do grupo hidroxil-fendlico. Assim, as ocratoxinas A
e £, que tem pK neutro {(entre 7,05 e 7,10) s3o as mais potentes,
enquanto a 0T g{ , com pK alcalino (11,0) & considerada no
téxica. A& OTE tem pK e toxicidade aproximadamente dez vezes
menor que a UTA. Us ésteres de UTA tem toxicidade semelhante a
OTA e o5 ésteres de OTB ndo apresentam toxicidade (120).

0 valor de LDgg oral da OTA para ratos & de 22 mg/kg para
machos = 20 mg/kg para fémeas, significando que, para esta
espécie a toxicidade aguda de 0TA & aproximadamente metade da
toxicidade aguda da aflatoxina By (7&).

Em alguns animais de grande porte estudados, camu-porccs =
cEes Beagle, os sintomas de ocratoxicose aguda se caracterizam
pur anarexia inicial, perda de peso, vOmitos, tenesma, aumento
de temperatura retal, conjuntivite, amigdalite, polidria,
deéidrata;am, prostrag3o e morte no pericdo de 11 a 14 dias
(i21). A alterago da funglo renal & indicada por polidris,
polidipsia, glicosdria, proteindria e aumento na excregdo renal
de algumas enzimas (76). As alteragBes histo-patolégicas se
concentram nos rins e tecidos linféticnﬁ,-cara:terizandamﬁe par
necrose e descamagio de células epiteliais nos tdbulos renais
proximais e necrose dos centros germinativas no bago, amigdalas,
timo, linfonodos e nodulos linféticos. Alteraghes moderadas 6o

figado e mucosa gastrointestinal podem também ocorrer guando a
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dose administrads =3 muito alta. Essas alteragbes SHO
acompanhadas de alteragbes bioquimicas epspecificas (21,76},

Haves € Hoesdd (&63) demonstraram alguns eteitos
teratog@nicos de OTA em camundongos, como  morte embriondria,
perda de peso fetal, malformagdes cranicfaciais, exencefalie,
anoftalmia, sindactilia e polidactilia, entre outros. Efeitos
semelhantes foram observados em ratos, hamsters e embrifles de
galinhas (121). |

Devido & sua estrutura molecular, as ocratoxinas tem
possibilidade de formar ligagles hidrofilicas e diOnicas com
macrompléculas., A interagdo das ocratoxinas com as albuminas do
sangue tem sido estudadas em detalhes e demonstradas in vitro e
in wvivo (21). Pitout (106) demonstrou in  vitro qua.naa oCcorre
ligagdo entre a OTA e os Acidos nucleicos.

Quanto & um possivel efeito carcinogénico das ocratoxinas,
devido A presenga do anel lactona insaturado na molécula, ha
mais controvérsias do que evideéncias concretas (21). Um  grande
namero de experimentps in vitro tem revelado a auséncia de
mutagenicidade para 0TA. Bendele et al. {1l) num trabalho
recente de avaliag¥o sobre o potencial genotéxico de 074,
realizados numa bateria de testes in vitro e in vivo,
gemonsiraram gue OTA n¥o foi mutagénica para Salmonella
thyphimurium com ou sem ativag3o metabolica, em concentragles de
50~600 ug/ml  (Teste de Ames) ou de 0,1-1000 ug/ml  (ensaic em
placa gradiente); n3o induziu sintese de DNA n3o programada
{UDS) em culturas de hepatGocitps de ratos expnstos &
concentragtes de Q,000025 a 300 ygfml; n¥o aumentou o numero de

pmutantes reversos L517TKY/~ de linfanomas de camundongos
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expostns & concentragbes de 0,1 A 12,5 ug/ml; bem como n3Ep
provocou élteracmas significativas na permpta de coromatides
irmas em células de medula dssea de hamsters chineses expostos &
concentrasbes de 25 & 400 myg OTA/Kg de peso. Para a OTB sozinha
nAo | foram realizados estudos de genotouxicidade tu]?]
carcinogenicidade, entretanto, fol demonstrada mutagenicidade no
teste_ de Ames com ativaqab metahdlica, para uma mistura de 8584
de OTA + 139% de OTB {7?)._Experimentos in vivo em trutas arco-
iris demonstraram um efeito co-carcinogénico da O7A guando
administrada Junto com acido estercdlico, provocando
aparecimento de tumores hepatices (39). Em 1976, a Agéncia
Internacional para Pesquisa do Clncer (IARL) concluiu que todos
s estudos de carcinogenicidade até ent3o realizados para 078
eram inadeguados em termos de niamerp de animais usados g taxas
de sabreviv@ncia {7&y. Em 1978, Kanisawa & Suzuki {74)
demonstraram em ratos indugdo de tumores renais por DTA, bem
COMS  um efeito sinergistico desta toxina na
hepatocarcinogenicidade de aflatoxina 8. Bendele et al. (11}
realizaram wum estudo de carcinogahicidade por 24 meses com
camundongos BC&3FI£macha9 e fémeas) alimentados com 0,1 e 40 ppm
de 0OTA, a gual demonstrou ser nefrocarcinogénica e fracamenie
hepatocarcinog@nica. Ouanto ao fato de compostos, como a OTA,
gque apresentam respostas negativas nos testes mutag®nicos,
mostrarem—se carcinogénicos em alguns testes com  animais de
laboratdrio, Bendele et al. {11) atribuem trés possiveis
explicaghes: a incapacidade dos sistemas testes utilizados em
gerar carcinédgenos intermediérios apropriados; 3 presenga de um

fator desconhecido causando neoplasia nos animais £ ainda &
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pureza dos compostes usados nos estudes in vivoe.
Metabolismo das Ocratoxinas

Estudos de metabolismo de 07TA em ratos (122) demonstraram
que &Y% da dose administrada intraperitonialmente (IP) ou
oralmente, é& excretada pela urina como OTA, 1-1.85% como 4{(R}-
hidroxi~0TA e 25-27%4 como o7 G{ . Apenas tragos de 0TA e 0T Ci
s3ic encontrados nas fezes. Incubando-se OTA com microssomo  de
figado humano, de rato ou porco, na presenga de NADPH, formam-se
dois metabdlitos hidroxilados: 4{R} e 4{(5)-hidroxi-0OTA (122). Na
presenga de micrpssomo de coelho e NADPH, além desses dois
metabblitos hidroxilados, & formado um terceiro: 10~hidroxi-DTA
(123},

éuandc 0OT8E & administrada IP em ratos, sio excretadas pels
urina 9,6% da dose, como OTH, B,7% como 4-hidroxi~O0TB e 35,24
como  OT /3 » Na presenga de microssomos de figado de rato e
NADPH & formado um metabblito hidroxilado: 4{(R)-hidroxi-0TB.
Quando 07A e OTB s#o administradas juntas IP, n3o ha difersnga
entre =1 proporgSes de metabdlitos exaretadas (1235, <)
administragdo de OT ci g 0T ,3 em ratos mostrou qgue estes
metabdlitos ngo s30 metabolizavels nem absorvidos pelo
organismo: 0% de OT 0( & epxcretada em 48 horas e 108% de BT)B
gm 74 horas (122,1233.

Fuchs et al. (57) estudando o© metsbolismo de arc
administrada a ratos por via vral ou intravenosa, demonstiraram
gque nos dois casos a toxina & rapidamente convertida em QTG,

possivelmente pela agdn das esterases do sangue e da
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guimotripsina do trato intestinal.

{0 estudeo do metabolismo de OTA em varas demonstrou gue
quande administrada em pequenas doses (0,23 mg/skg), ccorre
excreglio de OT {i pela urina em 30 minutos, enguante doses
elevadas (113 mgsfkgl) provocam excregio de O0TA e OT G{ pela urina
e leite {(21).

Pliszezynska & Juszkiewics (108B) administirando doses orais
de 5 mg/kg de pesn a codornas botadeiras, detectaram 0OT& nos
ovos, até 7 dias apds a adainistragso, sendo gue a concentrag3o
méxima foi de 2,06 pg/ovo, em 72 horas. Com doses de 1 mg/kg de
pesn, ndo foi detectada presenga de O0TA nos ovos; & com doses de
20 mg/kg de peso, cessa a produglo dos mesmos, 96 horas apos  a
administragio.

Qevida. 4 ligagdo amida na molécula, as ocratoxinas podem
sar hidrolisadas por algumas enzimas protecliticas cms
rarboxipeptidase A e a( ~quimotripsina {107), formando OT { =
iTF}B ; o que possivelmente funciona como um sistema de
detoxificagido in wvivo. |

0 fato de alguns produtores de ocratoxinas prodazicen
também outras micotoxinas levou ao estudo das interagles toxicas
entre elas. Acssim, foi demonstrado efeito toxicolégico
sinergisticeoe entre poratoxina e citrinina {11&), acido

penicilico (94,116) e patulina (21).
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Gcorréncia de Ocratoxicoses

Entre animais a ocratoxina tem sido relacionada &
nefropatias suinas na Dinamarca, Suécia, Irlanda e Iuguslavia
{(76,105) & a nefropatias em aves nos EUA (121).

0s casos de nefropatia suina na Dinarmarca s3o endemicos,
com surtos epidémicos em 1953 e 1971, associados as condigbes
climaticas (76). Tem sido nntada uma forte associagido entre &
doenga e a presenga de 0TA em cereals usados na alimentaglo dos
animais. (O exame de 19 porcos de uma fazends onde o8 animails
haviam side alimentados com um lote de cevada contaminada com
0TA, demonstrou na andlise histologica o desenvolvimento de
nefropatia caracterizada por vérios graus de degeneragdo dos
tibulos rEnais proximais, formagdo de . tecido conjuntivo
interaticial e esclerasaments glomerular, bem comg a'presengé de
0T em gquase 100% dos rins examinados. Esse mesmo inte de cevada
f0i wutilizado para desenvolver experimentalmente nefropatias em
porcos, demonstrando as mesmas  alteragbes histolbgicas na
estrutura renal. Uma posterior confirmag3o foi obtida guando se
conseguiu  desenvolver nefropatia com as mesmas caracteristicas,
adgministrando aos porcos UTA cristalina (76].

Pepelinjak & Cvetnic (103) estudandoc a relagio entre
nefrmpatia suina g contaminagdo de alimgntns em areas
nefropaticas e n¥o nefropaticas na Iuguslavia, demonstraram ser
a cantaminé;&a de alimentns por O0TA muito maior nas Areas
nefropaticas, apesar da distribuiglo similar dos fungos em ambas
as areas, bem como a ocorréncia de residucs de OTA nos rins,

figado e sangue de porcos nas areas nafropaticas e ausfncia nas
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areas ndo nefropaticas.

Embora nd3n tenham sido descritos casos humanos de
nefropatia micotébxica, e dados de expeosigio humana sejam
difireis de se obter, n¥o se pode excluir a possibilidade de que
algumas doengas renais no homem sejam causadas por otratoxina. A
OTA tem sido associado como causa da Nefreopatia Balcoc@nica
Endémica, uma dpenga fatal, com distribuiciip sexo-especifica,
gque atinge habitanites de certas areas ﬁa Iuguslavia, Bulgaria 2
Roménia, devido a semelhanga desta doenga com a nefropatia suina
pspontanea e induzida, e devido ao alto nivel de contaminagdo
dos alimeﬁtos com a toxina, nas &reas end@micas (76). Entretanto
a presenga de O0TA no sangue de habitantes de vilas consideradas
hiper e hipoend@micas foi muito similar, nHEo permitinda uma
relagido causal muito clara entre 07TA & a nefrupaiia {121).

éeaquisadmr&s dinamargueses também tentaram demonstrar

semelhangas entre uma doenga de fazendeiros em certas areas

rurais da Escandinavia e a nefropatia suina (21).
Medidas de Controle da Produglio de Ocratoxina

As oceratoxinas s3o bastante estaveis ao calor, resistindo
até mesmo & auteclavagem por trés horas, em cereals e farinhas
(126}, sendo portante dificeis de serem destruidas gquando
presentes em um alimento. Estudos visando o controle ou
descontaminagdo de OTA em alimentos englobam a aglo de agentes
antifdngicos, como sorbatos, propionatos e benéoatms
{6,111,125); substlncias naturais, como condimentos, érvaa,

partes de plantas e cafeina (6,14,65,66,67); inseticidas, como
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fosfina, tetracloreto de carbono e diclorvos (21,142); radiagles
ionizantes (103} e contrele de condigBes ambientais,
principalmente umidade e temperatura (77). Chelkowski et al.,
{16}, observande a decomposigdo de OTA em cromatografia de
camada delgada, guando exposta & vapor de ambnia, propuseram um
método de descontaminag¥#o de cereais usando 2ZY de amdnia A
temperatura de 20-50°C durante 4 a & SEM3Nas. Madsen et al. (B4)
fizeram um estudo de descontaminag¥o de cevada para posterior
utilizag3s comp raglo animal, usando tr@s tipos de tratamentos:
5% NHx~70°C/9&6 horas, com NalOH 0,5%/74%900C, e autoclavagem a
13790/5 minutos. Os trés tratamentos reduziram o conteddo de OTA
para niveis aceitaveis. Entretanto, porcos aiimantadqs com estas
raglies descontaminadas, apresentaram residuns de OTA nos rins e
tigado, em concentragbes maie altas que o esperado. A explicagio
dada pelos autores para esse fato, & que & retoxificag¥o da OTR
em solug¥o alcalina deve ocorrer por hidrdlise da unidade

lactona, mas essa reagdo & reversivel no pH scido do estBmago.

Interagies Microbiolégicas e Contreole da ProdugHo de Mico—

toxinas

Interagies entre Microrganismos

tma vez gue o crescimento fungico em um alimento raramente
ocorre comp cultura pura, o estude das interagbes ecologicas

entre  fungos que colonizam um mesmo substrato, pode faornecer



32

maipr compreensic sobre Os mecanismos que controlam a  produgdo
de toxina ha natureza.

As interagBes ecol6gicas podem ser do tipo antagOnica ou
sinergista. O antagonismo entre dois microrganismaos gue competemn
pelo mesmo substrato, pode se dar de forma ativa ou passiva. O
antagonismo ativo ovorre quande ha inibiglo por contato (a hifa
do fungo antagonizado sofre plasmblise ao entrar em contato conm
a hifa dp fungo antagonista), alteragio do substrate (o
antagonista produz e excreta para o ambiente, antibidticos,
acidos, etc, que inibem o crescimento do antagonizade) ou guando
ha micoparasitismo (as hifas dos dois fungos entrelagam-se,
sende oque O parasita pode matar seu hospedeirc ou viver emn
simbinse com ele}. No antagonisme passivo n3o ha inibig¥o de um
micrmrganiﬁm? pelo outro, mas sim competigio por e&spago ou por
nutrieétes pesencizis ao desenvolvimento, tom vantagem para o
microrganismo gue estiver em maior numero, que posuir maior taxa
de creécimante, oy melhor aptid3o para explorar o substrato, (21
interaghes sinergistas favorecem um ou ambos os microrganismos
na ocupaclo do ambiente (33).

Afim de melhor explicar as relaghes Que ocorrem entre os
microrganismos na natureza, alguns éutores tem proposto
classificagBes das interagbes entre eles, baseados nos efeitos
subre o desenvolvimento dos microrganismos estudados. Wicklow
(137) estudando a hierargquia competitiva entre ascomicetos,
rlassgificou o©s tipos de reagbas que ocorren entre daois fungos
em cinco classes : {A) entrelagamento matuo entre os fungoss (B]

nibigd¥o mGtua por contato, onde O espago entre as duas coltGnias

P

& pegueno, mas claramente definido; (L) inibig¥doc mitua a
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dist8nciay (P} inibig3do de um microrganismb por contato, o
antagonista continua & crescer com ou sem mudanga na velocidade
de crescimento sobre o micrmrganismo inibido, {(E) inibigdo de um
mitrafganisma a4 disgtancia, o antagonista continua & crescer,
com ou  sem mnudanga na velocidade de crescimento, sobre ©
microrganismo inibido. Hyppel (71) classificou o5 efeitos
inibitérioe de algumas micorrizas sobre Fomes annosus em quatro
classes: (1} inibig¥o, com formagae dé uma zona nEo  invadida
entre duas colfniasy (2) n3¥o agressio, ambos os fungos crescem
normaimente até gue suas bordas se encontrem; (3] invas¥o, &
micorriza cresce sobre F. annosus, que aparentemente cessa o
crescimento; (43 invasdo inversa, F. annosus cresge  sobre  a
micorriza.

Em relag3o aos fungos toxigenicos, as interagBes que
ocorrem entre eles e outros microrganismos, podem interferir no
seu  metabolismo, inibindo ou estimulando a produgdo de toxina.
Podemns também encontrar microrganismos capazes de degradar
micotoxinas, para usa-las como nutrientes, Qu para nEa  saremn

inibidos por elas.

- Efeito de Microrganismos Competidores no Desenvolvimento de

Fungos Toxigénicos

Embora estudos sobre interagdes entre fungos do grupo
A. ochraceus e outros microrganismos sejam raros, esses estudos
s%n extensos para os fungos produtores de aflatoxina {(A. Tlavus

@& A, parasiticus).
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Ashworth et al, {5} verificaram gque O desenvolvimento de
&, *lavue em amendoim & limitado pels competig3o com oulros
fungos que também costumam aparecer nNas sementes, e omo
ﬂsbargillus niger e Rhizoctonia solani. Alen dissﬁ, f. niger,
R solani, Mutror phaseoli e Fusarium roseum demonstraram
capacidade de degradar aflatoxina By presente em substrato
ligquido ou em vagens e sementies de amendoim.

0 cultivo de uma linhagem de Rhizopus arrhizus usada na
produgo de Tontjom" (bolo de.amenduim fermentado, alimento
tipico da Indongésia) junto com A, flavus toxigénico, inibe a
produglo de aflatoxina e também metaboliza a toxina pré-formada
{72).

Boller & Schroeder estudaram a influéncia de
Asﬁerg{llus chevalieri (12) e Aspergillus candidus {13} na
produglo de aflatoxina em arroz por 6. parasiticus. A inocculagio
simult8nea de A. parasiticus e A. chevalieri n¥%o reduz a invasio
dos gr3os por A. parasiticus, mas reduz o nivel de toxina em ate
100%. No caso de A. candidus, O Que S8 verificou foi a
predomingncia desse fungo nos grios em 7 dias, apos o gue, pouca
ou nenhuma aflatoxina foi detectada. Guando ¢ indeculo de
&. parasiticus foi maior que o de fi. candidus, a produgio de
aflatoxina foi de apenas 3 & 54 da produgo obtida no controle.

Alderman et al. (1)} estudaram a produgdo deo aflatoxina e
rubratoxina por A. parasiticus e Penicillium rubrum quando
cultivados ‘ sorinhos, Juntos, ou CoOm Penicillium italicum ou
tactobacillius  plantarum, enrontrande  aumento de  produglc da
toxina na presenga de culturas mistas de F. rubrum e

i.. plantarum e diminuigdo na presenga de P. italicum +
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L, plantarum, P, rubrum e L. plantarum. N3o houve alteragio de:
produgdo na presenga de P, iltalicum.

Weckhach & Marth {134) simularam um ambiente competitivo
para produglo de aflatoxina por A. parasiticus NRRL 2999,
inocculando esporos do fungo toxigénico em YES Juntamente com
BHEHOros de Rhizopus nigricans NRRL. 147&, células de
Saccharomyces cerevisiae NRRL Y-1463, Brevibacterium linens
NRRL B-4210 ou Acetobacter aceti NRRL B~999. 0Os resultados
obtidoes com 10 dias de incuba;%o.a 28°0¢ demonstraram inibigio de
crescimento e produgdo de toxina, de forma acentuada em presenga
de R. nigricans e S. cerevisiae e menos aceniuadsa em presenga tie
B. linens; e aumento de crescimento e produg3io de toxina em
presenga de A. aceti.

Barbusa et al. (7) verificaram que cepas toxig@nicas de
&, flavue e A. parasiticus s¥o fracas competidoras frente a 735%
dos componentes da microbiota de uma determinada ragio de aves,
Iswlados pertencentes aos genercs Aspergillus grupo wentii,
Penicillium sp, Fusarium sp & Trichoderma sp aprasentaram
indices de antagonismp superiores aos apresentados pelos fungos
toxigBnicos.

Eil-Bendy & Marth {51) estudando a interagdo de

&. parasiticus e Lactobacillus casei em caldo de sais minerais-
glicdae, demonstraram gue b.. casei inibe parcialeente a sintese
de aflatoxina, aumenta a taxa de degradag3o da tnxina pelo
préaprio miéélia e tem seu crescimento estimulado pela  presenga

do fungo.
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Durackoviec et al. (47), estudando a produgdo de
biomassa o de aflatoxina By e Gy por A, parasiticus NRAL. 2979 an
milho contaminado com Trichothecium roseum ZIMTF 1226 e
Fusarium sp IMTF 1215, verificaram uma redugdo de 22 a 43% na
quantidade de aflatoxina By, e de 36 a 4B% na de aflatoxina By~

Mendes (90) verificou redugdo no crescimento & na produs o
de toxina por A. flavus QHRL 3357 e A. parasiticus UNBF A-1Z,
causados pelos filtrados de cultura de Aspergillus candidus €
Penicillium steckii. & prévia inoculag3o de A. candidus ou
P, steckii em gr¥os de feijlo, reduziu a colonizagdo dos mesmos
pelos fﬁngoﬁ toxigénicos e inibiu em torno de 30% a produgdc de
aflatoxina.

Etrlich et al. (49) detectaram diminuigdo na ﬁrndugéw de
aflatoxina e acido secaltnico, usando culturas mistas de
Ao flévus ou A. parasiticus e Penicillium oxalicum, ispladas de
um mesmo lote de milho com contaminagdo extepcipnalmente baixa
de aflatoxina. 0 cultiveo destas culturas juntamente com
fFusarium spp, também contaminante deste milho, n3c afeton a
produgi3c das toxinas.

& inotulasgds de esporos de A, flavus em culturas de
Streptococeus  lactis impediu a formag3o de toxina, embara nEc
tenha afetado o crescimento do fungo. A inoculagio de 8. lactis
em rultura de A, flavus, diminuiu acentuadamente o nivel de
aflatoxina, demonstrando gue além de inibir a sinteses, 8. lactis
também & capaz de degradar a toxina pré~formada (4).

Erlich (50) cultivando cepas de A. parasiticus toxig@nicas
juntamente com linhagens mutantes de A. parasiticus incapaias de

produzir aflatoxina, observou redugidc substancial no nivel de
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toxkina prqduzida, mesmo guando o indgcule inicial da linhagem
toxigénica era 100 vezes malor que o das linhagens mitantes.

A grande coincidencia entre os nichos ecolbgicos de
fispergillus niger e dos fungos do grupo A. flavus tem levado
varios autores a estudar as interagdes entre eles, 2 os efeitos
sobire a'produgao de aflatoxina. Burnett & Rambo (13) verificaram
que o filtrado de cultura de A. niger inibe a sintese de
aflatoxina por A, flavus em meio liquido e em sementes de
amendoim, sendo que as subst@ncias inibidoras s¥o estaveis ao
calor. Foi verificado ainda, que A. niger detoxrifica guase
totalmente aflatoxina em meio liguido apds 8 dias de incubagdo.
Wicklow et al. (138) ndo detectaram produgdo de aflatoxina in
vitro, em grios de milho, por A, flavus NRRL 6432 na presenga de
Aspurgillus .niger NRRL 6411 ou Trichpderma viride NRRL 6418,
Horn & Wicklow (&%) determinaram que a inibiglic da produgdn de
aflatoxina in vitro por A. flavus NRRL 4432 em qgrios de milho
por A. niger NRRL &411 é devido ao abaixamento de pH para manor
ou igual a 3,4. Além disso, O extrato aguosn de milho,
fermentade por A. niger, também causa inibiglp na formagdo da
toxina. Wicklow et al. (139) estudaram gue efeitos, a inoculagdo
comjunta de uma mistura de esporos de A, flavus {linhagens NRRL
65386, 6537, &539, 6540, 6575, 6577, &578, &579, &£580 e &381) e
A. niger {linhagens NRRL 6408, &611 e 13542) acarreta para a
colonizagl3o € produsdo de aflatoxina em espigas de milhe no
campo, antes da colheita, & verificaram gque oS grios infectados
apresentavam altos niveis de contaminagdo com a toxina, embora
substancialmente menores gque o controle. 0O pH dos grions

infectados ficou em torno de 5,45, indicando que a espiga en
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amadurecimento funciona como um sistema tamponante, impedindD
que © acusulo dos metabdlitos de Al niger atinja um nivel de
acidez sufigiente para prevenir a produgdo de aflatoxina.
Posteriormente (140), foram estudados, Jjuntamente com A. nigear,
sutros gquatro competidores, Acremoniun gtrictum {linhagens NRRL
&415, 13540 e 13541), Fusarium moniliforme (linhagens NRRL 6413,
13543, 13544), Penicilliunm funiculosum (linhagens NRRL &420,
12547 e 13548) e Penicillium oxalicum {linhagens NRRL 6416,
13545 e 13546}, verificando—sé gue, apesar do alto nivel de
contaminac3o por aflatoxina pos grios irngrulados @ nos  grans
adjacentes a eles, 05 fungos competidores, particularmente
moniliforme,  impediram que A. Tflavus infectasse e
contaminasse outros grios na mesma espiga. Foi constatads ainda,
que a infecgIo dos graos pelos fungos estudados s  grorre  Se
hmuveridano fisico das espigas.

Devi & Polasa {(3%5), cultivando A. flavus em combinagdn com
CRRAS toxigenicas de Asperglllus ochraceus ou Aspergillus
versicolor, obtiveram produgio de aflatoxina By, mas n3o de
poratoxina A ou de esterigmatocistina. Com © cultive conjunto de
A, opehraceus e A, versicolor, 0S autores opbitiveram apenas

oeratoxina A.

Misliver et al. {92} estudaram a produgdco de aflatoxina
por A. flavus em meio de cultura, na presenga de varias Cepas,
algumas das guais toxigeénicas, de Aspergillus ochraceus {(0OTR),
Aspergillus’ versicolor {esterigmatocistinal, Penicillium
citrinum (citrinina), Penicillium cyclopium {&cido penicilico) =
Pericillium urticae (patulina e grisepfulvina), verificando gue,

enguanto A, ochraceus e 6. versicolor aperentemenie n3o influem
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rna produgdo da tmxina. as espécies de _Penicillium produzemn
metabblitos termo-sstavels, diferentes cdas toxinas citadas, gque
diminuem a produgdo de aflatoxina. Da mesma maneira, & produg 30
de toxinas pelas espécies de Panicillium & suprimida na presenga
de A, flavus. Estes efeitos, entretanto, n3o foram t3o evidentes
quando as espécies foram cultivadas em milho, “pinto beans” €
soia (127).

Barr {8) ptilizou as bactéria% Kipbsiella agrogengs
NCIB 10102, Bacillus subtilis NCIB 887%Z, Lactobacillus brevis
NCIB ?4?, tactobacillus buchneri NCIB 8007, Fediprotcus
arcidulati NCIB &9%0 e Streptococcus faecium NCIB 943, cenhecidas.
por produzires grande variedade de\metabblitas volateis, para
estudar a agdo desties compostas.subre o crescimentn,.espmrulagﬁm
e produg¥o . de taxina par cinco  fungos toxig@nicos:
pspergillus ochraceus ATCE 18642 (ocratoxina A, Penicillium
eitrinum ATCC B306& (citrinina), Penicillium cyclopium ATCC 8731
(acido penicilicod, Peniciliium patulum ATCC ig172 ﬁpatulina) &
Penicillium islandicum IMI 200472 (antraguinonaz). A alteragdao tda
atmosfera ambiente pelas pacterias afetou em diferentes graus o
crescimento e esporulagdo dos fungos estudados. A produgldc de
toxina am  alguns Casos sofrey inibigdo gignificativa, mesno
guando o crescimento n3o fol afetado, e em outros rC£asos fol
estimilada, mesmo ocoryrendo inibigic de crescimento. Foi
verificada uma redugio de 904 na prodﬁg&a de patulina na
presenga de B. subtilis, = BYAL na produg3o de ocratoxina A 8 B3A
na produgdo de acido penicilico na presenga de P. acidulati.
Aumentos na produglo de acido penicilico, patulina e gitrinina

georreram =11 presenga de S. fascium, a na produgls de



490

citrinina em presenga de L. brevis.

Em relagip aos fungos do grupo Aspergillus ochraceus,
alguns autores tem demonstrado sua baixa capacidade de
competigi3o na invasio de sementes, notadamente se tiverem que

competir com fungos do grupo Aspergillus glaucus (17,118),
Degradasdo Microbiolégica de Micotoxinas

Como alternativa para . detoxificag3do de alimentos
contaminados, tem-se realizado estudos exaustivos em busca de
microrganismos capazes de degradar micoptoxinas, inativando-as,

Ciegler et al. (23) utilizaram mais de mil microrganismos
entre fungos, esparps de  fungos, levedurans, bactérias,
actinomicetos e algas, para seiecinnar-aque;es com habilidads de
degradér aflatoxinas, encontrando algumas cepas de Penicilliium
raistrickii e Aspergillus niger e eespOros de Aspergillus
terreus, Aspergillus parasiticus @ Aspergillus luchuensis
Capazes de Itranafarmar a toxina am novos conpostos
fluorescentes, bem como a linhagem Flavobacterium aurantiacum
NRRL B-184, que foi capaz de detoxificar totalmente leite, éleo,
manteiga de amendoim, milho e parcialmente soja.

Dliveira (99) realizando unm levantamento de microrganismaos
resistentes a 20 pg de aflatoxina/ml de meioc de cultura, obteve
93 cepas de bactérias, fungos e leveduras capazes de reduzir am
24 horas de incubag¥o, até &0% da toxina presente no substrato.

Dutros trabalhos de detoxificaglo microbiana de aflatoxina
realizados identificaram os ssguintes microrganismns capazes de

metabolizar parcial ou totalmente as aflatoxinas: Absidia
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raRpens, Mucor alternans, Mucor grisec~cyanus, Dactylium
dendroides, Helminthosporium sativum {3&1, Scopulariopsis
brevicauli (72}, Rhizopus stolonifera, R. errhizus, R. oryzee
(26 ,27), Aspergillus candidus (78}, Mucor ambiguus,
Cunninghamella echinulata, A. niger, A. pehraceus, Fenicilliium
chrysogenum, P, islandicum, P. citrep—viride, FPaecilomyces
variotii, Stachybotrys lobulata, Trichoderma wviride, Candida
utilis e Corynebacterium rubrum (86,87).

Doyle e Marth (40,41,42,43,44,45) atravées de uma série de
trabalhos, demonstraram que O proprio micelio de A. parasiticus
tem capacidade de degradar as aflatoxinas através de atividade
gnzimatica.

Patulina, micotoxina produzida | por diferantes
Penicillium spp @ aAspergillus spp (352) pode ser degradada por
Saccharomyces ceresvisiae, como  resualtade do  processto de
fermentagie (46},

Rubratoxina, toxina prmﬁuiidé por Penicillium rubrum e
P, purpurogens (32) & degradada pelo micélio de P. rubrum (46).

Kamimura {(73) estudando a agio de alguns fungos cultivados
em meio de cultura com zearalenona como Gnica fonte de carbono,
verificou guie Alternaria alternata, Cladosporium
cladosporoides, Penicillium frequentans, A. flavus e Fusarium
acﬁminatum reduzen gradualmente a toxina do meio & partir do
quinto dia de incubag3o, com subsequente aparecimento de a{ g F
zearalenul,. e gue Rhizopus sp converte & zearalenona em o{ 3/8

zearalencl e em 84— c{ - D= glucanapiranosideo.
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Em relag¥o Aas ocratoxinas, Galtier & Alvineris {58)
demonstraram que bactérias & protozparios presenies na
microbiocta cecal de ratos tem capacidade de transformar 0TA emn
o7 g{ . Também microrganismos presentes no rumem de vacas @
carneiros demonstraram essa capacidade (38,73). Westlake et al.
{136} estudanda © efeito de algumas micotoxinas sobre o
crescimento de Butyrivibrio fibrisolvens verificaram que a
ocratoxina n3c afeta a taxa de tresci&anta da hactéria e pode
ser degradada par ela;:wegst & Lingens (13%), com uma bacteria
gram-negativa, gue usa fenilalanina comg fonte de carbono,
Phenylabaﬁtarium immobile, demonstraram um mecanismo natural e
detoxificagdo da OTA, identificando os passos metahbdlicos do
processo e o metabblito final como sendo OT o( -

Patterson & Damoglou (104), estudando as causas da
instabilidade da citrinina produzida por FPemicillium
viridicatum, verificaram que a toxina e degradada por TfTatores
intracelulares existentes no micélio do fungo toxigénico,
formando dihidrocitrinona. Como entre oS metabtlitos presentes
apbs © processo ge degradagso encontrava—se a OTA, os autores
concluiram gue P. viridicatum, que também & produtor da toxina,
tem capacidade de transformar a molécula de dihidrocitrinona em
OTA.

Os resultados obtidos por esses autores apontam para &
possibilidade da utilizag¥%o de microrganismas na detoxificagdo
de alimentos, embora haja necessidade de estudos adicionais de
toxicidade, bem como de estudos que comprovem a manutengldo das

qualidades nutricionais e organolépticas dos alimentos, e 2

viahilidade econfBmica de semelhanie processo.
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MATERIAL E METODOS

Microrganismos Toxigénicos: Foram utilizados ops fungos
produtores de ocratoxina A e B, fspergillus alliaceus Thom &
Church NRRL 317, A. melleus Yukowa NRRL 3319, A. ochraceus
Wilhelm NRRL 3174, A. sclerotiocrum Huber NRRL, 5170 =
6. sulphureus (Fres.) Thom & Church NRREL 4077 {(&4). A linhagenm
&. ochraceus NRRL 3174 & também produtora de ocratoxina T {(132),
acido penicilico (24), oesleina @ A4-hidroxi-meleina {24),
xantomegnina e viomeleina {(113); a linhagem #A. sclerptiorum
MRRL 5170 produz Acido penicilico (24}, xantomegnina e
vicmeléina {113); e a linhagem A. sulphureus.NRRL 4077 produz
Acido penicilico (24). Utilizou—se ainda uma cepa de
A, ochraceus isolada de uma amostra de feijln, durante este

trabalho.

Qutros microrganismos: Foram uwtilizados os seguintes
fungons citados em literatura como tendo agdo antagonista sobre
sutros fungos toxigenicops: Absidia repens V. Tiegh. NRRL 13356
{36y, Aspergillus niger v. Tiegh. NRRL 6411 {138}, HMucor
grisen-cyanus {Magem) Schipper NRRL 3359 {36}, Penicillium
raistrickii 6. Smith NRRL 203B (22) Rhizopus arrhizus Fischer
NERL 25872 (26) e Trichoderma viride Pers. ex S. F. Gray (Aguiar,
L.A.B., comunicagXo pesscal). Também foram avaliados A. niger

&TOC 2642, Aopergillus versicolor {Vasill.) Tiraboshi
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ATCC 11730 e Penicillium funiculosum Thom ATCC 11797, & alguns
fungos isoladps de amostras de alimentos durante o trabalho. As
linhagens de sigla NRRL foram gentilmente cedidas pela UEDA
“Nothern Regional Research Laboratary” (NRRL)}, Peoria, Illinois,
usa., As  linhagens de sigla ATCC foram adaquiridas da "American

Type Culture Collection”, Rockville, Maryland, Ush .

Meios de Cultura: Para o jeoclamentoc de microrganismos de
amnatfas de alimentos, utilizouFEE o meio CAMTYX {“"coconut agar
medium—triton X-100"} (935} 200 ml de leite de coco comercial
{Ducoco, Maguary,Sococod, 16 g de agar (Cialgas, Cia. Industrial
de Algas, Tabo¥o da Serra, SP) e 4 ml de triton X-100 {Riedel,
Hannover, Bermany) foram diluidos em &00 ml de agua destilada e
o pH corrigico para 6,9 com NaQOH BN ou HCI &N, O meio fToi
esterilizado em autoclave a 1219C por 15 minutos e, &posw
resfriaments & aproximadamente 40°C, foram adicionadas sonluglies
estéreis de cloeranfenicol (Carlp Erba, Rio de Janeiro, R} e
estreptomicina {industria Farmaceutica Fontoura Wyeth 5.A., 830
Paule, 5P} na concentragioc final de 1% para cada antibidtica.
Para determinagd3co da taxa de crescimento dos msicrorganismos €
determinagdo do tipo de interagio entre eles, utilizou-se O meio
caM {(10):  leite de ©CocO comercial, 200 mlj; agar, 8 43 aguia
destilada, 200 ml, pH 6,9 0 meio fol esterilizado em autoclave
a 121°C por 15 minutos. Para a identifirag3o microscopica
inicial dos fungos isolados, fni wutilizada a téonicae de
microcultive em bleocos de hatata-dextrose agar (BDA) {Marck,
fluimitra Comeércio Industria §8.f., Rio de Jangiro, RJ} {(62). &

montagem das laminas fol realizada em soluglo de lactofenol
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(Merck) e azul de algod3o {Merck) (62) em partes iguais. Para
identificag3n dos fungos du genero Aspergillus & nivel de grupo
foi utilizado o meio "Czapeck Solution Agar” (Merck) (110} . Para
os estudos de interag3o em meio liguido, foi uwtilizago o msio
extrato de levedura-sacarose (YES, "Yeast Extract-Sucrose”)
{31 extrato de levedura (Difco Laboratories, Detroit,
Michigan, UBA3; Biobrés, Bipguimica do Brasil S.A., HMontes
Claros, MGE},20 g3 sacarose {Reagen, Quimibras Industria Quimica
8.8., Rip de Janeiro, RJI}, 40 g; &gua destilada, 1000 ml. O meio
fpi esterilizado em autoclave a 1219C por 15 minutos, Nos
experimentos de bicautograftia, o meio de cultura para
pulverizaéaa dos esporos Toi uma mpdificagHo do meit descrito
paor Homans & Fuchs (68): splugdo 30% de glicose (Ecibra, Cetus
Industria e Comércio de Produtos Quimicos Ltda, Sioc Paulo, SP),
10 ml; soluglo 9% de extrato de levedura, 10 ml e “saluqﬁn ce
sais, 60 ml. Qsl'solugﬁes foram preparadas e esterilizadas
separadamente e autoclave a 1219C por 19 minutos. A solugio de
sais foi preparada com: KHPO4 (Merck), 7 g3 NaHPOg . 2 HpU
fﬁerck), I g; MgS04 . 7 HpO {Merck), 1 g; NaCl (Merck), 1 gg

sgua destilada, 1000 ml.

 Selegliv de Fungos em Alimentos: Foram utilizados oS
sequintes alimentos: am@ndoas, amendoim, arroz, aveis em flocos
integral, castanha de caji, castanha-do-para, castanha
portuguesa, cevada, feij¥o, gr3%oc de bico, milho, NOZ pecan,
ragAn | para c3es, trigo em grio e trigo integral moido,
adquiridos em lojas de produtos naturals e supgrmercados da

cidade de Campinas, SP. Faram triturados em liguidificador 10 g
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de cada alimento com 90 ml de &gua destilada esterilizaeda. AR
sequir, foram feitas diluigdes ateé 1074, e 1 ml de cada diluig¥oc
foi inoculado em guadruplicata em meio CAMTX, por gapalhamento
superfticial cém alga de Drigalski. As placas foram incubadas por
& dias a 259C e 280C, duas placas por temperatura. Foi feita
entdo, contagem total de microrganismos, isplamento de
migrorganismos do grupo A. ochraceus produtores nio
produtores de toxina, pelo método estabelecido por Moreira &

Salzberg (95), e identificagd¥o dos fungos presentes.

Identificaglio dos Fungos Isolados: Primeiramente os fungos
isniados foram classificados a nivel de g&nero de acorde cos
Barnett {(9). 0Os fungos do género Aspergillus foram & seguir,
classificados a nivel de grupo, de acordo com Raper & Fennall
tliO).' & identificagin a nivel de espeécie foil realizada pelo
Departamento de Micologia do Centro de Uiencias Bioplogicas da

Universidade Federal de Pernambuco, Recife, PE.

Determinagio da Taxa de Crescimento gos Microrganismos: Os
mirrorganismos foram inoculados por picada, no centro de uma
placa de Petri contendo CAM, e incubados a 28°C até que as
rolBnias atingissem 23 mm de digmetro. Os experimemtos foram
realizados em duplicata. A taxa de crescimentn foi calcoculada
dividindo~se o diametro da colOnia pelo tempo de incubag3o {em
dias) {(R%). Cada placa foi examinada sob luz ultra-violeta de
onds longa {(Tohwalite TBIS BLB instalada em c3mara escura), afim
de e verificar a produgdo de substancias fluorescentes. Tambem

foi verificada seob luz natural, a presenga de pigmentos no meio.
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Determinaglio de Interaglo entre os Microrganismos em Meio
SHlido: Os experimgntos realizados em meio shlido foram
jdealizados para analisar o comportamento dos microrganismos na
colonizag3c de gr3os e alimentos. Foi ytilizadeo o wmétodo
descrito por Wicklow (138). Os fungos toxigenicos & os fungos a
SErem estudados cémo antagonistas foram inoculados &em
combinagdo, em placas de Petri de 90 mm de digmetro, por estrias
de AQ mm de comprimento, em 1ad§s ppostos da placa, a distancia
de 30 ou 50 mm um do outro (Figura 2). A data de incculaglo de
cada um e a dista@ncia entre os pares, foi estabelecida de acordo
com a taxa de crescimento, de modo que amhos atingissem um
desenvolvimento aproximadamente similar. As placas foram
incubaQaa a 289C por 15 dias, e examinadas diariamente guanto ao
crescimento, a alteragdes morfologicas matroscopicas nas
coldnias, & produg3o de toxina e a0 tipo de interaglo entre os
pares de fungos, que foi determinado de acordo com as  Cclasszs
propostas neste trabalho. A ag3c antagBnica sobre a produgio de
toxina foi determinada qualitativamente pela alteragio no halo
de fluorescéncia azul-brilhante caracteristico dos fungos
wocratoxig@nicos, de acordo com as classes também propostas

neste trabalho.
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RAGAC ENTRE 08 MICRORGANISMOS EM MEID SOLIDO
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Preparo de Indcule e Método de Inoculagdo para OS
Experimentos em Meio Liquido: De colinias previamente cultivadas
em meio Czapeck-Dox agar a 28PC até gue atingissem 15 mm de
digmetro, foram cortados das bordas, discos de micelio de 3 mm
de diametro, para serem usados como indculo. Os discoes  foram
ingculados nos devidos meios, na proporgiio de 10 discos para

100 ml de meio.

ﬁvaliag%u do Desenvolvimento dos Microrganismos em Meio
t{quido: Para avaliar o desenvolvimento dos microrganismos em
meio liguido, utilizou-se como parametros a massa micelial
produzida, & variagdo de pH e a progusdo de teoxina. A massa
micelial foi obtida medindo-se o peso seco do micélio ap final
do pEﬁiodu de incubag¥o. Para a realizaglo das medidas de pH e
concentrag®p de toxina, foram retirados de cada repetigio,
aliquotas de 5 ml, na metade e aov final do periocdo de incubagdo.
Como controle para os experimentos em meio liguido, Toram
detarminados os par@metros de desenvolvimento dos produtores de
ocratoxina e dos fungos antagonistas em meio YES. Erlenmeyers
de 250 ml, contendoc 50 ml de melo YES foram inoculados em
triplicata, da maneira descrita acima, e incubados a 28°C, por

1? dias, os fungos peratoxigénicos, & 15 dias, os antagonistas.

Determinag¥o do Peso Seco: O micélio, apbs o periondo de
incubag3n, foi separado por filtragao em papel Whatmann a% 1,
previamente tarado, & colocado para secar am forno & 100°C, ateé

atingir peso constante.
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Extrag3on da Ocratoxina: Da combinagdp das aliquotas dos
filtrados de cultura, retiradas de cada repetigdo, 10 ml foram
roletados e extraldos em funis de separagdo com cloroformic, por
trés vezes, com 5 ml a cada vez {79}. 0 extrato foi evaporsdo am
panho—-maria a 40°C até secagem total, = redissolvido em 1 ol de
benzeno-adcido acético (99:1,v/v). Quando necessarioc, procedeu-se
a limpeza do extrato clorofaormico com sulfato de sodio  anidro
(Ecibra) (79). Para a extragdo de toxina & partir de culturas em
meios solidos, © conteddo de duas placas de Petri, com o
microrganisme Jja desenvolvido, foi macerado com 20 ml de
cloroformio. O extrato foi entdo filtrado, evaporado sm  bhanho-
maria a 409 até secagem total, e redissolvido em 1 ml de

henzeno-acido acético (99:1, vriv}.

PadrX¥o de ODcratoxina: O padrio analitico de OTA (Sigma Co.
5+, Louis, Missouri, USA} foi redissolvido amn penzeno—acido
acético {29211, v/v) (98B) e diluldo para concentrag¥o de

0,01 ugful,

Cromatografia de Camada Delgada (CCD) dos Extrateos de
Culturas: 6O analise cromatografica dos extratos de cultura foli
realizada em placas de vidro de 20 x 20 om, coberitas Ccom  uma
ca&ada wniforme de silica gel 60 G {(Merck) de 0,25 mm de
espessura, preparadas com 30 g de silica @ &0 ml de agua
destilada, é ativadas por 1 hora a 110°C. 0s extrataé e o padrio
foram aplicados a 1 com da margem inferior da placa, em
guantidades de 13 OS5 e 10‘p1, com 2 cm de distancia entre as

manchas, respeitando-se 1 cm de margem em cada lateral da placa.
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Também foi aplicado um padrio iﬁterna, composto de 2 ul  de
padr¥o de O0TA e 1 pul da amostra. 0Os cromatogramas foram
desenvolvidos com benzeno—acido acético (9:1 v/v) (21) em cubas
cromatogréficas saturadas, no escuro, até gue a frente do
splvente atingisse 15 cm de altura. Apds evaporaglo do solvente,
as placas foram observadas sob luz-UV de onda longa, as manchas
fluorescentes delimitadas, os respectivos Rfs calculados,; e &
intensidade de fluorescencia dos extratos comparada com a dos
pagries, definindo-se gual concentragio da amostra iguala—-se a
Lma das concentragBes do padr3o. Quando a mancha da amostra de
1 ul  apresentou intensidade de fluorescéncia diferente dos
padrbes, o extrato foi novamenis evaporado, concentrado ou

diluide, e recromatografado.

Caiculo da Concentrag3o de Ucratoxina: A concentragic de
07TA foi calculada pelo método de comparagdo visual com padriies

de concentragdo conhecida, seguindo a recomendagdo da ACAC (98).

Confirmagio PBuimica da Oeratoxina:z Além da co-
cromatografia, foram realizados outros testes para confirmagdo
guimica das toximnas. 0Os cromatogramas desenvolvidos foram
colocades em cubas cromatograficas, e expostos a vapor de amdnia
por 15 minutos (23), ou foramn aspergidos com solugdo de cloreto

terrice em etanol a 3L (59).
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ProdugXo dos Filtrades de Culturas: Frascos de Roux ou de
Fernbach contendo 100 ou 300 ml de meic YES, respectivamente,
foram inoculados da wmaneira descrita e incubados a Z280C. O
periodo de incubagdo para produs 3o dos filtrados antagonistas
foi de i5 dias, e para o filtrado de A, alliaceus NRRL 317,
foi de 12 dias, ao final do qual, o nicelic foi separado por
filtragio em funil de Bichner com duas camadas de papel Whatmann
A® 1 & o filtrado esterilizado em filtro Millipore {(Millipore
Corp., Bedford, Massachusetts, UEAY com membrana Millipore te
47 mm de difmetro e porosidade de 0,45 u. Foi retirada uma
aliquota de 5 ml para determinagio do pH e extragdo, para
controle, e do restante, aliquntas de 50 @l foram distribuidas
em erlenmeyers de 250 ml, previamente esterilizados.

Tratamentos dos Filtrados de Culturas Antagonistas: Us
filtrados de culturas antagonistas foram utilizados nos
experimentos de ag¥p sobre o desenvolvimento dos fungos
toxigénicos sem e cum tratamento térmico, realizado em autoclave

a 121°C por 15 minutos.

Daterminaglo da Ag o dos Filtrados de Culturas
Antagonistas sobre o Desenvolvimento das Fungos Toxigénicos: Us
fuﬁgua que s apresentaram COmMo potencialmente antagonistas nos
experisentos em meio shiido, foram 5elécionadms pérg os estudos
de antagonismn em meio liguido. Os filtrados destas culturas,
produzidos da maneira descrita, foram inoculados em tripliicata,
com os fungos toxigénicos e incubados a 2B°C por 12 dias. A agdo

antagtnica foi determinada calculando-se a porcentagem de



83

inibig¥o de crescimento & produgo de OTA enm relagido ao peso
seco ou concentragdo maéxima de toxina obtido no controle em YES.
Nos casos em gue se verificou estimulo de crescimento ou de
produgdo de toxina, os resultados Toram apresentados  como

porcentagemn negativa.

Asdo dos Filtrados de Cultura na Germinacdo dos Esporos:
Para avaliar qual o efeito dos filtradas de culturas
antagonistas sobre a germinaglo dos esporos dos fungos
toxigenicos, ou do filtrado de cultura de A. alliaceus NRRL 317
sobre oz esporpos dos fungos antagonistas, Nos CaE80s em que nio
se observou crescimento durante os experimentos de antagonismn
em meic ligquido; quatro gotas de filtrado de cultura; o de meio
YES como controle, foram colocadps em l@minas escavadas,
inoculados com esporos dos fungos a serem estudados, incubados
a2 289C por 24 - hopras em placas de Petri previamente
esterilizadas, contendo duas ctamadas de papel de filtro
umidecidas com 10 ml de agus destilada esteril, e a seguir

observados at microscHpio.

Estudo de Degradasg¥o da Ocratoxina A em Meio igquido: 0O
filtrado de cultura de A, alliaceus NRRL 317, vom pH e
concentragio de toxina previamente determinadons, fei inoculado
com os fungos antagonistas, em triplicatas, da maneira descrita,

e incubade a Z8BPC por 15 dias.
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Freparo de Suspenslo de Esporos: Suspensbes densas de
esporos, foram preparadas a partir de culturas previamente
cultivadas em tubos com Czapeck—-Dox agar por 7 dias, colhidos

com tween B8O 0,1%.

Bipautegrafia dos Filtrados de Culturas: Para avaliar com
mais especificidade as interaglies entre os microrganismos, foram
realizados experimentos de bicautografis segundo a metodologia
proposta por Homans & Fuchs (68). Preparou-se placas de CCD  da
maneira descrita no ftem "Cromatografia em Camada Delgada {(CCD)
dos Extratos de Culturas”, mas utilizando-se aqui uma caemada de
silica gel de 0,50 mm de espessura. As placas de cromatografia,
apbs a aplicag3o dos filtrados, foram desenvolvidas no solvente
aprupr%ado, em cubas cromatograficas saturadaes, no escuro, até a
¢rente do solvente atingir 15 cm de altura. As placas foram
entloc deixadas em local ventilado, no escuro, por 24 horas, para
gevaporagio total do solvente. A seguir 10 ml de uma supensio
densa de esporos dos funges a serem estudados, dgiluidos em 40 ml
de meio glicose-extrato de levedura—sais, foram pulverizados
spbre as GCCDs, sendo estas, entdo, incubadas a temperatura
ambiente, no escuro, em cAmara Gamida por 12 dias. & umidade de
237 $oi mantida constante com solugdn saturada estéril de
fosfato monobésico de amdnia. Para determinar quais compostos
dos filtrados de culturas antagonistas foram responsavelis 'peia
inikig¥c dos fungos - toxigénicos, 100 _Fl goe Tiltrados de
culturas antagonistas foram aplicados 4% ¢CChD com ¥ om de
dictancia entre eles, riscando-se a silica com uma agulha para

delimitar as margens dos campos de corrida de cada filtrado
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{Figura 3). As placas foram entdo desenvolvidas em etanol-amdnia
25%-dgua (B0316:12 v/v/vi & a 5egﬁir inoculadas com esporos dos
fungos toxigénicos. As manchas de inibigdao e seus Rfs foram
determinadas. Para se determinar a influégncia do Tiltrado
toxigénico sobre os fungos antagonistas, bem como, verificar a
capacidade destes em degradar a toxina, a CCD foi dividida em
dois campos, num dos guals foram aplicades 10, 25 e 100'P1 do
filtrado de cultura de @A, alliaceus NRRL 317 em wmanchas
uniformes, & no outro foram aplicadas 50, e 100}41 do padrio de
076 (Figura 4). As placas foram desenvolvidas em benzeno-acido
acético (9311 v/v}, e, a seguir, inoculadas da maneira descrita,
com esporos dos fungos antagonistas. Foi também preparada uma
placa n3c inoculads com esporos antagonistas, para servir de
controle & .degradagl3o natural da toxina. RApds o periodo de
incubagiio as placas foram examinadas sob luz natural, as manchas
de inibig3c observadas e seus Rfs calculados, am seguida as
placas ‘faram examinadas sob  luz UY de onda longa para se
_ d;tﬁrminar alteragio oul diminuigio na intensidade de

fluorescéncia das manchas de GTA.
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Ag3n dos Filtrados de Culturas Antagonistas sobre a
invasdo dos Fungos Toxigénicos em Sementes: Com o objetive de
estudar a capacidade protetora dos filtrados de culturas
antagonistas contra a invasde dos fungos toxigénicos £m semenies
armazenadas; sementes de feijlo superficialmente desinfectadas
rom solug3o de hipoclorito de sédio 1%, e lavadas guatro vezes
com aAgua destilada estéril {37}, foram mergulhados nos filtrados
ge cultura de Aspergillius heteromorphus, Aspergillus niger
NRRL. &411 e Trichoderma viridé por 30 minutos, sendo entdo
escorridas e tolocadas para secar em placas de Petri estéreis,
abertas, em c8mara de fluxo laminar {(Vecco, Campinas, SP). 1 ml
de solug¥n densa de esporog de A. alliaceus NRRL 317 ou
B ochraceus foi inoculade por espalhamento com  alga de
Drigalski, em duplicata, em placas de Petri contendo meio
Czapeck—Dox agar. A seguir, 10 grios de feij3o tratados com os
filtrados foram colocados sobre cada placa inotulada com 0%
fungas toxigénicos {(37) e as placas foram incubadas a 78°C por
7 dias. FPoram realizados seis sxperimentos: (R Teijldo nIEo
desinfectade, n3o tratado, em placas n¥c inoculadas com fungos
taxig@nicosy (B) feijl¥o nio desinfectado, n3o tratado, em placas
inoeculadas caom fungos toxigénicos: (C)} feijdo desinfectado, nao
tratado, em placas n¥o inoculadas com fungos toxigenicosy (D)
feijéb desinfectado, n¥o tratado, em placas inoculadas com
fungos toxigenicos; (E) feijlo desinfectado, tratadp, 2m platas
nio inoculadas Com fungas toxigenicos; e (F1 felijdo

desinfectado, tratado, em placas inoculadas com fungos

toxig®nicos.,
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Cuidados com a Contaminag¢o do Laboratdrio: Todo
material contaminado, ou supostamente contaminado com as
toxinas, foi deixado em imersio em uma solugio de
hipoclorito de sédic 2%~ acetona (4:1 v/v) durante 24 horas,
antes de ser lavado. Material contendo fungos cu esporos de
fungos toxigénicos, foram submetidos aos mesmos  procedimentos,
sendn auvtoclavado antes da lavagem.l Nos experimentos para
geterminagdo de pesn secp, os fungos foram mortos com

clorofarmio aplicado & rolha do frasco antes de serem separados

por filtragsEon.

OBS: Todos os reagentes utilizados foram P.A
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REBULTADOS

Levantamento da Incidéncia de Fungos do grupd Aspergillus

ochraceus em Alimentos

Foi analisada a microbiota fangice de 34 amostras
correspondentes a varios tipos de alimentos disponivelis para
consuma humano & animal (Tabela 1)

Observou-se que, de um modo geral, a contaminagio fdngica
destes alimentos, em relagdo aos tipos de microrganismos
presentes, apresentou-se semelhante, com predominio dops géneros
ﬁspargiilus, grupos flavus e niger, Cladosporium, Fusarium;,
Peniciliium e Rhizopus.

& presenga de microrganismos do  grupo Aznpergililusg
nchraceus foi estremamente baixa, aparecendo apenas nas amostras
de améndoa, cevada, %rigo em gr¥3c e em feij¥o. Destes
microrganismos isolados, .apenas uma cepa de Aspergillus

achraceus, proveniente de uma das amostras de feijso, foi

produtora de OTA,
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Microrgenlismos Toxigdnicos

Foram egcolhidas cinco especies de Aspergillus
canhecidamente produtoras de OTA, OTB (Tabela 2}, e a cepa
selvagem de A. ochraceus isolada de feijdo.

Oz fungos preodutores de ocratoxina quando cultivados em
£AM  desenvolvem-se muito bem, sem alterar suas caracteristicas
morfolégicas, e guando observados sceb luz UV de onda longa,
apresentam ao redor da coldnia ume intensa fTluorescencia azul
brilhante indicativa da presenga da toxina (11). Por apresentar
esta caracteristica, a cepa selvagem istlada fol cultivada em
CAM e submetids - aos protessos de extragleo, cromatografia em
ramada delgada e confirmagi3ic gquimica, sendo entio identificada

como prodatora de OTA.

Selegdoc de Fungos Antagonistas

Pos 24 microrganismos estudados gquanto ao antagonismo  em
relagdo aos fungos toxigénicos (Tabelas 3 e 4), 12 foram
isolados de alimentos, 3 isclados ao acaso comp contaminantes de
placas de cultura pura de fungos do grupo A. ochraceus, 1
isplado de madeira em decomposigdo ¢ o0s outros 9, s3Ho
miérgrganismcs provenientes de colegbes de cultura.

As cepas Aspergillus chevalieri e Monodyctis castaneae
isnladas p%oduziram pigmento de cor ferrugem, difusivel no meio
Czapeck~Dox agar, & restrito ao redor da colfnia em CAM.
fAspergilius terrsus produziu pigmento amarelo, difusivel no meio

Lrapeck-Dox agaf, g restrito ao redor da colOnia em CAM. Estes
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pigmentos n3o foram identificados. Nenhuma das cepas iscladas

produziu qualquer pigmento fluorescente enm CAM.
Taxa de Crescimento dos Microrganismos

0 estudo da taxa de crescimento {(Tabela D) mostrou que os
fungos do grupo A. ochraceus apregentaram taxa de corescimento
variando entre 3,07 & 4,33 mm/dia, com excessdo de A. alliaceus
NRRL 317 gue apresentou crescimento mais rapido (7,12 mmsdia).
Oz microrganismos testados Como antagonistas mostraram taxas de
crescimento variando de 2,08 mm/dia {(Aspergillus geflectus) &

15,25 mm/dia (Trichoderma viride).

Interages entre as ColOnias dos Microrganismos &m

Meio de Cultura S6lido.

As reagbes bbservadas entre as colfnias foram agrupadas em
cinco classes: (A) nX¥o agress¥o — guando os dois microrganismos
crescen normalmente, até gque as margens das coplfnias se
wsrcontrem, ressande ent3o © crescimento; (B} inibigHo A
distancia ~ as duas colbnias de microrganismos crescem até verto
ponto, observando-se entre elas uma regif¥o bem definida ndo
invadida por micélio; (C) invasdo - © microrganismo testado comp
antagonista cresce schre a coltnia do prmﬁﬁtor de toxina, com ou
sem mudanga na sua taxa de crescimento; (D) invasio inversa — o
produtor de toxina cresce sobre a colfnia do microrganismo
testado como antagonista, com ou sem mudanga na sSua taxa de

crescimento; e (E) entrelagamento — apbs o contato das duas
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colénias, o©0s microrganismos continuam a crescer, Com py  sem
mudanga nas suas taxas de crescimento, poorrendo entio
entrelagamento entre as hifas de ambos. Alguns exemplos das
.rea;&aa observadas es5t3p ilustrados nas figuras $ a 8.

Us resul tados de interagi3c enire os microrganismos
estudados (Tabelas & a 11} mostraram gque quando en igualdade de
condigdes, ns fungos do grupc A. ocohraceus sd0 bons
competidores, apresentando geralmente réa;beﬁ de n3¥o agressidc ou
de invasin inversa, cre5céndw epbre a outra colfnia, embora
quase sempre com diminuigdo na taxa de crescimento. Apenas dois
dos fungos testados como antagonistas, Aspergillus heteromorphus
@ Rhizopus arrhizus NRRL 2582, mostraram invasividade, inibindo
o crescimentn de todos os  fungos toxig@nicos éetudadug e
erescendo sobre eles. Esse tipo de reagdo também foi observado
entre os pares Absidia repens NRRL 133678, melleus NRRL 35019,
A. repens NRRL 133&/A. ochraceus NRRIL. 3174, e Tricﬁaderma
viride/A. ochraceus NRRL 3174,

Rhizopus microsporus, com taga de crescimento der
11,50 mm/dia, cresce rapidamente sobre os fungos do  grupo
f. ochraceus, sem entretantp inibir seu crescimento, pois alguns
dias apds ter coberto totalmente a placa de cultura, foi
verificada esporulag¥o dos fungos toxigénicos por entre as hifas
dg antagonista.

Quantc & agdo dos fungos testados sobre a fluorescéncia
caracteristica da ocratpxina produzida pelos fungos taxigenicbﬁ
em CAM, as reagbes cbservadas nos tevaram a propor as seguintes
classes: (A} sinergista ~ ocorre aumento na intensidaAE tda

fluoresceéncia produzida peles fungos toxigénicos; (B} neutra ~
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n3o ocorre alteragidoc na intensidade da Tluorescéncia produzida
pelos fungos toxig®nicos; (€) antagonista 1 — dias apbs o
contato com 0o outro fungo, occorre diminuigldo na intensidade da
fluorescéncia produzida pelos fungos toxigénicos, passando de
azul brilhante para azul opaco; (D) antagonista 2 -~ pouco antes
do contato entre os microrganismos, ocorre na centro da placa de
cultura, o aparecimento de uma linha de pigmentagdo amarela ou
laranja, visivel sob luz natural, seguida pela diminuig¥o
progressiva na intensidade de. fluoresclncia na regilc de
rontato entre as colBnias, passando de azul brilhante para azul
opaco; (£} antagonista 3 — dias apbs o contato com o oQutro
microrganismo, ocorre alteragido na fluorescéncia produzida pelos
fungos toxigénicps, passando de azul Dbrilhante para verde
brilhante; (F) antagonista 4 -~ dias apbs p contato entre as
coltnias, ocorre na regi3oc de contato entre as colfnias, o
aparecimento de pigmentagi3ic amarela ocu laranja, visivel sob luz
natural, acompanhada de alteragio na fluorescéncia produzida
pelos fungos toxigenicos, passando de azul brilhante para verde
brilhante.

De acordo com estas classes, verificou-se que, dos 24
fungos estudados, 1é6 provocaram algum tipe de alteraglo na
flunrescéneia indicativa da producio de toxina (Tabelas & & 11).
Em‘ alguns casos a reaglo observada entrg os pares foi de
visualizag3no bastante evidente, em outros duvidosa. A  reagio
antagbnica i1 fopi observada de maneira intensa entre o5
produtores de 0OT e.as duas cepas de Trichoderma, o de mangira
menos intensa entre os produtores de 0T e os fungos Aspergillus

candidus, Aspergillus chevalieri, Aspergillus versicolor
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ATCC 11730, Monodictys castaneas, Mucor racemosus e Penicillium
funiculosum ATCC 11797. Com o8 pares A, sctleroctiorum
NRARL 5170/Rhizopus microsporus & Fio sclerptiorum
NRRL S5170/Trichothecium roseum foi observada a reaglo antagfnica
tips 2. Entre os fungos toxigénicos e os fungeos do  grupo
Aspergillus niger, verificou-se a reagio antagbnica 4, A reagio
antag®nica 3 ocorreu na presenga de Aspergillus heteromorphus,
Paecilomyces variotii, Rhizopus arrhizus NRRL 2082 e Rhizopus
micrposporus. Nenhum dos microrganismos estudados apresentou
resgdo sinergista. fAspergillus deflectus, Aspergillius terreus,
Absidia repens NRRL 13346, Cladosporium spp, Mucor grisep~cyanus
NRRL 3359 e Penicillium raistrickii NRRL 2038 n3o provocaram

alterag3o na fluorescéncia produzida pelos fungoes toxigénicos.

Desenvolvimento dos Fungos Toxigénicos em Meio Liguido

Comss controle para os estudos de antagonismo em melio

iiquido, inicialmente determinou-se o% parametros de
desenvolvimento dos fungos produtores de 0T em meio YES com
pH 6,9

Ds resultados obtidos {Tabela 12) mostraram que em geral
os fungos do grupo A. ochraceus produzem fijltrado com pH
alcalino em 12 dias de incubag®o a 280C, A, alliaceus NRRL 317
foi o fungo toxigénicos gue produziu filtrado mais neutro
{(pH 6,B). Em relagldoc av desenvolvimento do wmicélio, os que
apresentaram menor crescimento foram A. ochraceus (O,3b4 g de
micélion/30 ml de meioc de cultura) 2 A. melleus NRRL 3319

{0;55 g de micelin/50 ml de meio de cultura)jy e o gue apresentou
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maior crescimento Tfoi A. sclerotigrum RNRRL 5170 {0,846 g de
micélioss0 ml de meio de cultura). Além de O0OTA (mancha de
fluorescéncia azul com Rf entre 0,45 e 0,50), foli detectada uma
mancha fluorescente azul, com Rf entre 0,30 e 0,40 nas CCDs dos
filtrados de A. melleus NRRL 35192 (6° e 12° dias), A. ochraceus
NRRL 3174 {129 dia), A. sclerotiorum NRAL 5170 (&% e 120 dias) e
A. sulphureus NRRL 4077 (&9 e 129 dias); e, uma mancha
flunrescante azul, com Rf entre 0,80 e 0,70, nos filtrados de
B achraceus NRRL 3174 (67 diaﬁ,-ﬁ. ochraceus (&9 & 12° dias),
A sclerotiorun NRRL. 5170 (6% 2 129 dias) e A. sulphureus
NRRL 4077 (67 e 129 dias). A. alliaceus NRRL 317 foi © maior
produtor de OTA {1000 ug de OTA/50 ml de meio de cultural,
seguido por A, sclerotiorum NRRL 35170 e A. sulphureus NRRL 4077
{H00 pg de OTR/750 ml de meio de cultura), A linhagen
6. ochraceus NRRL 3174 e a cepa selvagem A, ochraceus produziram
50 ug de OTA/S0  ml de meio de cultura. Ainda em relagao &
produg3o  de toxina, verificou-se que A. alliaceus NRRL 317 e
&. ochraceus NRRL 3174 apresentaram 0 maximo de produgdo no
&0 dia, e a concentragio de toxina permaneceu constante ate o
¥inal de periodo de incubagin. A, mellieus MRRL 3519 e
A. sclerotiorum NRRL 3170 também apreseniaram O maximo de
produg3o no 60 dia, mas a concentragido da toxina reduziu~-se para
a 'métade no 129 dia. & vchraceus e A. sulphureus NRRL 8077

apresentaram o méximo de progugdo no 129 dia.
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Desenvolvimento dos Fungos éntaganiﬁtas em Melo Liguido

Como controle para os experimentos em meio liguido,
cultivou~-se ns microrganismos antagonistas em mein YES com
pH 6,8, por 15 dias. A tahela 13 apresenta ops resultados
ehtidos. Verificau~5é que, ps antagonistas apresentam filtrados
com pHs variando de 2,4 {Aspergillus niger NRRL 641i1) a g,1
{Trichothecium rossum} no 69 dia ﬁé incubagdo, & de 4,1
(A. niger) a é,é {Aspergillus candidus) no 150 dia de incubagio;
e o crescimentp variando de 0,12 g/50 ml de meio de cultura
(Muror racemosus e Pascilomyces variotii) a 0,76 g/50 ml de meio
de cultura (A. niger NRRL 6411). Nenhum dos antagonistas
produziu substé@ncias fluprescentes com Af e cores sémelhantea &

OTA, OTE ou OTC (21).

Peterminagio de Antagonismo em Meio Liguideo - Aglo dos
Filtragos de Culturas Antagonistas sobre © Desenvolvimento

dos Fungos Toxigénicos

Ne 14 fungos Que provocaram alteragio na fluorescéncia
produzida pelos fungos toxigeénicos nos experimentos de interagd3o
em CAM, foram selecionados para os sstudns de  antagonismo  em
meio liquido.

De acordo com sua agio sobre o crescimento & a produglo de
taxina pelos funghs toxigénicos, OS% antagonistas foram
classificados em: (A) muito inibidor (de 75 & 100% de inibigao),
{B) inibidor (de 30 -a 74%Z de inibigao), (&1 mmderadémente

inibidor (de 25 a 49% de inibig¥o), (I n¥o inibidor ( de O &
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247 de inibi;ﬁu, atribuindo-se a alterag3o no orescimento oy
produglo de toxina, a limitag¥o de nutrientes no substrato) e
(£} estimulante {(quando o crescimento dos fungos ou a produgdo
de toxina foi maior que o obtido no controls}). UOs resultados
obtidos estdo apresentados nas tabelas 14 a 17, & nas figuras 9
a 14.

0 filtrado de culturs de Aspergillus candidus apresentou
pH &,2 &, emn relagdo ao crescimento dos fungos toxigénicos,
mostrou-se moderadamente inibidor para A, sclerctiorum
NRRL S170 (44%), A. alliaceus NRRL 317 (41%)}, A. sulphureus
NRRL 4077 (35%) e 6. ochraceus (28%):; e n3oc inibidor para
4. ochraceus NAERL 3174 (23%) = A. melleus NRRL 3819 {(22%). En
relagdn a produgdo de toxina, o filtrado foi muito inibidor,
provacando de 95% {A. sulphureus NRRL 4077) & 1004 de inibigio
(6. melleus NRRL 35919, A. ochraceus NRRL 3174, A. ochraceus =@
f. sclerotiorum NRRL 5170). 0O +tratamento teéermico provocou
diminui%ao no pH  do filtrado (S5,1), alterou a ag3o sobre ©
crescimente de A. melleus NRRL 3519 & A. sulphureus NRRL 4077,
passando a ser respectivaments moderadamente inibidor (27%) e
n¥e inibidor (16%), mas nio alterou o efeito muito inibidor
sobre a produgdo de toxina.

0 filtrado de Aspergillus chevalieri apresentou pH 6,3 e
foi inibidor para o crescimento de A, sclerotiorum NRRL 517C
{53%3, moderadamente inibidor para A, alliaceus NRRL 317,
&. meleus NRRL 3519, A. sulphureus NRRL 4077 (424) e A ochraceus
NRAL 3174 (32%), e n¥e inibidor para A. ochraceus ({(17%4). A
produgdo de toxina  foi totaimente inibida, exceto em

6. alliaceus NRRL 317 onde foli inibida em 2% no &P dia e em 93%
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no 129%. 0 tratamento térmico do filtrado alterou pouco o pH
(b.,2})y n¥o alterou o efeito muito inibidor sobre a produg3c de
toxina, e mostrou-se moderadamente inibidor para o crescimento
de todoz o microrganismos.

Aspergillus heteromorphus produziu filtrado com pH  &Gcido
(4,9} e mostrou-se muito inibidor para o crescimento dos fungoes
toxigénicos: S0 {A, alliaceus NRRL 317), 5356% (A, mellsus
NRRL 3519 e . ochraceus), 64% {(A. ochraceus NRRL 3174), &bB4
{A. sclerotiorum NRRL 5170} ¢ 6?2 {A., sulphureus NRRL 4077). &
produgdo de toxins foi totalmente inibida, exceto 2m
A. sulphureus NRRL 4077, onde foi inibida em 98%. U tratamento
térmico do filtrado n3o alterou as faixas de inibigdo de
crescimentn e produgio de toxina, a ndo ser para o crescimento
de A, allisceus NRRL 317 (48%).

s filtrados de cultura dos Aspergillus niger sstudados
mostraram—ss bastante antagonistas. A. niger NRRL 6411 produziu
um filtrade extremamente &cido (1,8) e suprimiu totalmente o
crescimento, a. germinagio de esporos e a produgiio de toxina.
Aspergillus- alliaceus NRRL 317, fungo toxigénico produtor de
filtrado de cultura com pH mais baixo (Tabela 12), foi o danico
cujos esporos apresentaram formagXo de tubo germinativo an seresm
cultivados neste filtrado, embora ndo ultrapassassem esse
estagin. 0 tratamento térmico do filtrado, causandc um leve
aumento no pH {(Z,6), ndc alterou o efeito sobre a praduqao e
toxinag, maé, exceto para A. melleus NRRL 38192, nd3c impediu
totalmente o crescimento dos fungos toxigénicos, embora com
inibig3o wvariando de 80% {(A. ochraceus) a 2% (A. ochraceus

MRARL 3I174). O filtrado de &. niger ATCC 9642 apresentou pH pouco



7Q

menns acido (3,4), suprimindo totalmente a produgdo de toxina,
mas n¥o o crescimento, tendo sido, ainda assim, muito inibider
para A. ochraceus NRRL 3174 (7740 e inibidor para
A sCleroctiorum NRRL 5170, A. mezieus NRRL 3519  {73%),
A, sulphureus NRRL 4077 {72%X), A. ochraceus (&£3%) e A. alliaceus
NRRL 317 (61%4)}. 0O tratamento térmico nl3io modificou o pH do
filtrado e & inibiglNo da produgdo de toxina, mas aumentou a
inibig3o de crescimento para A. 5u1§hureu§ NRRL A077 (847},
fi. melleus NRRL 3519 (80%L), A. sclerotiorum NRRL 3170 (75%}), e
diminuiu & inibigldoc para A. ochraceus NRRL 3174 (64%). A ocepa
selvagem. de A. niger, também apresentou pH mais alto (3,0}, mas
provocou inibigio total do crescimento, germinagdo de esporos e
produgdo de toxina. Aqui, o tratamento térmico (2% {=’ hadificmu £
gfeito inibidor do filtrado.

é filtrado de Aspergillus versicolor ATCC 11730, com
pH 6,3, mostrou-se muito inibidor para o crescimento de
A. sulphureus NRRL 4077 (B2%), A. stlerctiorum NRRL 5170 (7B%L) e
A, ochraceus NRARL 3174 (78%), ® inibiﬁor para A. mnelleus
NRRL 3519 (73%), A. alliaceus NRRL 317 (69%) & A. ochraceus
{657). A produglo de toxina foi toalemente suprimida. 0
tratamento térmico tornou o pH oum pouco mais &cido, mas N0
afetou as taxas de inibig3o obtidas com o filtrado n¥o tratado.

Monodictys castaneae, coam pH moderadamente gcido (3,73,
mostrou-se n3o inibidor para o crescimento de A, sulphureus
NRRL 4077 (21%) & moderadamente inibidor para os cutros fungos
toxigfnicos, com taxas variando de 294 (A. malleus &RRL I5i9)y a
5% (fA. sclerotiorum NRRL 5170). Para a produgdo de toxina, o

filtrado foi muito inibidor, suprimindo totalimente a Qfaducao



71

ras  duas linhagens de Q. achraceus, inibindo A, alliaceus
NRRL 317 a.ﬁ. sulphureus NRRL 4077 em 9054 e 98% respectivamente,
A. melleus em P0% no &0 diz o ?3% no 120,29 A. sclerctiorum
NRRL. D170 em 99% no &6° g 1004 no 12© dia. ﬂétratamentn térmico
do Filtrado manteve & inibigio moderads deécrescimento apenas
para A. ochraceus NRRL 3174 (32%) e A. sclérmtiarum NRRL 3170
fSBK), mostrando—se n3o inibidor para os cugros microrganismos,
com taxas variando de 13% {(A. ochraceus) aé?ZZ (A. alliaceus
MREL 317). D efeito sobre a produgioc de taxiéa ndo foi alterado.

{ filtrado de Mucor racemosus apresenéou aH &,1; inibindo
totalments a produglo de toxina, e sendé inibidor para o
crescimento  de A. sclerotiorum NRRL 51702(652), A, melleus
CNRRL 3519 {54%), #fA. ochraceus NRRL 317{ & f. sulphureus
NRRL 4077 (532), g2 levemente inibidor para ﬁé alliaceus NRRL 317
£44%1 ;e A. ochraceus (334). Com o tratamenté térmico, o pH e o
efeito de inibigd3o total da produgdo deé toxkina n¥o foram
alteradbs, e o filtrado mostrou—se inibidarépara o cCcresoimento
de todos os . microrganismos ocratoxig@nicaa,é:mm taxas wveriando
de 554 {A. alliaceus NRRL 317) a 73% {A. scleroticrum
MNRRL 5170} .

0 filtrado de Paecilomyces variotii fni levemente Acido
{%,2), inibindo o crescimento de A. ﬁcleéatigrum NRRL. 5170
{53%), inibindo moderadamente A, a:hrace;s NRRL 3174  (40%4),
A. sulphureus NRRL 4077 (I74) e A, alliaceu% NRRL 317 (33%); e
n¥o inibindo A. ochraceus (24%) . A prcdu%an de toxina foi
reduzida com  taxas de inibigio variando dé 75% (A. alliaceus
MRRL 317, &% dia & A, melleus NRRL 35@9, &9 dia) a 100%

(A. ochraceus;  A. melleus NRRL 3519, 129 dia; A. ochraceus
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NRRL. 3174, &9 dia e A. sclerotiorum NRRL 5170, &% dia). 0O
tratamento térmico do filtrado sumentou a inibig¥e, tornando-se
inibidor também para © crescimento de A. ochraceus NRRL 3174
{36%), A. ochraceus (&1%) e A, sulphureus NRRL 4077 {68%4),
além de A. sclerotiorum NRRL 3170 (&69%4), mas n¥e modificou o
efeito sobre o crescimento de A, alliaceus NRRL 317 {(4B%) e
fi. melleus NRBL 3519 (4354}, nem sobrebas faixa; de inibig3o da
produgio de toxina. J

Pernicillium funiculosum ATCC 11797 produziu um Tiltrado
levemente a&cido (%,7) e bastante viscoso, mas sem efeito
inibidor sobre o crescimento dos fungos toxigénicos, com taxas
de inibigd¥o variando de 2% (A. ochraceus) a 23% (A. selegrotiorum
NRRL  8170). Em relagdo a produgdo toxina o filtfadn inibiu
tntalmente | apenas A. ochraceus NRRILL 31743 A. sulphureus
NRRL 4077 foi inibido em &0%; A, alliaceus NRRL 317 e A. melleus
NRRL. 3519 apresentaram inibig3o de 507 no &% dia e de V3% no
129 dia; A. sclerotiorum NRRL 5170 n3o apresentou inibigdo no
&9 dia, mas a toxina foi reduzida em &H0%Z no 129 dia, B a cepa
selvagem de A. ochraceus teve a produglo de toxina retardada,
pois apresentou 100% de inibig¥o no 4P dia e O% no 129 dia. O
tratamento térmico do filtrado manteve o efeitoc ndo inibidor
sobre o crescimento de A, alliaceus NRRL 317 (19%), A. ochraceus
NRRL 3174 (13%) e &4, sulphureus NRRL 3077 (19%),; mas rausou
inibiglo moderada em A, melleus NRRL. 3519 (27%) £
A. mclerstiorum NRRL  S170 (28%), e estimulo de crescimento em
A. ochraceus (4% a mais gue o crescimento obtido no controle). O
efeito inibitério sobre a produsdo de toxina aumentou com o

tratamento térmico, tendo sido observada tambeém inibiq&o\ total
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em A, ochraceus; inibig3c de F0% em A. sulphureus NRRL 4077; 95%
de inibigdo no 129 dia para A. alliaceus NRRL 317 e B80% no
120 dia para A. sclerotiorum NRRL 5170. Apenas para 6. melleus
MERL 3519 a inibigdo fol menor, ficando em 50%.

As especies de Rhizopus estudadas apresentaram filtrados
caom pH alcaline (7,2). R. arrhizus NRRL Z982 causou aumgnto no
crescimento de A. melleus NRRL 3512 (estimulco de 16%),
A prhraceus NRRL 3174 {estimulo de 10¥L), A. ochraceus e
A, sulphureus NRRL A4G77 (eétimulo de 174} e n3p inibig
A. alliaceus NRRL 317 (8%) =2 A. sclerctiorum NRRL 5170 {(16%). O
filtrado ndpg inibiuv & produgdo de toxina a& A. sclerotiorum
NRRL 51703 atrasou a produg3o de toxina 2m A. ochraceus (1004 no
69 dia e 0% no 12 dia)y; inmibiu em 304 A. sulphursus NRRL 4077,
A. melleus NRRL 3519 e A. alliaceus NRRL 317, mas nos Gltimos, a
pradu;éo foi reduzida no 12° dia a 25% e 90%, respectivamente; e
inibiv a produg3o em A. ochraceus NRRL 3174 em 0% no 69 dia e
100% no 129 dia. Com o tratamento térmico do filtrado,
verificou-se alteragl3o apenas no efeito sobre o crescimento
de A. ochraceus NRRL 3174, onde em lugar de estimulo houve uma
ndo inibig¥o de B8%. 0 efeito sobre a produgdo de toxina foi
alterado 4penas para fA. sclerotiorum NRRL 5170, onde
verificou-se inibi¢Xo de &0%. R. microsporus mostrou-se ndo
inibidor para A, ochraceus {(13%) & moderadamente inibidor para
o outros  fungos toxigénicos com taxas varianﬁn de 25%
(. alliaceus NRRL 317) a 34% (A. sclerotiorum NRRL 5170).
ﬁ; oohraceus NRRL 3174 teve a produg3o ﬁe toxina totalmente
inibidaj A. sclerotiorum NRRL 5170 foi inibido em BOX;

A, melleus NRRL 3519 e A. sulphureus NRRL 4077 foram
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inibidos em 50%; A. alliaceus NRRL 317 fod inibido em 304 e
0%, nos 50 & 12° dias; 2 AR. ochraceus teve a produgdo de
toxina atrasada (100% no 6% dia e 0% no 1209 dia). O tratamento
térmico do filtrado ndo modificou o efeito scbre a produglo de
toxina e provocou inibig¥c moderada no crescimento de todos os
fungos toxigénicos, com taxas variando de ZO4 (A, melleus
NRRL 3519) a 4B% (A, sclerotiorum NRRL 5170).

fis espécies de Trichoderma mostraram AagHG
diferenciada ﬁdbre o crescimento dos fungos toxdigénicos.
T. harzianum, com pH alcaline (7,7) provocou estimulo de
cresciments com taxas variando de 8% (A. ochraceus NRRL 3174) a
42% (A. sulphureus NRRL 4077), exceto em A. sclerotiorum
NRRL 5170, onde verificou-se uma n¥o inibigd¥o de 2%. A produgio
e tagina n¥o foi inibida em A. ochraceus; em A. sclerotiorum
MNERL 5170 ¢ fol inibida em 50%3 em A. alliaceus NRRL 3517 e
a. melleus NRRL 3519 houve inibig¥3o de 50% no 6% dia e de 90 e
95%, respectivamente, no 127 dia; em A. melleus NRRL 3319
verificou-se inibicko de 90% (&9 dia) e 100% {129 dia); e
f. sclerctiorum NRRL S17Q foi inibido em BOY {12° dia), sem ter
sido constatads produg3p de toxina no &9 dia. 0 tratamento
térmico do filtrado aumentou o pH para 8,2, e dimipuiu as taxas
de estimulo de crescimento para 5% (A. melleus NRRL 351%9) e 11%
{A., ochraceus), provocando nos autros fungos uma nio inibigap
com taxas variando de 3% (A. alliaceus NRRL 317, A. oehraceus
MERL 3174 e A, sulphureus NRRL 4077) a 154 (A. sclerotiorum
NRRL 5170). Apenas observou—se atraso na produglo de toxina por
A. ochraceus com o tratamento térmico do filtrado. Ja 7. viride,

produziy  um  filtrado com pH 6,35 & com forte cheiro de coCo,
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caracteristico da especie {(29), gue se mostrou multo inibidor
para A. sulphureus NRRL 4077 (73%), A, ochraceus NRRL 3174
(76%1, e A, sclerctiorum NRRL SL70 {(774), & inibidor para
f. alliaceus NRRL 317 e A, ochraceus {(72%) ¢ A. melleus
NRRL 3519 (71%). A produglo de toxina foi totalmente inibida,
exceto para 6° dia de A. alliaceus NRRL 317 onde a inibig3o foi
ge 974 . Com o tratamento térmico, nlo se alterou o efeito sobre
a pradugdo de toxina, mas o efeitﬁ sabre o crescimento de
A. alliaceus NRRL 317 e A. nchréceua tornou—se muito  inibidor
{80 & 7&6%, respectivamente).

Triﬁhathecium roseum progduziv o mals alcalino . dos
filtradps de cultura estudados {(pH 8,3), sendo inibidor para o
crescimento de A. alliaceus NRRL 317 (52%) e A. écleratiorum
NRRL 5170 (51%) e moderadamente inibidor para f. mellsus
NFRL 3519 {44%), A, ochraceus NRRL 3174 (45%4), A. ochraceus
(33%)e A. sulphureus NRRL 4077 (48%). A produg¥o de toxina foi
totalmente suprimida. O tratamento térmico do filtrade ndo
alterou o efeito sobre a produgio de toxina, mas diminuiu ©
efeito inibidor sobre o crescimento de A. alliaceus NRRL 317
{42%) e aumentou sobre A, melleus NRRL. X519 (747} =
fis sulphureus NRRL 4077 (&3%4).

D pH, durante o desenvolvimento dos fungos toxig®nicos nos
filtrados de culturas antagonistas seguiu o mesmo  padrio de
variagdo observado np controle {Tabela 12).

Guanto & resisténcia frente aos filtrados antagonistas, 2
repa selvagem de A. ochraceus foi a que se mostrou mais
registente & inibig3c av crescimento e a produgdo de toxina,

A. sclerotiorum NRRL 5170 o mais sensivel a inibig3o ao
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crescimegnto, e A, ochraceus NRRL 3174 o mais sensivel a inibiglo
a produ;ao.de toxrina,

Com o chjetivo de verificar quais subst8ncias presente nos
filtrados de cultura dos fungos antagonistas foram responsavels
pela inibigldoc dos fungos toxigénicos, utilizauége n-métm&g de
bipavtografia, cultivando~se a cepa selvagem de:ﬂ. achfaceus,
mais resistente & inibigab, 2 A. sclefntiarum NRRL 3170, menos
resistente &3 inibig3o ao crescimento, sobre LCD dos filtrados de
culturas antagonistas, desenvolvidos em etanol-ambnia 25%- agua
(5016112, vivivy, onde apresentaram boa separagao de
substincias. Apds o pericdo de incubagBo, os fungos towxigénicos

apresentaram crescimento e esporulagldo, n3o sze notando zonas de

inibig¥®o (Figura 15}.
Efeito do pH no Desenvolvimento dos Fungos Toxigénicos

Os filtrados de culturas antagonistas apresentaram, apds
7 dias de incubagdo, pMs variando de 2,3 a 8,1 {(Tabela 13). Para
examinar a influfncia desses pHs nas inibigbes observadas nps
experimentos em meic liguido, foram determinadas as condigBes de
gesenvolvimento dos fungos toxigénicos em YES com pHs  extramos
{Tabelas 20 2 21, Figuras 16,17 e i8). O crescimento dos fungos
toxigénicos em pH alcalino foi semelbhante ap crescimento em pH
normal, com poucas diferengas no peso seco final do micélio. A
produgin de toxina por A. alliaceus MNRRL 317, A. mealleus
NRRL 3519 e A, sulphureus NRRL. 4077, foi reduzida a metade
gevidoe a alcalinizag¥o do substrato. A. ochraceus NRRL 3174

produziu apenas 10% da toxina até o &% dia, e a mesma n3o fol
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detectada. no filtrado ao final do periodo de incubagio.
F. oohraceus e A. sclerotiorum NRRL 5170 ndc mostraram
alteragin na produgio de toxina, embora a diminuig¥n da toxinas
do &Y para o 129 dia em A sclerotiorum NRRL 5170 tenha sido
maior gue a verificada no controle em pH  proximo a neutro.
Verificou-se que, em pHs acidos os fungos toxigénicos n3o
crescem € n3o produzem toxina, sxceto A. alliaceus NRRL 317,
que apresentou crescimento moderado {0,33 g de micelin/30 ml de
meio de cultural em comparagdo com 0 crescimento em pH préximo a
neutro (0,47 g de wicélio/S50 ml de meioc de cultural, mas ndo
produziu toxina.

Uma vez que os filtrados de cultura dos fungos do  grupo
gspergillius niger mostraram pHs muito baixos, & gue isso pode
ser a causa da inibig¥o dos fungos toxigénicos ohservada,
cuitivsuwse os fungos toxig@nicos nos filtrados dessas culturas,
neutralizando-se o pH para 6,7, com NaQOH SN. Com a corregiio do
pH do filtrado de A. niger NRRL 6411, a inibig3o de crescimento
foi alterada de 100%, para 68% (A. sulphureus NRRL 4077), 69%
(. ochraceus), 73% {A. melleus NRRL 3519}, 4% (A. oohraceus
NRRL 3174}, 76% (A. alliaceus NRRL 317) e 84% (A. sclerctiorum
_NRRL 5170). O filtrado de f. niger ATCC %442 com pH  corrigido,
mostrou-se inibidor para todos os fungos toxig®nicos, exceto
para A. sclerctliorum NRRL 5170 (BO%). A corregdoc do pH do
filtrado da cepa selvagem de A. niger, diminuiu o efeito
inibidor sabre o crescimento, mas ainda assim, © filtrado
mostrou—-se muito inibidor, com taxas variando de 70%
(A, alliaceus NRRL 317) a 85X (A. mclﬂrotinrﬁm NRRL. 35170); =

inibidor para A. ochraceus (6%F%4Z). Em nenhum dos casos a produglio
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e  toxina deixou de ser totalmente inibida pela corregiio do  pH

{Tabela 22}.

Eatudo de Degradagic da Ocratoxina pelos Fungos Antago-

nistas em Meio Liguido

Por ter se mostrado o melhor produtor de OTA e por  ter
sido o (nico & produzir filtrado com pH proximo a neutro,
&. alliaceus NRRL 317 foi escolhido para os estudos de
degradagdo de ocratoxina peleos fungos antagonistas. O filtrado
utilizads nestes sstudos apresentou pH 6,1 e 20 HB de UTA/ml de
filtrado. Além disso, apresentou  um pigmento amarelo nao
filuorescente com Rf 0,47, n3do identificado. Nestas condigBes, ©
filtrado de A, allisceus NRRL 317 inibiu totalmente o
crescimento  de  todos os fungos antagonistas. A germinaglo  dos
2SpOrns também foi inibida, com excessde dos esporos de
Bupergillus candidus, Aspergillus niger NRRL &41i1, R. niger e
Aspergillus versicolor ATCC 11730, que formaram tubo
germinativo, mas n3o apresentaram desenvolvimento adicional,
indicando que nos experimentos em meio liquids tiveram seu
desenvolvimento interreompido. Durante o peripdo de incubagio,
houve uma pequena variagio de pH, observada também no controle
{6, no 79 dia e 5,8 no 129 dia). A concentragio de OTA
permaneceu constante durante todo o tempo de incubago. Us
antagonistas cultivados sohre HSeUsS proprios filtrados

apresentaram desenvolvimento normal..
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Com o ohjetivo de verificar se fol a OVA ou alguma outrs
asubstancia presente no TfTiltrado de A. alliaceus NRRAL 317, =&
causa da inibigdp do desenvolvimento dos fungos antagonistas, €
também para gsclarecer a rcapacidade de alteragdo de
flunrescéncia ohservada nos experimentos em CaM, foram
escolhidos um representante de trés das classes antagonistas
prapostas para interagido em relaglo a produglo de toxina, para a
bioautografia com o filtrado de cultura toxig@nico: A. niger
MNARL. 6811 (reago antagdnica 4), R. arrhizus NRRL 2382 (reag3o
antagdnica 3) e T. viride (reagdc antagfnica 1). U crescimento e
esborula;%o destes fungos antagonistas scbhre a oo do
filtrado de A. alliaceus NRRL 317 e do padrio de O0TA ndc  fol
afetado, n¥o mostrando zonas de inibigdo. Por outro lado, as
manchas fluorescentes presentes inicialmente, desapareceran das
CChs agﬁs o crescimento e esporulagdo dos fungos antagonistas, o
que n¥o ocorreu na CCD sem inbtculo usada come controle, Tambem
0o se- verificou a formag3o de novas manchas Tluorescentes

(Figura 19).

520 dos Filtrados de Culturas Antagonistas sobre a In-

vasi3o dos Fungos Toxig@nicos em Sementes

Para verificar se os filtrados de culturas antagonistas
gue apresentaram melhores resultados inibitorios, teriam
capacidade de proteger sementes armazenadas contra invasdo pelos
fungos toxig@nicos, 5emantes.de feijd¥o foram tratadas Com OS
filtrados de Aspergillus heteromorphus, Aspergillus niger

NERL  &411 e Trichoderma viride, ¢ testadas contra A, alliasceus
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NRRL. 317 e A, ochraceus. As sementes de feiilo quando n3o
esterilizadas superficialmente {(experimentoc R), apresentaram—sa
totalmente cabertas por fungos, predominantemente Fusarium sp,
Aspergillus grupo flavus e Penicillium sp, & mais raranente,
Aspergillus grupos schraceus e niger. Com desinfecgin
superficial {experimento ), as sementes também apresentaram-se
totalmente cobertas pelas mesmas espécies de nicrorganismos.
Ingoulando~se as sementes n3op desinfectadas e desinfectadas
superficialmente, com os fungaé toxigenicos {(experimentos B ¢
D), observou-se o desenvolvimento dos Aspergillus grupo flavus e
Penicillium sp, embora com mends vigor que. nns experimentos
anteriores, € inicio de colonizaglo das sementes pelos fungos
toxigénicos. Nos experimentos em gue as sementes de feijdo foram
tratadas com os filtrados antagonistas (E e F}, constatou-se o
desenvolvimento das mesmas espécies te microrganismos, nos

mesnos padries descritos acima.
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TABELA 11— Alimentos Analisados para Selegdo de Microrga—

nismos
3k n::nz.—.:mma::zmm:::m frst—g i 4 it I e S NIRRT IS I RS mImr=
PRODUTOS N° DE CONTAGEM FUNGDS ISOLADOS
TOTAL A. ochraceus*® OUTROS GENERDS
AMOSTRAS DE FUNBOS¥ P NP

amENDDASH 1 9,3 x 10% 0 7 A. flavus
&, niger
Fusarium spp
Penicillium =spp
Rhizropus spp

AMENDUIM 1 & x 10 0 0 A. flavus
A. niger
Penicilliiom spp
Rhizopus spp

ARROZ 10 i x 102 0 o A. flavus
A, niger
Aspergillus spp
Fusarium spp
Penicillium spp
Rhizopus spp

AVEIA | - 1 4 » 10 0 o Cladosporium spp
Mucor spp
Penicillium spp

CASTANHA DE 1 T2 x 103 ol 0 Penicillium spp

CaIg

DASTANHA-DD 1 3 x 107 O 0 a.tlavus

PARA Penicillium spp
Rhizopus spp

CASTANHA 2 >700 x 10% o o Fusarium spp

pORTUBUESAH Penicillium spp
Rhizopus spp

CEVADA 1 5 x 1D o 9 A. flavus

Aspergillus spp
Cladosporium sSpp
Penicillium spp
Trichoderma spp

s e st e e el st s e TR T T M T I SR SR IS N —......._......."':—.-............":....._.......==........=..—...........—_=...,..::......:._..M::__mm:._mm:_m

{continual
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TABELA 1- Alimentos Analisados para Seleglo de Microrga-
nismos (cont.}

PRODUTOS NO DE CONTAGEM FUNGOS ISOLADRDS
TATAL 6. ochraceus®® QUTROS GENERQOS
AMOSTRAS DE FUNBOSH p NP

w“m—h—h“"“a——H“Mx=_“m==ﬁ“w$==—mm:==‘:— T R I A A NI T I N I A R R e e e T e RN IE DT DI e e e

FEIJIRO 1Q ¢ x 10 i 2 f. flavus
Aspergilius spp
Cladpsporium spp
Fusarium spp
Penicillium spp
Rhizopus spp

BRAO DE BICO 1 S % 10 O O Cladosporium sop
Fusarium spp
Penicillium spp
T. rossum
Rhizopus spp

MILHO 1 3 x 109 o o f. flavus
' Fusarium spp

NOZ PECANH 1 g x 10 0 o Fusarium spp
. Fenicillium spp

RAGAD i i X 105 0 G Aspergillius spp
Cladosporium spp
Fusarium spp
Penicilliium spp
Rhizopus spp

TRIGOD &M GRAQ 1 4 x 10 o 1 Aspergillus spp
Cladosporium spp
Penicillium spp
Rhizopus spp

TRIGU MOIDG 1 3 x 10 o 0 Penicillium.spp
Hhizopus spp

£ Unidades formadoras de colénia/g de produto
£¥ P= produtor de ocratoxina, NP= n3o produtor de ocratoxina
# fAmostras visivelmente mpfadas B
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TABELA 2~ Microrganismos Produtores de Ocratoxina

e e i i T R A B R S Y R S N R R RS AR SRR NG R R SSRGS SRR
MICRORGAMISMO Can
A. alliaceus NRRL. 317 +¥
A, mellieus NRRL 3319 +
A. ochraceus NRRL 3174 : +
A. sclerotiorum NRRL 5170 +
A 5u1pﬁurau5 | NRRL 4077 +

e At e e e el AR 8 o S ke A A s ey ot L WA S o v skl AMAL AL U e =i S e T W T o o

3 Presén;a de halp de fluorescéncia azul brilhante ao redor da
colfnia, indicativo da produgdo de ocratoxina, em meio de
agar—coco  (CAM}, em observasdo sob luz UV de onda longa,



TABELA 3— Microrganismos Isnlados

Aantagonistas.

e Estudados

e ek i kb B e e e Sk B R U o el s Py e s s Ml S T S i A S o T T ok St e et s T S T e e e S OO S ST TR NS

Aspergillus candidus Link

Aspergillus chevalieri (Mang.) Thom & Raper
Aspergillus deflectus Fennel & Raper
fAspergillus heteromorphus Batista e Maia

fspergillus niger v. Tiegh.

Aspergillus terreus var aursus Thom & Raper

Cladnspuriumhsp 1

Cladosporium sp 2

Cladosporium sp 3

Monodyctis castaneae (Wallr,) Huglos

Mucor racemosus Fr.f.sphaerospermus{Hagem)Schipper

PFascilomyces variotii Bainier

Rhizopus micresporus v.Tiegh. var chimenais{Saito)
Schipper & Stalpers

Trichoderma harzianum Rifai

ex 5. F. GBray

Trichoderma viride Pers.

Trichothecium roseum (Pers.} Link & Gray

T T IS T e e A e e
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Lomno

FEIJRO

ARROZ

FEIIAD
CONTAMINANTE
ARROZ

ARROZ
CONTAMINANTE
éVEIﬁ

GRAMNG DE BICO
AVETIA

AVEIA
CONTAMINANTE

BRAC DE BICO

CEVADA
MADEIRA

GRAO DE BICO



85

TABELA 4- Mizrorganiamas? Obtidons de Colegies de

Cultura e E?tudadms como Antagonistas

e st e e ek Hng i o e e b A Yo ko o Ll T e e il S AAC  TTn ld AM dne T T

MICRORGANIEMD CAM
Absidia repens v. Thiegh. NRRL 5513:56 -
A, niger v. Thiegh. NRRL 6411 -
A. niger v. Thiegh. ATCC %642 E -
A. varsicolor (Vuill.) Tirangshg:: ATEC 11730 -
#. griseo~cyanus (Hagem) Schipéer NRRL 3359 -
P. funiculosum Thom ATCC 11797 -
P. raistrickii G. Smith NRRL 2538 -
R, arrhizus Fischer NRRL 2582 ; ' -

£ -Auséncia de halo de flumrescéﬁcia ap redor da colénia, em meio

de agar-coco (CAM), em cbaervégam sob luz UV de onda longa.
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TABELA 5— Taxa de Crescimento dos Micrargahiamos.*

e N N I R —

MICRORGANISMO TAXA DE CRESCIMENTO
mm/dia
Aspergillus alliaceus NRRL 317 7,12
Aspergillius melleus NRRL. 3519 3,07
Aspergillus ochraceus NRRL. 3174 4,33
Aspergillus ochraceus {,1&
Aspergillus sclerotiorun NRRL 95170 4,23
fAspergillus sulphureus NRRL 8077 8,20
Absidia repens NRRL 1334 b1z
Aspergillus candidus 3,42
Aspergillus chevalieri 3,84
fispergillus deflectus 2,08
Aspergillus heteromporphus 3,046
Aspergillus niger NRRL 6411 F.16
Aspergillus niger ATCC 94642 8,83
Aspergillus niger T4 &b
Aspergillus terreus 5,12
fispergillus versicolor ATCC 11730 2,52
Cladosporium sp 1 2,08
Cladosporium sp 2 4,33
Cladosporium sp 2 2,08
Monodictys castaneae 4,00
Mucor grisgo-cyanus NRRL 3359 11,59
Mucor racemosus 2,580
Papcilomyces variotii &, B0
Pernicillium funiculosum ATEC 117%7 X,i8
Penicillium raistrickii NRRL 2038 2,38
Rhizopus arrhizus NRRL. 2082 13,30
Rhizopus microsporus 11,50
Trichoderma harzianum 13.50
Trichoderma viride 15,28
~ Trichothecium roseum 5,00
e e e e e i R T T O e T T S S S T A NI S M T A I R A S R T SR A SR S T M IR R T T T A g

¥ Os valores representam a m&dia de experimentos em triplicata
A taxa de crescimento foi ralculada, dividindo-se o digme—
tro da colénia cultivada em CAM, pelo namero de dias de in—
cubag3o a 289C.
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A. sulphureusx

FIGURA 5 — INTERAGAO ENTRE OS PARES DE FUNGOS EM RELAGAO
1 - NRO AGRESSAO:

AQ CRESCIMENTO DAS COLONIAS -
Interag3o entre as colBnias de Aspergillus
4077 e Trichoderma viride.

sulphureus NRRL
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FIGURA & — INTERAGARO ENTRE 0S PARES DE FUNGOS EM RELAGARO
A0 CRESCIMENTO DAS COLONIAS - 2 - INVASAO:
Interag3o entre as col®nias de Aspergillus
sulphureus NRRL 4077 e Rhizopus arrhizus NRRL
2582, com R. arrhizus encobrindo totalmente

a col®nia toxigénica.
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FIGURA 7 - INTERACAO ENTRE 0S PARES DE FUNGOS EM RELACAD

—

A0 CRESCIMENTO DAS COLDONIAS — 3

VERSA: Interag&o entre as
Aspergillus alliaceus NRRL 317

raistrickii NRRL 2018, com o fungo

iniciando a invasdo.

INVASAEO IN-
colonias
Penicillium

toxigenico

de
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FIGURA 8

INTERAGCAD ENTRE 0S FPARES DE FUNGOS EM RELACARO
A0 CRESCIMENTO DAS COLONIAS — 4 — ENTRELACAMEN-—

TO: Interagd3o entre as colonias de Aspergillus
sclerotiorum NRRL 5170 e Rhizopus microsporus,
com o fungo toxigénico esporulando por entre
as hifas de R. microsporus.



TABELA & Aglc dos

ek shrm A ity e e Lk MY iy i e ke
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Fungos Estudados no Desenvolvimento de

Aspergillus alliaceus NRRL, 317 em CAM, de ficordo
com as Classes de Interaglo Propostas.

O T - ]
e e e e T T I M M T T M ST M IR M NS R S H RS S S R M R e w il et v e S A L e =

Absidia repens NRRL 1336

Aspergillus
Aspergillus
Aspergillus
Gepergilius
fispergillus
Aspergillus
Aspergillus
Aspergillus
tispergillus

candidus
chevalieri
deflectus
hetercomorphus
niger NRRL 6411
niger ATCL 9642
niger

terragus

varsicalar'ﬂTCC 11730

Cladosporium sp 1
Cladosporium sp 2
Cladasporium sp 3
Monodyctis castaness

Mucor griseo—-cyanus NRRL 3359

Mucor racemosus
Papcilomyces variotii

Penifcillium funiculosum NRR{, 11797
Penicilliium raistrickii NRRL 2038

Rihizopus arrhizus NRRL 2582
Rhizopus microsporus

Trichoderma
Trichoderma

harzianum
viride

Trichothecium roseum

¥ Os
A a 280
¥ Tipos de

os outros

# Tipos de

experimentos foram

C.
interagio
fungos

interagio

oboservados entre o0s

estudados, 8m

ACRD SOBRE
CRESCIMENTOX¥

Invasdo inversa
N3o agressa
Invas3o inversa
Invas3o inversa
Invasan

NXo agressi3o
Nio agress¥e
N¥o agressdo
Nio dgressio
Ni¥o agressdo
invas3o inverss
Invasi#o inversa
Invasio inversa
N¥o agressso
Invasdo inversa
Invas3o inversa
Invasgop inversa
NEo agressaEo
Invasio inversa
Invas3o
Entrelagamento
Invas3o inversa
Ni¥o agress3o
NEo agressio

realizados em triplicatsa,

Neutra
Antagdnica
Antaglnica
Antagfnica
Antaghinica
Antagdnica
Antagdnica
Antagdnica
Neutra
Neutra
Neutra
Meutra
Neutra
antagdnica
Nautra
Antagbnica
Antag®nica
Antagtnica
Neutra
Antagdnica
Sfntagonica
antaginics
Antaginica
Neutra

com incub

relagido ao crescimentio d
colfnias, de acordo com as classes propostas.

A o

e e s . e o oty o e e ke Ve e et AAL At ST e k. D VT TR S T ke AR T T T Sk e T T T

. i i o e R e e ket A B e
o s A e N R T I IR I R TR S T I S e TR S IS e S S S S e S S e

2

fungas toxig®nicos &

as

observados entre os fungos toxigénicos e

os outros fungos estudados, em relagle a produsio de toxina,
de acordo com as classes propostas.
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TABELA 7- Agio dos Fungos Estudados no Desenvolvimento de

Aspergillus melleus NRRL 3519 em CAM de Acordo
com as Classes de Interag¥o Propostas.
IR mR SRS aT S S e e man o e e ok et s s ST I T I e s A T T T T T e e e R R R R IR R e e e e e
MICRORGANISMO AGRD SOBRE ACAD SOBRE
CRESCIMENTOX* PRODUGHBO OT#
Absidia repens NRRL 1336 Invasio Neutra
fAspergillius candidus Ndo agressdo Antagdnica 1
Aspergillus chevalieri Invaslo inversa AntagOnica 1
fspargillus deflectus N30 agressio Neutra
Aspergillus heteromorphus N3¥p agressio Antagdnica 3
Aspergillus niger NRRL 6411 NEo agressido AntagBnica 4
fspergilius niger ATCC 9644 N3p agressHo Antagdnica 4
Aspergillus niger N¥o agressio Antagdnica 4
fispergillus terreus Nio agressdo Neutra
Aspergillus versicolor ATCC 11730 Nio agressdo antagdnica 3
Cladoasporium sp 1 Invasio inversza Neutra
Cladosporium sp 2 Invas3o inversa Neutra
Cladosporium sp 3 Invasio inversa Neutra
Monodyctis castaneag N¥o agress3o Antagdnica 1
Mucor griseo-cyanus NRRL 3309 Invasd3o inversa Neutra
Mucor racemosus Invasdy inversa Antagdnica 1
Pagcilomyces variotii Invas3o inversa Antagtnica 3
Penicillium funiculosum NRRL 11797 N3o agress3o Antagdnica 1
Penicillium raistrickii NRRL 2038 Invasiio inversa Neutra
Rhizopus arrhizus NRRL 2382 Invas3o Antagdnica 3
Rhizopus microsporus Entrelagamento Antagfnica 3
Trichoderma harzianum Nig agressdo Antagdnica 1
Trichoderma viride N¥o agressHo AntagHnica
Trichothecium roseum Neutra

¥ QOs

experimentos foram

c3a a 289 C.

% Tipos de

ps putros

interagio
fungos

NXo agressio

ohservados sntre o0s

estudados, em

relagioc ao crescimenio

col@nias, de acordo com as classes propostas.

# Tipos de

interag3o

roalizados em triplicata, com incuba-

fungos toxigénicos &
das

observadns entre os fungos texigénicos e

os outros fungos estudados, em relagiio a produgia de toxina,
de acordo com as classes propostas. .
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TABELA 8 ~ Ag3o dos Fungos Estudados no Desenvolvimento de
Aspergillus ochraceus NRRL 3174 em CAM de Acor-

do com as (lasses de Interagdo Propostaa,*

e e A A T A NI iR N A TR R R SRR EE SR R SRR IS e e S o R e —

MICRORBANISMO ALBO SOBRE ARAD SDBRE
CRESCIMENTOX¥ PRODUGRC OT#
fAbsidia repens NRRL 1336 Invasdo _ Neutra
Aspergillus candidus Ni¥o agressio Antagdnica 1
fispergilius chevalieri Invas3o inversa Antaglnica 1
fispergillus deflectus N3o agressdo Neutra
Aspergillus heteromorphus Invasio ' Neutra
Aspergillus niger NRRL 6411 N3O agressso aAntagdnica 4
Aspergillus niger ATCC 9642 NX¥o agressio fntagdnica 4
fAspergillus niger N¥o agresssdo Antagbnica 4
Aspergillus terreus . Nio agress3o Neutra
Aspergillus versicolor ATCC 11730 N3¥o agressi3o Antag@nica 1
Cladosporium sp 1 Invas3o inversa Neutra
Cladosporium sp 2 Invas¥o inpversa Neutra
Cladosporium sp 3 Invasin inversa HNeutra
Monodyotis castaneae N¥o agressdo Antagonica 1
Mucor grisec-cyenus NRRL 3359 Invas¥o inversa Neutra
Mucor ratemusus Invasio iaversa Antaglnica 1
Paecilomyces variotii Invasio inversa Antagdnica 3
Penicillium funiculosum NRRL 11797 Nio agress3io antagdnica 1
penicillium raistrickii NRRL 20BZ Invas3o inversa Neutra
Rhizopus arrhizus NRRL 23882 Invasiop Antagonica 3
Rhizopus microsporus Entrelagamento antagbnica 3
Trickoderma harzianum Invas3o AntagBnica 1
Trichoderma viride Nio agress3o AntagOnica 1
Trichothecium rogeum N3o agressio Nautra

]
oI e S =

*‘ Os

experimentos foram

530 a 28° C.

¥k Tipos de

g ouiros

interagio
fungos

ohservados entre os

estudados, m

realizados em triplicata,

relagic ao crescimento

colBnias, de acordo com as classes propostas.

# Tipos de

os putros fungos estudados,

interag#o

de acordo com as classes propostas.

com incuba-~

fungos toxigénicos e
das

observados entre os fungos toxigénicos e
em relago a produglo de toxina,
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TABELA 9 — Aglp dos Fungos Estudados no Desenvolvimento de
Aspergillius ochraceus em CAM de fArordo com as
Classes de Interagiio Papostas.*

-«--—_...-mm-—-—‘mwm-—-—‘.-...u—...-.‘_-—....mm_——uu.—_—_m"‘m"”_“w-.";‘"'— S s e e sl s e T S e o M O T T I R ST I o T e e e S IR

Absidia repens NRRL 1336

Agpergillus
Aspergillus
Aspergillus
Aspergillus
Aspergillus
Aspargillus
Azpergillus
fsperglllus
fapergillius

candidus
chevalieri
deflectus
feteromorphus
niger NRRL 6411
niger ATCC 9642
niger

terreus

versicolor ATCC 11730

Cladosporium sp 1
Cladosporium sp 2
Cladosporium sp 3
Monadyctis castansae

Mucor grisso-cyanus NRRL 3509

Mucor racemnosus
Paecilomyces variotil

Penicillium funiculosum NRRL 11797
Penicilliium raistrickii NRRL 2038

Ahizopus arrhizus NRRL 2382
Rhizopus microsporus
Trichoderma harzianum

Trichoderma

viride

Trichothecium roseum

ammmpr s R TR TS ST A A e ===

¥ Os

experimentos foram

sl0 a 289 C.

x¥ Tipos de interagio
os ocutros

fungos

ohusrvadons entre oS

gstudados, em

invasXo inversa
invas3p inversa
NEo agressio

Invasio inversa

iﬁﬁa agressio
N0 agressio

Nio agressdo
N3 agresdo

Nio agressdo
Ni¥o agressio
Invas3o inversa
Invasio inversa
Invasio inversa
Nio agressin
Invasio inversa
Invasdo inversa
Invasio inversa
N¥o agressdo
Invasio inversa
Invasio
Entrelagamento
Invasin

N¥o agressio
Nap agressdo

Al SOBRE

pRODUGED OT#

e it e Sm . e P T oy ke b R e el e WA 4T BT ST el i SR T S T T

Neutra
Neutra
Antaglnica
Antaginica
Newtra
Antagbnica
Antagdnica
Antagdnica
Neutra
Antaginica
Neutra
Neutra
Neutra
Antaginicsa
Neutra
Antagbnica
Antagdnica
Antaginica
Neutra
Neutra
AntagOnica
Antaginica
Antagdnica
Antaginica

e a4l A e i i B e i o A e T e, i A W Pl el s N ST o ek sy M S T

coldnias, de acordo com as classes propostas.

# Tipos de

os outros fungos estudados,

interagio

de acordo com as classes propostas.

relag¥o ao crescimento

e e T e e e e I e e N R R R NI IR

b2 s B

realizados em triplicata, com incuba-

fungos toxig@nicos e
das

observados entre os fungos toxrigenicos @
em relagdo a produgdo de toxina,
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TABRELA 10~ Agio dos Fungops Estudados noDesenveolvimento de

E—f—g g — i

Aspergillus sclerotiorum NRRL 3170 em CAM de
Acordo com as Llasses de Interagilo Prupostag.#

i S A e ey e, et bl st MR ARV TR o e e o ik A0 S TSR P T T .k il e S ShAH LSS S e ey

o e T L A T T o e e e e o S T D I e e T e T e ERE LD SRR

Absidia repans NRRL 13346 Invas3o inversa Neutra
fispergillus candidus N¥o agressdo Antagtnica 1
Aspargillus chevalieri Invas3o inversa AnitaglOnica 1
ARspergillus deflectus N3 agressdo Neutra
Aspergillius heteromorphus Invasiio Antagbnica 3
fopergillus niger NRRL 6411 N3p agressio Antagénica 4
Aspargillus niger ATCC 9642 N#o agress3o AntagOnica 4
Aspergillus niger Nio agressdo Antaginica 4
fispergillius terreus Nio agress3o Neulra
Aspergillus versicolor ATCC 11730 Invasido inverss Antagdnica 1
Cladosporium sp 1 ' Invas3¥o inversa Neutra
fladosporium sp 2 Iinvas3io inversa Neutrs
Cladosporium sp 3 Invaso inversa Neutra
Monodyttis castaneae Nio agress3o Antagdnica 1
Mucor grisgo—cyanus NRRL 3359 InvasXo inversa Neutra
Mucthr racemnosus Invasio inversa Antagbdnica 1
Paecilomyces variotii Invas¥o inversa Antaglnica 3
Penicillium funiculosum NRRL 11797 N3c agressdo AntagOnica 1
Penicillium raistrickii NRRL 2038 Invas3o inversa Neutra
Rhizopus arrhizus NRRL 2582 Invas3o Artagdnica 3
Rhizopus microsporus Entrelagamento  Antagfnica 3
Trichoderma harzianum NXo agressdio Antagtnica 1
Trichoderma viride NiEp agressio Antagonica 1
Trichothecium rosaum N¥o agressdo Antaginica 2

i kAl Py e e i ket A4 it
e ek e R TR o e e M R I e e e I I N S IR RS T S I T A e S =i S s e = S ==

®x (s

experimentos foram

g3%0 a 289 C.

% Tipos de

.05 butros

interagio
fungos

observados entre os

estudados, em

AGAD SOBRE
CRESCIMENTOY X

realizados em triplicata,

relagio ap crescimento

colénias, de acorde com as classes propostas.

# Tipos de

interagip

AGARD SOBRE

prODUGRD OT#

e s At At A T o e e b W P o T e A etk WY S e s SV A TR TR T Tk ke e TR TR T
e T T T M NN I T IR NN E RSN

com incuba—

fungos toxigénicos e
das

observados entre os fungos toxigénicos e

g8 outros fungos estudados, em relagdo a produgio de toxina,
de acordoe com as classes propostas.



TABELA 11—~ Ag¥o dos Fungos Estudados noDesenvolvimento
Aspergillus sulphureus NRRL 4077 em CaM de Acor
do com as Classes de Interagdo Prepmatas,*

s it it e e e AL T P
[ =—f R g

e e b P o e it
L= ey

Absidia repens NRRL 1336

Aspergillus
Aspergillus
fisperaillus
Aspargillus
fAgpergillus
Agpergillus
fispergil lus
Aaspergillus
Ggpergillus

candidus
chevalieri
deflectus
heteromorphus
niger NRRL 4411

niger ATCC 9642
niger

terreds

versicalmr'ATCC 11730

Cladosporium sp 1
Cladosporium sp 2
Ciladosporium sp 3
Monodyctis castaneae

Mucor griseo—cyanus NRRL 3359

Mucor racemisus
Paecilomyces variotii

Peniciliium funiculosum NRRL 11797
Ppenicillium raistrickii NRRL 2038

Rhizopus arrhizus NRRL 2082
Rhizopus microsporus

Trichoderma
Trichoderma

harzianum
viride

Trichothecium rossum

X Os

M MR ERRERTE R

experimentos foram

a0 a 28° C.

Xk Vipos de

oe oulros

interagdo
fungos

observados entre os

estudados, am

_“m—_mmw-___.w—umm—_wu_.-.muw.—.—_.mm—-—uw.___-wm._—_mmw__.“.«w--——-
*—hﬁ“w—-Mwm;——“m—v—v“m"—-—b“-ﬂw—uﬂ—“”“—-ﬂm”-—*mm“——-—aﬂ"w—#‘mm““—““w SRR

AGRAC SOBRE
CRESCIMENTO¥X

Invasio inversa
Nio agressiEo
Invas3do inversa
Invasdo inversa
Invasio

N3o agresssdo
N3D agressdEo
MXo agressdo
Nio agressio
Invasdc inversa
Invasip inversa
Invasio inversa
Invasdo inversa
NAo agressdo
Invasdo inversa
Invasdo inversa
Invas3o inversa
NiG agressHo
Invasi3io inverss
Invasgo
Entrelagamento
N3o agressdo
NYo agressio
NHo agressio

relaglo ao crescimento

colBnias, de acordo com as Classes propostas.

# Tipos de

os outros fungos estudados, em relagdo a

interagdo

de acordo com as classes propostas.

Neutra
Antaginica
Antagdnica
Neutra
Antaglnica
Antagbnica
AntagOnica
Antagtnica
Neutra
Antagbnica
Meutra
Meutra
Neutra
Antaghnica
Neutra
Neutra
Antagnica
Antagbnica
Meutra
Antaginica
fGntagdnica
Antaudnica
Antagonica
Meutra
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realizados em triplicata, com incuba-

fungos toxigénicos e
das

abservados entre os fungos toxigénicos e
produgde de toxina,
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TABELA 12— Desenvolvimento dos Fungos OcratoxigBnicos em
Meio Ligquido {(YES) em 12 Dias de Incubagdo a

280 ¢ #
e T T T T e T e e e e T N T I e R RS A e eI S I I o2 rlfrre il e el et =l i . e el e A 4l i o A e i}
MICRORGEANISMO pH PESO OTA¥EX

INICIAL 79 d 129d SECOX¥® £0g 17gd

vt e e v e vk b o ke Akl AL AR U ST R PR e Sy o i bl Mkl A i LAHAL B AR AT S PR e o Ty bkt b Yo b s ks A ot A A WIS Y YT TN ALY TR ST P i ot T e T e e s e

A, alliacéus NRRL. 317 6,9 6,0 4,8 0,64 1000 1000
A. melleus NRRL 3519 | 6,9 by, 7 7,% 0,55 100 il
A achf&ceuuhNRRL 3174 6,9 5,9 B,3 | 0,62 50O 50
A. ochraceus 6,9 6,1 8,6 0,44 S 50
A. sclerotiorum NRRL 35170 6,9 &,6 7,3 0,86 500 250
f. sulphureus NRRL 4077 &, 7,2 8,3 057 ND 300
] Os valores representam a média de experimentos em triplicata

¥ g de micélio/30 ml de meio de cultura,
¥x¥ ug de OTA/50 ml de meio de culiura. ND = toxina n3p detects-—
da pelo método utilizado



TARFLA 13- Desenvolvimento dos

Fungos

a

78

ntagonistas em

Meio Liquido (YES) em 15 Dias de Incubagiio a

Z280 C.¥#

EErnCE AN SN TR SRS EES ST R ER o EERrE SRR RRE RS ERRE
MICRORGANISMO pH PESO

INICIAL 79 d 15%d gecoX
e 2 € T 2 5 O S 0 2 T D 2 0 2 0 S 8 B R R
f. candidus 4,8 6,7 B,6 0,70
A, chavalieiri 6,8 6,5 735 4,58
f. heteromorphus 6,8 5,3 7,8 0,74
f. niger NRRL 6411 6,8 2,4 3.1 0,76
f., niger ATCC 9642 b,8 4,1 5,2 0,40
A. niger 6,8 3.4 4,1 0,63
A.versicolor ATCC 11730 6,8 7,5 8,7 0,51
M. castane &,8 b h,3 0,70
Mucor racemnosus 6,8 5,9 7,1 G. 12
P, variotii &,8 TS s 0,12
P. tuniculosum ATCC 11797 4,8 4,9 8,2 G, 40
R. arrhizus NRRL 20582 6,8 T.9 7.9 0,92
H., microgporum 6.8 8,0 8,0 0,23
T. harzianum 6,8 5,7 7.7 0,58
T. viride 6,8 b,0 748 0,465
T. roseum &,8 8,1 8,4 0,73
R R T A I R S SRS ST AR RS S NS R SR RS SRS E S SRR R
# 0s valores representam 3 média de experimentos em triplicats
X g de micelion/S0 ml de meio de cultura



99

TABELA 14 - Determinagido de Antagonisme em Meio tiquido
1-Ag%0 dos Filtrados de Culturas Antagonistas
sohbre o Desenvolvimento de A. alliaceus

NRRL 317.%

MICRORGANISMO pH INICIAL PESD SECOYH oTAX¥X
&% o 1204
mEmammmm sl EmEEIRI T s T S I AN I N AR SIS S ot e v — g e ] g i e —y
CONTROLE £,97 Q.64 1¢00 1000
A. candidus NT# 5,2 0,38 5 5
TT 5,1 0,35 5 5
fi. chevalieri NT 4,3 0,37 73 S50
TY 6,2 0,43 50 50
&. heteromorphus NT 4,9 0,32 ND ND
T 5,0 0,31 ND ND
A. niger NRRL &4L1 NT i,8 - ND ND
TT 2.6 - ND ND
A. niger ATCC 9842 _ NT 3,4 0,25 ND ND
' TY IS 0,24 ND ND

A. niger NT 3,0 - ND ND
TT .1 - ND ND
8. versicolor ATCC L1730 NT &,9 0,20 ND ND
: 1T &,0 0,18 ND ND

M. castaneae NT 5,7 0,45 50 50
TT 5,4 0,50 25 o
M. racemosus NT byl 0,36 ND ND
- T byl 0,29 ND ND
P, variotii NT 5,2 0,43 250 100
1Y 5,2 0,33 100 100
P, funiculosum ATCC 11797 NT 5,7 0,50 BHOO 250
7 53,4 0,82 BOC 80
R. arrhizus NRRL 20582 NT 749 0,59 a00 100
TT 8,5 6,58 500 8500
R. microsporus NT 7,7 0,48 500 i00
TT 8,4 0,45 00 50
T. harzianum NT 77 0,75 S00 100
’ T 8,2 0,62 300 10¢
T viride NT 6,3 0,18 258 MND
17 45 0,13 5 ND
T. roseum NT 8,5 D,31 ND ND
1T 9,0 0,%7 850 ND
smmmmTooiE s N NI ST S ARSI IT D s A MR ISR I Fed—ed - e R e oo
% fils valores representam a média de experimentos em triplicata

k%t g de micélio/50 ml de meio de cultura, em 12 dias de incuba
gdn a 289 L.

¥k g de OTA/S0 ml de meip de cultura. ND = toxina ndo detecta-
da pelp método utilizado.

# NT = filtrado, sem tratamento. TT = filtrado com tratamento
téermico '



glo a 28° C.

100

TARBELA 15 - Determinagio de Antagonismo em Meio Liguido
2~Ac20 dos Filtrados de Culturas Antagonistas
sobre o Desenvolvimento de A, melleus
NRRL 3519, %

s e Ee T E RS SRR RERSERRER TR MM SIS ERER S B e e o et S
MICRORGANISMO pH INICIAL PESD SECOY¥ ora¥*E
60 d 0 129d
Dy e e e aT TR e TR IS IR T T e A T I o S i I e e e e e e e SR A MR I RN R A IR IR AR ST A T R I
CONTROLE b,? 0,55 16O 100
A. candidus NT# 6,2 0,43 ND ND
TT TG, 0,40 MD ND
. chevalieri NT h,3 0,32 ND ND
TT 6,2 0,37 MND ND
. heteromorphus NT 4,9 0,24 ND MD
TY 5,0 Q.25 ND ND
f. niger NRRL 4411 NT 1,8 - ND ND
TT 24 - ND ND
&. niger ATCC 9642 NT 3,4 G,15 D ND
' “ TT 35 G,11 ND MD
A. nigsr NT 3,0 - MD ND
TT 3,1 - ND ND
6. versicolor ATCC 11730 NT &,5 015 ND ND
) y 1T éh,Q O,14 MD ND
M. castanese NT S5.,7 0,39 10 bo
T 5,4 5,47 D B
M. racemtisus NT &,1 0,23 MD ND
TT H5,1 0,21 ND ND
P. variotii NT 9,2 0,39 25 ND
TT 5,2 0,30 i0 ND
P. funiculosum ATCC 11797 NT 5,7 0,51 1) 25
1T 5,4 0,40 50 50
R. arrhizus NRRL 2582 NT 7.9 0,649 S0 75
TT 8,5 080 B0 75
R, MICrpsROrus NT 7.9 0,45 50 50
T B,4 0,41 50 2D
T. harzianum NT 7.7 0,68 a0 ba
: 17 8,2 G, 58 5Q i
Ta viride NT &H,3 0,17 ND ND
TT &40 0,146 ND MD
T. rossum NT 8,5 0,31 WD ND
TY 2,0 0.14 ND ND
3 0z valares represantam a média de gxperimentos em triplicata
#% g de micélio/S0 ml de melio de cultura, em 12 dias dg incuba

¥k% ug de OTA/50 ml de meip de cultura. ND = toxina n3o detecta-

#

da pelo método
NT = filtrado,
térmico

ytilizado. =
sem tratamento. TT = filtrado com tratamento
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TABELA 16 — Determinaglo de Antagonismo em Meio Liguido
3~Agdo dos Filtrados de Culturas Antagonistas
sobre o Desegnvolvimento de A, opchraceus
NRRL 3174.%

MICRORGANISMO pH INICIAL PESC SECOXX oTAKEX
&5 o 120d

CONTROLE &,9 0,62 S0 3
f. candidus NTH 6,2 0,47 ND ND
TT ' S,1 0,48 ND ND

f. chevalieri NT &,3 0,42 ND ND
TT b,2 0,40 ND ND

f. heteromorphus NT 4.9 0,22 ND ND
17 5,0 0,23 ND ND

A, niger NRRL 6411 NT i,8 - ND ND
7T 2.6 0,08 ND ND

&. niger ATCC 9642 NT 3,4 0,14 MDD ND
TT 3,5 0,22 ND ND

f. niger NT 3,0 - ND ND
TT 3,1 - ND ND

A. versicelor ATCC 11730 NT 643 0,15 ND NI
: T 6,0 0,14 ND ND

M. castansae NT 9,7 0.43 . ND ND
TT 5,4 Q.47 ND ND

M. racemosus - NT &,1 0,29 ND MND
TT 6,1 0,18 ND ND

P, variotii NT H542 0,37 ND S
T 5,2 6,27 5 S

P. funiculosum ATCC 11797 NT 5,7 0,53 ND ND
TT 85,4 G, 54 ND ND

R. arrhizus NRRL 2082 NT 749 0,68 i) ND
TY 8,5 0,57 5 ND

R. migrosporus NT 7,9 J, 85 ND ND
TT 8,4 0,42 ND ND

T. harzianum NT 747 0,67 b ND
' 17 B,2 0,460 3 ND
T. viride NT 65,3 0,15 ND ND
1T 5,3 G,14 ND ND

T. roseum NT 8,5 0,34 ND ND
TY 2,0 0,32 ND ND
E Os valpres representam a média de experimentos em triplicata

%% g de micélio/50 ml de meio de cultura, em 12 gias de incuba
c¥o a 289 C.

Xk¥ g de OTA/50C ml de meioc de cultura. ND = toxina ni3o detecta-
da pelo método utilizado. )

# NT = filtrado, sem tratamento. TT = filtrado com tratamento
térmico



e stina. o
Fim e

¥k

KX

#

102

TABELA 17 - Determinagloc de Antagonismo em Meio Liguido
4~Ag¥0 dos Filtrados de Culturas Antagonistas
sobre o Desenvolvimento de A. arhracgus.

M“%Mww‘dmw—-—m“_—u“-ﬂmﬂ“n——_m“m'— SRR IE o LA np o o e e N I R SRS

MICRORGANISMO pH INICIAL PESC SECO¥¥ aTa¥¥¥
to d 1204g
CONTROLE &,9 0,46 o 30
A, candidus NTH b,2 0,33 ND ND
TT 5,1 0,34 ND ND

. thevalieri NT 6,3 0,38 KD ND
17 b2 0,34 ND MD

A. heteromorphus NT 4,9 0,20 D MND
TY 5,0 0,22 ND ND

. niger NRRL &411 NT 1,8 - MD ND
TT 2,6 0,09 ND ND

fi. niger ATCC 9642 NT 3,4 0,16 ND ND
. , TT 3,9 0,17 N ND

f. niger NT 3,0 - MDD MND
TY 3,1 - ND ND

A. versicolor ATCC 11730 NT 5,5 G,16 ™MD ND
_ T &£,0 0,12 ND ND

M. castaneae NT 5,7 0,31 ND ND
TT 5.4 0,40 - ND ND

M. racemosus NT &,1 0,31 ND NI
. TT 641 0,25 ND ND

P, variotii NT S9,2 0,35 ND MDD
7 5,2 0,18 ND B

P. furiculosum ATCC 11797 NT 5,7 0,45 ND 50
T 5,4 0,48 ND ND

R, arrhizus NRRL 2382 NT T2 0,54 ND S0
TT B,5 0,50 ND 50

R, microsporus NT 7,9 0,39 ND 50
TY 8,4 2,34 ND 50

T. harzianum NT 747 0,60 i SO
TT 8,2 G,51 ND 50

T. viride NT 5,3 0,13 ND ND
TY &S 0,11 ND ND

T. rossum NT 8,5 0,31 ND ND
' TT 7,0 0,32 ND ND
Os valores representam a média de experimentos em triplicata

g de micelio/D0 ml de meio de cultura, em 12 dias de incuba

c3c a 289 C. .
Ha de OTA/50 ml de meio de cultura. ND = toxina nlo detecta-

da pele método utilizado.
NT = filtrado, sem tratamento. TT = filtrade com tratamento

t&rmico



103

TABELA 18 - Determinag3o de Antagonismo em Meio Liquido
s-Agdo dos Filtrados de Culturas Antagonistas
sobre o Desenvolvimento de A. sclerotiorum
NRRL 5170.%

ST A AR R eSS RS SRR R o MEREEET A S 5 I T B T R I SR O R SS S AR R IR
MICRORGANTISMD pH INICIAL PESO SECO¥X oTAREX
&9 d  12%d
CONTROLE 5,9 O,B8 500 500
A. candidus NTH by2 0,48 ND ND
TY 5,1 0,47 ND ND
fi. chevalieri NT &£,3 0,40 ND ND
TT 6,2 0,49 ND ND
fi. heteromorphus NT /4,9 0,30 ND ND
TT 5,0 0,32 ND ND
fi, niger NRRL 6411 NT 1,8 - ND ND
TY 2,6 0,08 ND ND
A. niger ATCC 9442 NT 3,4 0,235 ND ND
TY 3,5 0,21 ND ND
A, niger NY 3,90 - ND ND
7T 3,1 - ND ND
A. versicolor ATCC 11730 NT by 0,19 ND ND
- TT 5,0 0,15 ND MDD
M. castaneae NT 5,7 0,55 5 ND
I 5,4 0,53 3 ND
M. racemnisus NT &,1 Q, 30 ND ND
o T7 6,1 0,23 ND D
P, varfiotil NT 5,2 G, 40 MD 10
TT 5,2 0,27 ND 10
P, funiculosum ATCC 11797 NT 5,7 0,46 500 100
TY 3,4 0,02 200 50
R. arrhizus NRRL 2582 NT s 0,72 500 250
TT 8,5 0,74 500 100
R. microsporus NT 749 0437 oS00 30
TT 8,4 0,43 500 50
T. barzianum NT 747 O .B4 500 50
7 8,2 0,73 500 50
T. viride NT 6,3 Q,20 ND ND
T 6,5 0,12 ND ND
T. roseum NT 8,5 0,42 ND ND
TY 2,0 0,42 D ND
SR In= oS SamemEmmERRREE e e o e e g o e T T S0 T SR il -~ g g p mzu::zm:mgm::mmm::
3 Os valores representam a média de experimenios em triplicata
% g de micéliosdO ml de meio de cultura, em 12 dias de incuba
ci%0 a 289 C.
kX pg de 0TA/50 ml de meio de cultura. ND = toxina n3o detecta-
da pelo método utilizado.
# NT = filtrado, sem tratamento. TY = filtrado com tratamento

termico
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TABELA 19 — Determinagdo de #Antagonismo em Meio f.iguido
4~AgNo dos Filtrados de Culturas Antagonistas
sobre o Desenvolvimento de A, sulphursus
NRRL 4077.%

MICRORGANISMO pH INICIAL PESO SECO¥¥ oTANEX
&0 &  120¥
s TSI ST SR o=t A T e e TR . e o o et A T O M T S T MR M IR S I AT from e e -
CONTROLE 6,7 0,87 ND 500
A. candidus NTH 6,2 0,37 ND 25
T 5,1 0,48 ND 12,5

A. chevalieri NT 5,5 0,33 ND ND
Y b,2 O,33 ND ND

f. heteromorphus NYT 4,9 0,19 ND ND
: 1T 5,0 0,22 ND 10

A, niger NRRL 6411 NT i,8 - NE ND
TT 246 0,05 ND ND

#. niger ATCC 9642 NT 3,4 0,16 ND ND
TT 3,5 0,09 . MND ND

A. niger NT 3,0 - ND ND
TT 3,1 - ND ND

&, versicolor ATCC 11730 NT b,9 O,10 MO ND
- ) TY &,0 0,13 ND ND

M. castanesae NT 547 0,45 - MD 10
T 5,4 0,48 ND 10

M. racemtsus - NT LR 0,27 ND ND
TT byl 0,25 ND ND

P, variotii NT 5,2 G,346 ND i0
TT 5,2 0,18 WD 10

P. funiculosum ATCC 11797 NT 5,7 £, 50 D 200
T 5,4 0,46 ND 50

B. arrhizus NRRL 2582 NT 79 0,67 ND 230
Tt 8,5 0,59 ND 250

R. microsporus NT 7,9 0,38 ND 280
TT 8,4 0,35 ND 250

T. harzianum NY 747 0,81 WD 250
TT 8,2 0,355 ND 250

T. viride NT 6,3 0,14 ND ND
TT [P 0,13 ND ND

T. roseum : NT 8,5 0,30 WD ND
Y 9,0 0,21 ND ND

o g 2T S N R T S TS A AR o s o st 0 e S S e T T SO D S SR T M I R AR AR TR DA M = W

X 0= valores representam a média de experimentos em triplicata

X¥ g de micélio/50 ml de meip de cultura, em 12 dias de incuba
c3o a 289 C.

%% ug de 0OTA/S0 ml de meic de cultura. ND = toxina n3o detecta-
da pelo método utilizado. :

# NT = filtrado, sem tratamentoc. TT = $iltrado com tratamento
termico
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GHTAGONISTA/-TRATAMENTOD

FIGURA 9 —

ACBO  DDS FILTRADOS DE CULTURAS ANTAGONISTAS
SOBRE O DESENVOLVIMENTO DE A. alliaceus NRRL
317: MAntagonistas - {A) A. candidus, (B} A.
chevalieri, (C) A. heteromorphus, {D) A. niger
NRRL &411, (E) A. niger ATLO 9642, {(F} A,
niger, (G) A. versicolor ATCC 11730, (H)Y M.
castaneae, (1) M. racemosus, {J)y P. varietii,
(L) P. funiculosum ATCC 11797, (M) R. arrhizus
NRRL. 2582, (M) R. MICTrOSROrUsS, (0y T
tharzianum, (P) T. viride, (Q) T. roseun; Tra—
tamentns -(1) aglp do filtrado com tratamento
térmico sobre o crescimento, (2), agdo do fil-
rrado sem tratamento sobre o crescimento, {3}
agXo do filtrado com ifratamento térmico sobre
a produg3c de toxina, {4} agido do filtrado sem
tratamento sobre a produgdo de toxina.
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BNTAGONISTA/TRATAMENTU

FIGURA 10—

ALMD DOS FILTRADOS DE CULTURAS ANTAGONISTAD
GOBRE {0 DESENVOLVIMENTO DE A. melleus NRRL
%519: Antagonistas - (A} A. candidus, (8)
A. chevalieri, (C) A. heteromorphus, (Ly A,
niger NRRL 6411, (E) A. niger ATCC 642,
(F} A. niger, (G) A. versicolor ATCC 11730,
(H) M. castaneae, (1) M. racemosus, {(Jy P.
variotii, (L) P. funiculosum arce 11797, M)
R. arrhizus NRRL 2582, (N) R. microsporus,
(0} T. harzianum, (P} T. viride, (Q) T. rossum
Tratamentns ~(1) ag¥o do filtrado com tratamen
to térmico sobre o crescimento, (2), agdo do
filtrado sem tratamento sobre © crescimento,
(3) aguo do filtrado com tratamentio térmico
sobre a produg3e de toxina, (4) agdo gdo filtra
do sem tratamento sobre a produgo de toxina.
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GMTACONISTA/TRATAMENTO

FIGURA 11 ~ ACSKO DOS FILTRADOS DE CULTURAS ANTAGDNISTAS

80BRE O DESENVOLVIMENTO DE . ochraceus
NRRL 3174: Antagonistas = (A} A, cangidus, (Bl
A. chevalieri, (C) A heteromorphus, (D) A.
niger NRRL 6411, {EY A. niger ATLC 9642,
(F} &. niger, (B) A. versicolor ATCC 11730,
(H) M. castaneae, (I) M. (acenosus, {Jy P.
variotii, (L) P. funiculosum ATCC 11797, (M}
R. arrhizus NRRL 29582, (N) R. microsporus,
(0} T. harzianum, (P} T. viride, (G} T. roseum
Tratamentos —(1) aglo do filtrado com tratamen
to térmico sobre o crescimento, {2), as3o do
filtrado sem tratamento sobre o crescimento,
{3) agl¥o do filtrado com tratamento itérmico
sobre a produg3o de toxina, (4) agdoc do filtra
do sem tratamento sobre 2 produgdo de toxina.
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BHTAGONISTASTRATAMENTD

FIBURA 12 — AGAQ DOS FILTRADOS DE CULTURAS ANTAGONIBTAS

SOBRE {0 DESENVOLVIMENTO DE fA. Dohraceus:
Antagonistas - {a) A. candidus, (B} A,
chevalieri, (C) A. heteromorphus, (D) A. niger
NRRL 6411, {(Ey @, niger ATCC 2642, (F} A,
niger, (G) A. versicolor &TCC 11730, {(H} M.
castaneae, (1) M. racemosus, (J)} #. variotii,
(LY P. funiculosum ATCC 11797, (M) . arrhizus
NRRL. 2582, (M) R. micrasporus, (0} T.
harzianum, (P} T. viride, (Q) T. roseum; Tra—
tamentos ~(1} ag¥o do filtrado com tratamento
termico sobre o crescimente, (2), agido do fil~
trado sem tratamento sobre o crescimento, {%)
agldo do filtrado com tratamento térmico sobre
a produsdo de toxina, (4} agso do Tiltrado sem
tratamento sobre a produg3o de toxina.
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OGNTAGONISTAS/TRATAMENTD

FIGURA 13 — AQRO DDS FILTRADOS DE CULTURAS  ANTAGONISTAS

SOBRE 0 DESENVOLVIMENTO DE A, sclerotiorum
NRRL 5170: Antagonistas — (A) A. candidus, (B)
A. chevalieri, (€) A. heteromorphus, (B} A.
niger NRRL 6411, (E) A. niger ATLC 94642,
{(F} A. niger, (G} A. versicolor ATCC 11730,
{H} M. castaneae, (I) M. racennsus, {3}y P.
variotii, (L)} P, funiculosum ATCC 141797, (M)
R. arrhizus NRRL 2382, (N} R. microsporus,
{(Q) T. harzianum, (P} T. viride, (f) T. rossum
Tratamentos —~(1} ag3o do filtrado com tratamen
to térmice sobre O crescimente, {(2)s agdo do
filtrado sem tratamento sobre o crescimentos,
{3} agdo do filtrado com tratamento termico
sobre a produgio de toxina, {4) aglo do filtra
do sem tratamento sobre a produg3o de toxina.
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ANTAGRONISTA/TRATAKENTO

FIGURA 14 — ALAC DOS FILTRADGS DE CULTURAS ANTAGONISTAS

s0BRE O DESENVOLVIMENTO DE  A. sulphureus
NRRL 4077: fntagonistas - (A) A. candidus, {8}
A. chevalieri, (C) A. heteromorphus, (DY A
niger NRRL 6411, (E} A. niger ATCL 9442,
(F3 A. niger, {(B) A. versicelor ATCC 11730,
(H} M. castaneae, (I} M. racemosus, (J) P
variotii, (L) FP. funiculosum ATCS 11797, (M)
R, arrhizus NRRL 2582, (N} R. microsporus,
{0y T. harzianum, (P) T. viride, {(8) T. roseum
Tratamentos —~{(1) agip do filtrado com tratamen
to térmico scbre o crescimento, (23, agdo do
filtrado sem tratamento sobre o crescimento,
{3) aglo do filtrado com tratamento térmico
sobre a produgdo de toxina, (4) aglo do filtira
do sem tratamento sobre a produgo de toxina.
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FIGURA 15 — BIOAUTOGRAFIA DE Aspergillus ochraceus SOBRE
CROMATOGRAFIA DE CAMADA DELGADA DOS FILTRADOS
ANTAGONISTAS: Aspecto de A. ochraceus cultiva-
do por 12 dias a temperatura ambiente e umida-
de relativa de 93%, sobre a CCD dos filtrados
de cultura de Aspergillus heteromorphus,
A. niger NRRL 6411, A. niger ATCC 9642,
A. niger, A. versicolor ATCC 11730, Mucor
racemosus e Trichoderma viride (da esquerda
para a direita).
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TABELA 20 - Desenvolvimento dos Fungos Bocratoxig@nicos
em Meio Liguide ({YES) com pH Alcalino, en
12 dias de Incubagdo a 28° C.X

MICRORGANISMO o ¥ PESD OTAREX
INICIAL &°d 129 sECa*¥ &% 9 129d
A, alliaceus NRRL 317 B,1 &,7 7,3 0,467 500 500
A. melleus NRRL 5170 8,1 7,6 8,3 0,54 50 50
A. ochraceus NRRL 3174 8,1 7.5 8,4 Q0,57 S ND
A, achracéus - B,1 7,7 B,5 G, 46 ND 50
A. sclerctiorum NRRL 5170 8,1 6,7 7,0 0,78 500 50
A. sulphureus NRRL 4077 8,1 7,2 7,9 ©,70 ND 250
I ———————— L BRI e bt S
3 D= valores representam a média de experimentos em triplicata

%% g de micélio/S0 ml de meio de cultura, em 12 dias de incuba-
G3%0 a 28° C.
¥&¥ jg de aOTAa/50 ml de meio de cultura. ND = toxina nan detecta-

da pelo método utilizado
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TABELA 21 — Desenvolvimento dos Fungos Orratoxigé@nicos
em Meio Liguido (YES) com pH Acido, em 12
dias de Incubaglo a 289 C.*

s an pm oA AT DTSN S S MmO SN S T R o g e e o e e gy T e o IR S SR IR IR IR TR ST TR em—

MICRORGANISMO pH PEa0 OgTa¥s
INICIAL  &%d  120d SECO*¥ 4% 9 129d
wz::zmm:zm:zm:xzm::m:::m==xx=:mx::::=.~_.—m: mmmmmmm MM AW IS RS
A. alliaceus NRRL 317 2,8 2,5 2,5 0,33 ND ND
&, melleus NRRL 3519 2:8 2,3 2,49 - ND ND
a. ochraceus NRRL 3174 2,4 2495 2,5 - ND Nk
f. ochraceus ‘ 2,4 2,5 2,5 - ND ND
A, sclerotiorum NRRL 5170 2,4 2,3 245 - ND ND
f. sulphureus NRRL 4077 2.4 2,5 2,9 - ND ND
¥ Os valores repfeﬁentam a média de experimentos em triplicata
*% g de micélio/30 ml de meio de cultura, em 12 dias de incuba-

gi¥o a 289 C.

k¥x pg de OTA/50 ml de meio de cultura. ND = toxina nic detecta~

da pelo método utilizado



Cafien QT

iia

CRESCIMENTO DOS FURGOS TOXIGENICOS

FUNGD TORIGENICO/pH

FIGURA 16 ~ DESENVOLVIMENTO DOS  FUNGOS OCRATOXIGENICUS
EM DIFERENTES pHs -( 1) &, alliaceus NRRL F17,
(1) A, melleus MNRRL 519, (11t} A
ochraceus NRRL 3174, (IV) A, ochraceus, (V)
A, sclerotiorum NRRL 5170, (V1) A. sulphureus
NRRL 4077
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FIGURA 17 - DESENVOLVIMENTD

PRODUCZD DE TOKINA - 60 d

FUNGD TOXIGENMICO/pH
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pOoS FUNGOS OCRATOXIGENICOS

EM DIFERENTES pHs —{1) A. alliacveus MNRRL 317,

{I1) A, melleus NRRL 35819, {(1il)

ochraceus NRRL 3174, (IVY A, orhraceus,

QD
(V)

A. sclerotiorum NRRL S170, (V1) A. sulphureus

NRRL 4077
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FUNGD TOXKIGEMICO/pH
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FIGURA 18 -~ DESENVOLVIMENTO DOS  FUNGOS OCRATOXIGENICOS

EM DIFERENTES pHs ~(I} A. alliaceus
{1113 A. melleus NRRL. X519,

cchraceus NRRL 3174, (IV) A, ochraceus,

NRRL. 317,

A
{V}

A. sclerctiorum MRRL S170, (VI)} A. sulphureus

NRRL. 4077
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TABELA 22 -~ Desenvolvimento dos Fungos Ucratoxigfnicos nos
Filtrados de Cultura dos Fungos do OGrupo
A. niger com pH Corrigido para &,7.#

FILTRADO MICRORGANISMO PESD oTHXX
' SECO &9d 12%d

A. alliaceus NRRL, 317 0,15 ND ND

R melleus NRRL. 3519 0,15 ND ND

A. niger f. ochraceus NRRL 3174 O,16 ND ND

MRRL &411 A. ochracgus 0,14 ND ND

A. sclerotiorum NRRL 5170 0,12 ND ND

A. sulphureus NRRL 4077 0,18 ND ND

A. allizceus NRRL 317 0,22 ND ND

A. melleus NRRL 3519 0,17 ND MD

A. niger A. nchraceus NRRL. 3174 0,18 ND ND

ATCC 9642 A. ochraceus 0,18 ND ND

. ‘A, sclerotiorum NRRL 5170 Q.17 ND - ND

fA. sulphureus NRRL A077 Q0,15 ND ND

A, alliaceus NRRL 317 0,16 ND WD

, A. melleus NRRI. 3319 Q0,13 ND ND

f. niger fA. ochraceus NRRL 3174 0,15 ND ND

A, ochraceus 0,14 ND ND

A, sclerotiorum NRRL 3170 0,13 ND ND

A, sulphureus NRRL 4077 0,14 ND ND
RO ECDRRERRERTRRER s R A R R R IR R e R I e S e A Smam IR e
% Os valores representam a média de experimentos em triplicata

X% g de micelin/50 ml de meio de cultura, em 12 dias de incuba-

cAo a 28° C.
xx% ug de OTA/50 ml de mein de cultura. ND = toxina n3do detecta-
da pelo método utilizado



FIGURA 19 - BIOAUTOGRAFIA DE Aspergillus niger NRRL 6411

SOBRE CROMATOGRAFIA DE CAMADA DELGADA DO FIL-
TRADO DE Aspergillus alliaceus NRRL 317: As-—
pecto da CCD controle, sem inoculag3o,contendo
10, 25 e 100 pl do filtrado de cultura de
A. alliaceus NRRL 317 (metade esquerda da placa)
e 50 e 100 pul do padr3o de OTA (metade direita
da placa) (acima); aspecto de A. niger NRRL 6411
cultivado por 12 dias a temperatura ambiente e
umidade relativa de 23%, sobre CCD do filtrado
de cultura de A. alliaccus NRRL 317, com uma pla
ca n3o inoculada, a direita, para comparagao
(abaixo). OBS: As fotos foram realizadas sob luz
uv.
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DISCUSSAD

Apesar de ter sido realizado um levantamento utilizandop—se
varios possiveis substratos, a presenga de fungos do grupo
a. ochraceus em alimentos revelou-se restrita, tendo sido

ispladas apenas 1S5 cepas, presentes nas amostras de améndoa,

cevada, Teii¥o e trigo. Dados de levantamentos reaiizados por
outros pesquisadores brasileiros tambem demonstraram pouca
incideéncia destes microrganismos. Bastos (10} realizando

ievantamento em amostras de 200 samentes/alimento, isolou 21
cepas do grupo A. ochraceus, sendo uma de guarana, 3 de Teijao
preto  © 17 de café, das gquais 1% foram produtoras oe
seratoxina A, Em amostras de amendoim, arrpz Com Casca, feiido
manteiga, grdc de bico, milho, soja, sorgo & trigo, n3o se
observou preéem;a dos microrganismos. Mendes (90} observou que a
contaminagdo pelos fungos em questo repraaenfé 7 ga
contaminagdo fﬁngiﬁa total em ampstras de feijlo, 3,64 en
castanha do para e 1,7% em amendoim. Esses dados, embora nAo
fagam parte de um levantamento em iarga escala, parecem indicar
que, no Brasil, a contaminaglo de alimentos pelos  fungos e
grupa A. ochraceus s& da em baixos niveis.

‘ Em relagio aons outros microrganismos encontrados nesta
levantamento, as espécies constatadas geralmente pertencem
squelas dominantes em alimentos armazenados (18, B8)

Para se ter uma idéia mais_provével de comp ooOrrem as
interagles entre os diferentes microrganismos na colonizag¥do de
sementes © gr¥os durante o armazenamento, ©0sS pxperinentos

iniciais foram realizados em meio de cultura solido. A escolha
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de CAM para agtea experimentos foi devido a suas caracteristicas
de meio diferencial, ja que além das observagBes a respeito das
intersgfes entre as colfnias, o meio permite também rapida
detecgdo de qualguer alterag¥o na intensidade ou coloragdc da
fluorescéncia caracteristica produzida pelos fungos
ccratoxigénicos, indicando possivel degradagdo da toxina, ou
interferéncia na biossintese da mesma.

A metodologia proposta por Wiclow (137) para o estudo de
competic3o entre ascomicetos, foli bastante adequada, entretanto,
a ampla faixa de taxas de crescimento verificada para os
microrganismos utilizados neste estudo (de 2,08 a 15,25 mm/dis},
motivou uma modificag3o no método, isto &, o emprego de uma
diatancia alternativa de 30 om entre os paregs de fungos,
Juntamente com a disté@ncias de 230 mm proposta por Wicklow, afim
de qué, nos casos em gue ambos fossem de crescimento lento, o
encontro das duas colBnias no ceﬁtro da placa occorresse dentro

dos 15 dias de incubag3o, svitando ainda a desidratagio do meio

de cultura. Foi necessario a utilizagdo de um si5temé de
classificag¥o diferente do proposto por Wicklow, para que se
definissem melhor os tipos de reagles entre as col®nias, agqui
ohservadas.

Comparando~se o desenvolvimento in vitro dos
microrganismos toxig@nicos neste trabalho com resul tados obtidos
por outros pesguisadores em condigles semelhantes, para =&
linhagem Aspergillus ochraceus NRRL 3174, a mais comumente
utilizada nos experimentos envalvendo ocratoxina A, cbleve-se
i pg OTA/m]l de YES em 12 dias de incubagdo; Sansing et al. (116)

pbtiveram 1B8 pg DTas/ml de YES em 8 dias de incubagdo & Lillehod
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et al. (B2), 27 ug OTA/ml de YES em B dias de incubagio. 0
docenvolvimento micelial, n3o mostrou diferenga tdc acentuada:s
0,01 g de micélio/ml de YES obtidos neste estudo, contra Q,02 g
de micélio/ml de YES obtidos por Sansing et al. Fara as
iinhagens Aspergilius sclerctiorum NRRL 5170 e Aspergillus
sulphureus NRRL 4077, Lillehaj et al. (82} abtiveram,
respectivamente, tragos e 21 ug O0TA/ml de YES, enguanto neste
estudo foram obtidos 10 ug GTA/ml de YES para as duas linhagens.
FPara S g explicar tamanha variabilidade de resul tados &
necessario considerar tres aspectos. As condighes de
experimentagdo nunca sd0 exatamente as mesmas de um laboratoric
para outro, diferengas no desempenho dos aparelhos, nas marcas e
jotes de fabricag3o dos reagentes, £ a prbpria. rotina de
?uncioqamentm de wum laboratéric, podem influir no resultado
final. 0 segundn aspecto, €& a limitag3c do ‘método de
guantificagian por’ comparagic visual, gque depende muito da
acuidade visual dos enalistas para a detecgdo de stitis
diferengas nas intensidades de fluorescéncia, e da precisidoc com
que as quantidades de padrioc e amostra s3o aplicadas a placa
cromatografica, Jjé& gque se esta trabalhando com gquantidades
extremamente pequenas. Finalmenie, & conhecido © fato de gque a
transferéncia sucessiva de linhagens em meios sintéticus; muitas
vezes altera suas caracteristicas morfolbgicas e fisicologicas,
diminuindo a capacidade de prdduzir metabdlitos
secundarios (53).

Ainda em relag3o & produglo de toxina, as manchas de
fluorescencia azul com Rfs entre 0,30 e 0,40 constatadas nas

LChbs dos filtrados das culturas toxigénicas, referam—se,
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provavelmente, a ocratoxina B, ja gue as linhagens utilizadas,
exceto a cepa selvagem, s¥o citadas comp produtoras desta toxina
{64}, que no sistema de solvente empregado, apreasenta Rf
semelhante ao obtido, segundo variocs autores {(21,23). Da mesma
forma, se compararmos com dados de literatura para o sistema de
solvente utilizado (21,23), as manchas de fluoresc@ncia azul com
Rfs entre 0,460 e 0,70 devem provavelmente indicar ocratoxina C.

Uma alta taxa de crescimento confere a um microrganismo
indiscutivel superioridade na cﬁlonizag%m de um ambiente. Essa
n¥ &, entretanto, a dGnica caracteristica que favorece a
competitividade. Uma produgdo eficienﬁa de engimas
extracelulares, permite rapida utilizag3o do substrato,
possibilitando também a degradagio de substancias toxicas
existentes no ambiente. Também a produgdo de substancias
antagfnicas & outros microrganismos garante a ocupagdn de um
espag.

Dessa forma, & de se esperar que a pequena velocidade de
crescimento dos fungos do grupo A. ochraceus (34 mm/sdia em
média), reduza consideravelmente sua capacidade de competig3o.
Chriastensen (17) e Sauer (118) atribuem & este fato a baiza
invasividade de A. ochraceus observada frente a outros
microrganismos. Os resultados aqui ophtidos, indicam gue £6s5a
pn&:a invasividade dos fungos do grupo A. ochracsus, se deve
sxclusivamente a sua lentidlo, pois tanto nos experimentos em
meio sélidé, romo  em meio liguido, a competitividade destes
fungos, uma vez iniciado seu deseﬁvalvimento, fomi bastante alta.
Nas situaghes de confronto direto entre colfnias, estes fungos,

ou tiveram seu crescimento limitade somente ao encantrar a ocutra
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colfnia, ou foram capazes de grescer sohre ou por entre as hifas
da outra colénia. Apenas dois competidores, Aspergilius
heteromorphus e Rhizopus arrhizus NRRL 2582, tiveram capacidade
de crescer sobre os fungos toxig@nicos. Nos experimentos em meio
Iiguido, pode—se creditar pelo menos parte da inibig¥o
verificada & limitag3o de Aautrientes do meio, J& que estes
experimentos foram realizados utilizando-se como substrato para
as fungos toxigénicos, filtrados anteriormente utilizados pelos
outros fungos antagbnicos. Entretante, a importancia desse fato
come causa de inibig¥o, fica reduzida ao se constatar que fungos
coma  R. arrhizus NRRL 2587 & Trichoderma harzianum, possuldoares
de crescimento bastante vigoroso, chegando em alguns <©a8S05 &
reduzir © volume final do filtrado, provocaram estimulo no
erescimento dos fungos toxigénicos.

A reagZo de vada uma das linhagens toxigénicas frente 20%
filtrados antagonistas, demonstrou que oCorre grande diversidade
de comportamento dentro do grupo A. ochrateus, o gue dificulta a
anilise das interagbes como um todo.

Dos microrganismos competidores estudados, apenas Cinco
espécies produziram filtrados com forte aglc antagOnica sobre 05
funges toxigénicos: Aspergillus heteromorphus, Aspergilius
niger, Aspergillus versicolor, Mucor racemosus £ Trichodarma
viride. A. heteromorphus, Ja no confrontoe diretc entre as
coldnias, definiu-~se come antagonista, por Sua capacidade
invasiva, embora seja um fungo de crescimento lento. kEntre as
coldnias de A. niger, A, versicolor e T. wiride nac se
verificaram reagbes de agress3o, mas estes microrganismos  tem

maipr taxa de crescimento, o que garante a ocupagdo do espagn
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mais rapidamente. Ja M. racemosus, em substrato stlido apresenta
desvantagem competitiva, pois pode ser invadide pelos fungos
toxigenicos. O filtrado de A. teteromorphus & levemente acido
{pH 5,0}, mas aparentemante esse pH ndo pode sEr
respansabilizado pela inibig3n, pois o filtrado de Periciliium
funiculosum ATCC 11797 com pH proximoe a esse (5,4) foi
considerado n3o inibidor. A acidez dos filtrados de A, niger,
poderia ser responsavel pela sua a;ﬁﬁ inibitoria, j& gque e
demons trou a incapacidade dos fungos toxigenicos em S
desenvulyer em pHs muito baixos. Paster & Chei {1013,
demonstraram fue o crescimento de A. ochraceus NRRL 3174 ocorre
a partir de pH 4,0, e a produgdo de esclerdcios se da numa faixa
de 4,0 a 9,0, embors o crescimento ssja normal até pH 13. &
neutra{iza;&c do pH dos filtrados de A. niger, pntretanto, nNAC
revertau a inibigdn, indicando a agldc de outros fatores alem da
acidez. A. versicolor, M. racemosus e T. wiride produziram
filtrados nautros.

Entre os metabolitos conhecidos produzidos por 4. niger,
além dos varios acidos e enzimas (3B}, egtam algumas substancias
com pfeitns inibidores sobre outros microrganismos, como
aspergilina, wum antibibdtico contra bactérias gram—~positivas e
gram-negativas {110}, nigragilina, com ago inseticida {1297,
arlandina, subst@necia inibidora do crescimento de plantas (129},
e os peptideos téxicos malformina e C, dos quais, malformina C
demonstrou atividade contra Bacillus subtilis (28). Foli tambem
descrita a produgi3o de um fator esporostatico, identificado como
Acido nonandico (38), que poderia explicar a inibig30 de

germinagio dos esporps dos fungos toxigénicos agui observada.
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Apesar da linhagem utilizada ser catalogada apenas comn fungo
para testes de resist@ncia (2}, A. versicolor ja foi citado como
produtor de substancias com gfeito antimicrobiano, ocomo O
antibistico versiol (129); versicolina, uma subst8ncia com
estrutura semelhante ap acido kdjicoe, com efeito antifangico,
enpregada em terapia contra Trichophyton rubrum {(11Z2}; e
declorogrisenfulvina, uma susta@ncia derivada da grisecfulvina
{129). A griseofulvina tem agd3n antifangica, e atua a nivel de
inibig¥o dos microtdbulos, interferindoc nos processos de divisdo
celular {112}, Embora nd¥o seja citado como produtor de
metabbdlitos antibidticos, o filtrado de M. racemosus tem
atividade antibacteriana (38}). Entre oS metabolitos com efeitos
antagonistas produzidos por T. viride, estd¥c o antibidtico
peptidicn surukacilina, c¢om propriedades antibacterianas @
antifongicas, contra A. niger {124}; tricotoxina, com atividade
contra bactérias gram—positivas {(128); fricmviridina, gty
atividade antibacteriana e contra Candida albicans (124)3
viridina, com efeito antifungico contra Beotrytis allii (12453
tricodermina, com efeito contra varios fungos patogénicos @
ieveduras, como Candida albicans € Saccharomyces cerevisiae,
agindo sobre as. etapas de elongagio = terminagdo da sintese
proteica (89,124); e, discute-se (34,124), gliotoxina, que foi
por muito tempo utilizada como antibidtico em terapia medica,
tendo largo espectro de agdo {124}, fssim, pode—se pensar Que as
cepas agui utilizadas, proguzem substancias especificas com ag3o
antagfnica sobre oOS fungos do grupo A. wochrareus, embora a
tentativa de identifick—las através dos sxperimentos de

bivautografia, ndc tenha fornecido resultados conclusivos., Fode-—



126

sp estabelecer, porém, gque a participag¥o de substancias termo-
1aheis na inibiglo, como &nzimas ou antibinticos de naturezras
proteica, & pouca ou nenhuma, i& que, O tratamento térmico dos
filtrados nilo alterou os resultados obtidos.

Os filtrados de Aspergillus candidus, Aspergillus
chevalieri, Monodictys castaneae, Pascilomyces variotii,
Rhizopus microsporus & Trichothecium roseum, Drovocaram
inibigd¥n moderada no crescimento dos fungos toxigénicos em meio
tiguido, smendo que, a majioria mostrou—se ndc agressiva  noes
confrontos diretos entre as col®nias, exceto A, chevalieri e
P, variotii, gue tiveram suas colfPnias invadidas. Apesar de
pouco inibidores, alguna destes fungos tem sido citados <como
produtores de substéncias antifungicas, como clorflavonina,
produzida por A candidus, ativa contra varios Aspergillus,
Botrytis cinerea e 7. variotiil {112); antibioticos LL-BAT1l e
gliotoxina, por A. chevalieri (28,129); variotina, produzido por
#. variotii, de baixa toxicidade e ativo contra os dermatéfitos
Trichophyton spp e Criptococcus Spp {112)3; e tricotecina, por
Te rOBEUM, com agl3c contra Botrytis allii, Penicillium
gigitatum, Fusarium graminearum, P. variotii, Mucor ersius e
Sé:charnmvcas carlbergensis, podendo atd mesmo inibir a prépria
conidiagio (59).

A produgdo de toxina nos experimentos em melp liguido,
exceto nos casos de ndo inibigdo ou estimuio de crescimento, foi
sempre totalmente suprimida, embora nos experimentos de
confronto direto entre colénias, isso ndo tenha ocorrido. Tais
. fatos tornam mais plausivel proédr a agdn de mercanismos de

requlag¥o metabdlica da cintese de ocratoxina, do gue pensar na



127

ag¥o direta de inibidores especificos sobre a via bilossintética.
0 que, inclusive, se mostra de acordo com as observagles de que
2 produs¥o de metabolitos secundariosg sO poorreg na idiofase, e
com a definiglo proposta por Turner (128}, para o papel deste
tipo de metabolismo no desenvolvimento celular.

A diminuig¥o na concentraglo de ocratoxina do 6% para o
120 dia, verificada em alguns casos duranfe © cultivo dos fungos
toxigfnicos nos filtrados de culturass antagonisias, bem coBo NoO
cultivo de A. melleus NRRL 3519 e A. sclerotiorum NRRL 5170 no
controle em YES, pode ter sido causada pela degradagiio da toxina
pelo préprio micélio  toxigeénico, que devidoe a limitagl3on de
nutrientes no  substrato, wutilizaria a toxina C©omD fonte de
carbono, ou ainda, possivelmente, como UM .mecanismc para
ﬁiminu%r a toxicidade do meio de cultura. Tal mecanismo ja foi
ﬂémnnstrado por Dovie & Marth para aflatoxina
{80,41,482,43,44,45) e por Patterson & Damopglou para
citrinina (104).

finda em relag¥o a toxina, a alteragdo de fluorescéncia
verificada nos confrontos direto entre coldnias, pode significar
possivel degradag3o da toxina pelo microrganismo competidor ou
pelo préaprio fungo toxigeénico, como ida foi sugerido acima,
formando produtos n3eo fluorescentes, com flunrescéncia de menor
intensidade ou de toloragio alterada. Nos experimentos em meio
liquido, wutilizando o filtradeo de cultura de A. alliareus
NERL 317 para estudar a agio de microrganismos competidores na
degradagio de O0TA; n3o se verificou o desenvolvimento de nenhum
dos fungos estudados. 0Os experimentos de bicautogratia,

entretanto, demonstraram gue A. niger NRRL 6411, R. arrhizus
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NRRL 2582 e T. viride s3¥o capazes de degradar 1.0 ug de OThR, e
n3¥o Mo inibidos por ela. As £rés pspécies s3o conhecidas como
fortes produtoras de enzimas liticas e oxidativas (38). FPitout
{107} demonstrou a possibilidade de se degradar a 07TA pela
guebra da ligag¥o amida entre a unidade isocumarina e a
fenilalanina (Figura 1), formado OT G{ , tom consequente perda
de fluorescéncia. Wegst & Lingens (1335} prop¥em uma via de
detoxificago da OTA por Phenylobacterium immobile, em que
também o metabdlito final & OF a& . Uma vez que T. viride tanto
nos experimentos em CAM, comn na bicautografia, provocou
diminuig¥o ou desaparecimento da fluorescéncia azul
caracteristica da 0TA, pode—se pensar Que esta cepa utilize uma
via semelhante para degradar a toxina, A especieg R; arrhizus €
conhecida por realizar transformagbes em esterdides {38) através
de hidrorxilaghes, = também & esse O mecanismo pelo qual
tranforma a aflatoxina em derivados menos thxicos (26,27). 180
sugere que o mecanismo pelo qual esta cepa degrada & Q0TA, deve
se iniciar com esse tipo de reagdo.

0 n3o desenvolvimento dos fungos antagonistas no filtrado
de A. alliaceus NRRL 317, pode, talvez, ser expiimadm pela
elevada concentrag3o de toxina no meio, pela exaustdo acentuada
de nutrientes e elementos tragos pssenciais, ou pela combinagdo
dos dois fatores. A atividade antimicrobiana da OTA & conhecida
apenas como bacteriostaAtica contra gramwpbsitivas, mesme assim,
a inibig3o do crescisento de Barilius subtillis e SBtreptococcus
+pcalis na presenga da toxina, & dependente do pH e pcﬁe ser
revertida pela adig3o de Mg*?, AMPc e BMPc (22). L.illehoj et al.

{81}, baseédos ma observaz3o de Knypl de gque =& mplécula de
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cumarina inibe a germinag3o e crescimento dos esporos de alguns
fungos, démmnstraram aéam fungistatica da aflatoxina By
contra A. flavus, Aspergillus awamori, Penicillium chrysogenum e
Pemicillium duclauxi, mas n3o contra A. niger, #A. ochrateus e
gspergillus terreus. Assim, & possivel que a presensga de unidade
cumarina na molécula das ocratoxinas seja responsavel pela ag3o
fungistética ohservada.

Apesar das indicagles de que a contaminagio de alimentos
por fungos do grupoc A, ochraceus no Brasil ocorre em baixos
niveis, a capacidade competitiva desses fungos deixou bastante
clara, a necessidade de continuidade e aprofundamento dos
estudos de ecologia dos microrganismos de armazenamento, para
gue se possa relizar um esguema de monitoragidn wmicoldgica
dgurante todo o processo phs—colheita {(armazenamentn, trangporte
e cwmércializa;gn), como o que propoem o Programa Nacional de
Micotoxinas (109), o que juntamente com O controle das condigles
ambientéis no pas-colheita, ir3o garantir com um minimo de
seguranga, a nd¥o produgio de pocratoxina nos alimentos, evitando

riscos para a saGde da populag3c e perdas gronOmicas.
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CONCLUSOES

{1} 0 levantamento de fungos de armazenanmento realizado
em 34 amostras de varios tipos de alimentos disponivels para
consumn, revelow um predominio de fungos dos gen@éros Aspergillius
grupos A. flavus e A. niger, Fusarium, Penicillium e Rhizopus, e
raramente a ocorréncia de fungos do gero Aspergillus ochraceus
(presente em apenas sete ampstras, om maixas contagens). Destes,
apenas uma das cepas ispladas de A. pchracgeus Wilhelm, mostrou-

se toxig®nica.

{2} No confronto direto com colfinias de cutros fungos de
armazenamento, os fungos do grupo Aspergillus pchraceus so foram
invadidos por Aspergillus hateromorphus e Rhizopus arrhizus NRRL

2582,

{3} No confronto direto com colfinias de outros fungos de
Léafmazenamanto, tulz) fungo§_|2§xigénic55 mostraram invasividade
a&bre Absidia repen§" ?NéRL_ 1336, Aspergillus candidus,
Aspergillius _cheQalieri, Aspergillus deflectus, Aspergillus
terreus, Aspergillus versicolor ATCC 11730, Cladosporium sp e
Mucor griseo-cyanus NRRL 3359, Mucor racemosus, Paecilomyces

variotii, Penicillium raistrickii NRRL 2038 e Trichederma

harzianum.
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{4) Os fungos do grupo Aaperglillus ochraceus apresentaran
crescimento  lento, em relag3o aos outros fungos estudados, com

taxas variando entre 3,07 a 4,33 mm/dia (exceto A, alliasceus com

7,12 mm/dia), sendo este o0 principal fator gue reduz sua
competitividade.
{9) No confronto direto com cooléniass de ocutros  fungoes

de armazenamento, em nenhum Caso a produgl3o de toxina pelos

fungos do grupo A. ochraceus foi totalmente inibida.

&) No confronto direto com coldnias de outros fungos de
armazenamento, apds o contato entre elas, a toxiné produzida
teve sua flucrescéﬁéia raracteristica alteradade varias maneiras
por Aspergillus candidus, Aspergillus chevalierd, Aspergillus
heteromorphus, Aspergillus niger, Aspergillius versicolor ATCC
11730, Monodyctis cataneae, Mucor racemosus, Pascilonyees
variotii, Penicillium funiculosum ATCC 11797, Rhizopus arrhizus
NRRL 2582, Rhizopus 0lcrosporus, Trichoderma harzianum e
Tridhnderma viride, indicando possivel degradagdo da mesma por

gstes fungos.
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{7} A produgidc de OTA pelos fungos do grupo A. ochractsus
estudados foi totalmente inibida em pHs acidos (2,4}, mas n30 em

pHs alcalinos (8,1}.

{8} Os fungos do grupo Aspergillus niger, possuldores de
filtrado de cultura bastante acidp, provacaram inibigdo total no
crescimente dos  fungos do grupo A, ochraceus e na produgio  de
0Ta. A inibigdo nlo foi causada apenas pela acidezx do filtrado,

uma vezr gue & heutralizagio dpo mesmo ndo revertey a situagio.

{7} Aspergillus heteromorphus, que mostrou invasividade
sobre as colBnias dos fungos toxig@nicos, possui  filtrado
levemente &cido, = inibiu o crescimento dos fungos do  grupo
A. ochraceus em meic ligquido, com taxas variando dg 50 a &7%,

tendo suprimido totalmente a produgdo de ocratoxina .

(10} Ds fungos Aspergillus versicolor QTCC 11730, HMucor
racembsus e Trichoderma viride, com filtrados dé'ééftuﬁa' mais
proximos  da neutralidade, inibiram o crescimento dos fungos
toxig@nicos com taxas variando entre &5-87%, 3I3~54% & Ti-T74,

respectivamente, 2 a produglo de toxina em 100%.
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{11) Trichothecium roseum, com filtrado de cultura
hastante alcalino, embora tenha inibido wmoderadamsnte o
crescimento  dos fungos do grupo Aspergillus ochraceus (35-51%),

inibiu totalmente a produgip de ocratoxina

(12} Os fungos Aspergillus randidus, Aspergillus
chevalieri, Monodyctie castaneae e- Papcilomyces variotil
provocaram redugdo acentuada, mas ni¥c total, da produgdso de
ocratoxina A pelos fungos toxigénicos, embora o trescimento

destes nem sempre tenha sido muito afetado.

(13) Os fungos Rhizopus arrhizus NRRL 2382 e Trichoderma
marzianum, com pH alcalino, provecaram estimulo no crescimenteo
dos fungos toxigénicos e ndo impediram & produgdo de oeratoxina
A, embora esta tenha sido diminuida. Uma vez que esses fungos
tem crescimento bastante vigoroso, esses dados ven minimizar o

fator exaust¥o de nutrientes como responsavel pela inibigio.

{14} 0 tratamento térmico dos filtrados de cultura, n3o
reverteu a aglo inibitéoria dos fungos estudados. Concluiuvu-se
entio, pela ndo participagio de substancias termpo—labeis, como
enzimas e antibiétiﬁas de natureza  proteica, nNo proocesso

inibitédrio.
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{19} A cepa selvagem de R. ochraceus mostrou-se mais
resistente a0 antagonismo, tanto em relaglo ac crescimento Como
em relagXo a produg3o de toxina. A, sclerotiorum NRRL 3170 e
4. ochraceus NRRL 3174, foram as linhagens mais afetadas em

relagic ao crescimento e a preodugdo de toxina, respectivamente.

(16) © filtrado de Aspergillus alliaceus NRRL 317 ndo
parmitiu o desenvolvimento de nenhum dos fungos de armazenamento

gestudados.

{17} Embora os fungos A. niger NRRL 6411, R. arrhizus
NRRL. 2582 e Trichoderma viride n3oc tenham se desenvolvido gquando
cultivados sobre o filtrado de cultura de As alliaceus NRRL 317,
mostraram ser capazes de degradar 1,0 pg de ocratoxina A, gquando
cultivados sobre cromatografia de camada delgada do padri3o de

0TA e do filtrado de cultura de A. alliaceus NRRL 317.

{18} Qs filtrados de cultura de A. heteromorphus,
A. niger NRRL 6411 e T. viride aplicados a sementes de feiido,
n3n mostraram agio protetora contra O desenvolvimento de fungos

durante o armazenam=snto.
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