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RESUMO

Foram produzidos em torno de 700 mg de ocratoxina A
usando-se um sistema de Aspergillus ochraceus e cinco variedades
de feijdo em grdo para avaliar a qualidade do substrato na bio-
producao dessa ﬁicotoxina. Para tanto, cinco variedadeg de fei-
jéo ( Phaseofus vulgaris L., Preto, Branco, Rosinha, Roxo e Rajado;

5

22% de umidade) foram inoculadas com infusdes de 2,65 x 10 eg-

poros e incubadas a 280C durante 28 dias.

Um quarto dos lotes de substrato era de graos intactos,

1/4 de graos sem tegumento e 1/2 de gri3os previamente gama~irra;
diados (1MRad). Demonstrou-se que o feijdo nd3o sd suporta o cres
cimento do fungo e a producéb de ocratoxina como & um substrato
altamente estimulador da bioprodugaoc de toxina. A bioproducio va
riou de aproximadamente 150 mg/kg no feijdo Branco até aproxima-
. damente 250 mg/kg no Preto, sendo que, de modo geral o cotilédone
descorticado foi ligeiramente mais eficiente do que o grio intagc
to. Apbs irradiado, o substrato torna-se sensivelmente menos efi
ciente, ao contrario do que tem sido relatado para outros graos
e toxinas. Em adic8o, o cotilédone mostrou ser ainda menos efici
ente quando foi irradiado sem o tegumento. Estudando-se a influ-
éncia de alguns componentes-chave do grao no poder estimulatdrio
da bioprodﬁgéo encontrou-se que os aminodcidos livres e os acica
res redutores, ao invés dos amino&cidos e aclicares totais, esta-
vam relacionados com a maior ou menor produgao de toxina das va-
riedades. Acido glutdmico e prolina foram dois aminocdcidos parti
cularmente comprometidos no poder estimulador, enguanto que a me

2

tionina, em niveis acima de 2 x 10 da soma de aminoacidos, mos



trou um efeito inibitdrio dominante sobre a bioproducic. As con-
centragoes dos elementos Fe, Zn, Cu, Mn, ﬁi e Mg, além de K, Ba,
Ca, Na e P, ndo mostraram correlacdo com os niveis de bioprodu-
¢do, talvez por se encontrarem ja, em patamares satisfatérios, es
pecialmente com respeito aos microelementos Fe, Zn e Cu.

A ocratoxina A produzida foi purificada em coluna de
silica gel 60-G e a sua identidade demonstrada por espectrome-
tria de massa, ressonidncia magnética nuclear (IH), absorcao in-

fravermelha e ultravioleta e ainda pelo seu comportamento croma-

3‘

_Em adiclo a ocratoxina A, o teste bioldgico com Artemia

tografico com e sem reacdo com FeCl

salina revelou a presenga significativa de mais um substincia to-
xica desconhecida no extrato bruto que nao coincide com as ocra=-
toxinas B nem C.

Os resultados aqui apresentados vém também confirmar
definitivamente a identidade da ocratoxina A extraida pelo novo
método de analise rotineira proposto por Soares e Rodriguez-2Amaya

(1987) .



SUMMARY

Approximately 700 mg of ochratoxin A were produced in

a system consisting of Asperngilius ochraceus and five Varieties of dry

beans ( Phaseclus vulganis L..) in order to assess the ability of
this substrate to support the bioproduction of the mycotoxin,

| Samples of the varieties Preto, Braﬁco, Rosinha, Roxo

and Rajado (22% humidity) were inoculafed (2.65 x 105 spores) and

incubated at 289C for 28 days. One fourth of the lots were intact
kernels, 1/4 decorticated kernels and the remaining 1/2 were

beans which were previously gamma irradiated (1 MRad).

It was shown that the common bean does not only sup-
port growth and bioproduction of ochratoxin but it is a highly
stimulatory substrate. Bioproduction ranged from approximately
150 to 250 mg/kg for the Branco and Preto varieties, respective~
ly. In general, the decorticated cotyledon was slightly more
efficientas substrate than the intact kernel.

Following irradiation, the bean became considerably
less efficient a substrate, contrary to what has been reported
for other food commodities and toxins. Such an effect was even
more pronounced with the decorticated cotyledon.

It was found that both free amino acids and reducing
sugars, as opposed to total amino acids and sugar, were key com-
pounds for the s#imulatory properties of the bean. Thus, glutamic
acid and proline were two amino acids particularly linked to the stim-
ulaiory effect while methionine showed an overriding inhibitory
effect in levels above 2 x 10™2 of the amino acid total.

The concentration of Fe, Zn, Cu, Mn, Li and Mg, in ad~



dition to those of K, Ba, Ca, Na and P did not correlate with-:
the‘»éxtents of Dbioproduction, perhaps due to the presence
of already-satisfactory levels, especially in the case of the
micro elements Fe, Zn and Cu.
| The ochratoxin A produced was purified in a column of
silica gel'GOMG and its identity proved by mass spectrometry,lH—
nuclear magnetic ressonance, infra-red and ultra-violet absorpw'
tion. The chromatographic behavior before and after reaction of
the toxin with FeCl3 was also used as a criterion of identity.

Biological assays with Antemia salina showed that, in
addition to ochratoxin A, substantial améunts of an unidentifiéd
toxic substance are present in the crude extract, which does not
seem to be either ochratoxin B or C.

The data presented also provide unequivocal proof that
ochratoxin A is the target compound extracted by the recentiy
proposed method for routine analysis of ochratoxin A of Soares

and Rodrigquez-Amaya (1987).



1 = INTRODUCAO

Ag ocratoxinas sao produtos do metabolismo secundario
dos fungos Aspergillus ochraceus e Penicillium viridicafum que reconhe
cidamente agem como potentes agentes hepatotdxicos, nefrotéxicos,
carcinogénicos e teratog8nicos em diferentes espécies de ani-
mais.

Os esporos dos fungos ocratoxinogénicos encontram-se

normalmente no solo e no ar podendo, portanto, contaminar uma ga
ma muito ampla de produtos como sementes, farinhas, alimentos de

consumo humano, rac¢ao animal, etc., gquando em condigdes de umidé
- de e temperatura favoraveis & germinaclo e desenvolvimento do mi
crorganismo.

O clima & talvez o fator regional mais importante a pro
liferacido da biota fingica, principalmente em paises de zonas
tropicais como o Brasil.

Dentre a gama de produtos alimenticios de origem vege-
tal reconhecidamente contaminavels por micotoxinas estdo os ce-
reais e leguminosas como arroz, milho, trigo, cevada, amendoim,
grao de bico, etc. Até o momento de se iniciar o presente estu-
do, entretanto, nao se tinha conhecimento da contaminacio de se-
mentes de leguminosas como o feij&o ou a soja.

| Em levantamentos realizados visando entender a suscep-
tibilidade dos prbdutos agricolas a invasd@o pelos fungos, tém~se
observadé que certos cereais sdo menos resistentes do que outros
devido a auséncia de barreiras naturais ou a prépria composicio
quimica dos substratos.

A0 observar esta maior ou menor susceptibilidade dos
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substratos ao ataque pelos fungos, passou—se*a estudar a infiuég
cia da composicgio de-éréos e sementes na invasdo de fungos produ
tores de ocratoxina.

Dada a gravidade dos danos que a ocratoxina pode cau-
sar & salide de animais e humanos que a consomem, tem se tornado
grande o intereése em alcan¢ar meios que venham a evitar ou mini
mizar qualquer incidéncia de ocratoxina em alimentos, tanto 4n
natfuna como'processados.

O presente trabalho teve por objetivo primeiro, deter-
minar se o feijdo (Phaseolus vulgarnis L.), componente basicoda ali
mentagéo do brasileiro e sobre o qual até hoje ndo existem rela;
tos de contaminacdo com ocratoxinas, & um substrato adequado pa-
ra o crescimento de fungos oératoxigénicos e, segundo,estudar a
possivel incidéncia da composicdo quimica de cinco variedades de
feijdo brasileiro na capacidade dos mesmos suportarem o cresci-
‘mento do fungo toxigénico Aspergillus ochracews e a de promoverem a
producdo de sua principal toxina, a ocratoxina A.

Foram estudadas cinco variedades de feijao Phaseolus
vulgaris L. a saber: preto, branco, rosinha, roxo e rajado. Como
era de interesse se conhecer a composigiio quimica e a distribui-
¢ao dos nutrientes ou subst@ncias que estdo mais disponiveis aos
fungos, os grdos foram separados em améndoas'(cotilédone) e cas-

ca {tegumento) antes de serem submetidos & andlise.



03

2 = REVISAC BIBLIOGRAFICA

A ocratoxina forma um grupo.de metabblitos produzidos
por Aspergillus ochraceus e Penicillium viridicatum que naturalmente
contaminam os alimentos de origem animal e vegetal que servem pa
ra o consumo humano e animal.

No Sul da Africa, em 1965 os cientistas que isclavam
cepas de Aspengillus ochraceus , responsiveis por certos efeitos to-
xicos em animais de laboratdrio, identificaram o metabdlito res-
ponsavel por tal toxidez (van der Merwe, 1965; Scott et alil,
1965, 1965a). |

Ags ocratoxinas formam um grupo de micotoxinas deriva-
das da 3-metildihidrocumarina unidas por uma ligacdo amida a L~
-fenilalanina (Figura 1). Com a determinacdo das estruturas, veio
em seguida a determinacao de suas propriedades fisico—guimicas
por van der Merwe (1965), Scott et alii (1965), Pohland et alii
{1982) e Rahimtula et afii {1988).

A ocratoxina A & um composto cristalino incolor com pon
to de fusao de 90°C, quando cristalizado em benzeno e 169°C,
quando cristalizado em xileno. Apresenta fluorescéncia verde bri
lhante sob a lampada de ultravioleta (366nm). Apresenta-se bas~-
tante estavel a altas temperaturas como as desenvolvidas durante
a autoclavagem. Resiste as temperaturas de torrefacdo do café
até 2000°C {(Levi at alii , 1974; Tsubouchi et alil, 1987) e perma-
nece inélterada por varias semanas na natureza (Ribelin, 1978).
Feijoes contaminados com ocratoxina A, apresentaram uma re
dugdo de 10% no nivel da toxina apds processamento tér

mico de uma hora a 121°C e de 34% apds 4 horas na mesma
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. a=-0cratoxina

| R Ry Ry
Ocratoxina A H Ccl H
Ocratoxina B | H H H
Ocratoxina C C2H5 Cl H
Ester metilico da ocratoxina A CH, C1 H
Ester etilico da ocratoxina B C,Hg H H
Ester meﬁiliéo da ocratoxina C CH, cl H
4~-Hidroxi-ocratoxina A H Cl " OH

Figura 1 - Estruturas dos compostos do grupo das ocratoxinas.

Obs.: a numeragdo da cadeia n3o & a oficial.
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temperatura (Soares, 1987). Cereais mistos de aveié e arroz para
café da manhd, quando autoclavados por 3 horas, apresentaram uma
diminuicio de teor de ocratoxina A de 60% (Scares, 1987).

Quando submetida a hidrélise acida, quebra-se a liga-
¢do amida liberando L~fenilalanina e dihidroisocumarina (van der Merwe
et alii, 1965; Steyn e Holzapfel, 1967; Stormer et alii, 1983).

Juntamente com a ocratoxina A, podem também ser encon-
tradas as ocratoxinas B e C.

A ocratoxina fol primeiramente isolada dos fungos

Aspengillus ochraceus K-804, uma linhagem isolada por Scott (1965a),

de grdos de sorgo. A ocratoxina & na realidade uma familia decdg
postos toxicos em que somente um membro & de baixa toxidez:a ccra
toxina B. Ela & produzida pelos seguintes fungos e principalmente
Tpm,: Aspenglllus ochracews, A. alliaceuws, A, melleus, A. ostianus, A.
petrakid , A, sulphwrens, A, sclerotiorum, Peniciflium viridicatum, P.
palitans , P commune, P. purpurescens, P. vewwcwlosum, P. variabife, P,
eyclopium e P. chaysogemum (Hesseltine eof alii, 1972; Wyllie et alid,
1978; Ribelin, 1978). |

A toxina & razoavelmente estavel no laboratdrio, 45%
permanecendo presente apds 12 semanas de estocagem (Trenk et aldid,
1971) . Entretanto, ela pode provavelmente persistir por virios
meses no meio ambiente. Ela tem sido encontrada em graos dJde mi-
lho, de soja, na avela, na cevada, no trigo morisco, no trigo
branco, no sorgo,-no arroz, no amendoim, em nozes brasileiras,
na pimen£a vermelha, na pimenta do reino, na castanha do para,
no\gré',o de café, na superficie de pernil, em vegetacdo apodrecida e
no solo (Ribelin, 1978). No inicic da década de 70 nio se espérava gque ni-.

veis tOxicos pudessem ser encontrados em grios comerciais ( Ano-
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Tabela 1 - Ocorréncia de ocratoxina A em varios paises em anos

diferentes®
Material Ano Pais lilinize;tor adse zc O(ilet aé:nﬂ.lionsatdzass (iz ﬁzz)
analisadas

Amendoim 19790 Canada 4-900
Milho 1970 U.5.A. 10-150
Trigo (Primavera) 1970 Canada 4 100 20-100
Milho 1973 U.S.A. 293 1,00 83-166
Milho 1973 Franca 463 15-200
Milho 1974 Franca 461 20-200
Milho 1979 india 21 30~ 50
Trigo 1979 India 24 8,0 30 - 50
Sorgo 1979 India 18 12,5 50~ 70
Semente de nozes 1979 India 18 11,0 50-200
Cevada 1976 Suica 269 6,3 2-20
Trigo (inverno) 1970-73 U.S.A. 29} 1,0 25~ 35
Trigo (primavera) 1970-73 U.S5.A. 286 2,8 15-115
Milho 1972-76  Iugoslavia 542 8,3 6-140
Trigo 1972-76  Iugoslavia 130 8,5 14-135
Cevada - 1974-76 Tugoslavia 64 25,0 14 - 27
Ragao animal 1975-79  Canada 496 1,1 50-200
Milho 1977 Iugoslavia 191 25,7 45-5215
Cevada, Trigo, ' ‘
Aveia, Milho,
Centeio 1976 Polonia 150 5,3 50-200
Alimento variado 1977 Polonia 203 4,9 10-50
Cevada, Aveia 1978 Sufca 84 8,3 16-409
Café grao 1978 U.S.A. 267 7,1 23-360

2 Steyn, 1984.
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nymous, 1972)}. A ocorrencia da ocratoxina A em alimentos e raches
estd espalhada nos varios climas em todo o mundo e tem sido de-

tectada em cereais, em niveis comumente baixos mas podendo oca-

sionalmente atingir niveis de 5.215 ug/kg (Balzer'@tau%£, 1977)

e 27.500 ug/kg (Rahimtula ef afii , 1988).

Muitos organismos que produzem ocratoxina também produ.
zem outras toxinas ou estdo associadas a outros que o fazem. A
citrinina, o acido penicilico, o écido.hidroaspergilico e um com
posto ainda ndo identificado produzido pelo P. viridicatum, sdo as
toxinas mais encontradas em companhia da ocratoxina A (Carlton e
Tuite, 1970; Ribelin, 1978).

Os esporos dos fungos ocratoxigénicos se encontram es-—
palhados sob condi¢Oes naturais no solo, no ar, em alimentos de
origem vegetal e em vegetagOes apodrecidas. Devido a sua caracte
ristica saprofitica, seu desenvolvimento se dad gquando as condi=-
¢oes de umidade e de temperatura lhe s3o propicias ou gquando o
tecido vegetal se encontra morto.

De uma maneira geral, os microrganismos produtores de
ocratoxina A sfo hidrofilicos e si3o encontrados em cereais com teo
res de umidade acima de 16%. Em trigo e cevada, com atividade de
agua (aw) de 0,95, o Penicillium viridicatum cresce na faixa de tem
peratura de 0 a 31°C, exibindo producao de ocratoxina em tempera
tura de 12 a 24°C. A atividade de Agua Otima tanto para cresci-
mento do fungo e ?rodugéo da toxina € de 0,97 a 0,93, com prddu~
" ¢ao de aitas concentragdes de ocratoxina A (Northolt et alii,
1979). Os fungos ocratoxigenicos preferem temperaturas‘ brandas
para sua proliferacgdo e producdo de toxina, tendo um pico de pro

ducao entre 20 a 25°C, podendo ainda ocorrer producido em tempera



08

turas-mais baixas, com um possivel limite minimo a -209C. Em con.
dic¢bes Otimas, 7 a 14 dias sdo necessdrios para gue um nivel sig
nificativo da toxina seja atingido (Ribelin, 1978).

Nao foi observada alteracio na producgdo de toxina guan
do foi modificado o tamanho do indculo nas mesma s condigbes de
temperatura em cevada com teor de 22% de umidade (Higgblom, 1982).

O Brasil, por ser um pais de c¢lima predominantemente
tropical, tem condig¢bes favoraveis para a contaminacio e o desen
volvimento de fungos ocratoxigénicos em alimentos e ragbes. En-

tretanto, ndo dispbe de uma legislacdo definindo o limite de to-

;eréncia de ocratoxina A en alimenﬁos. Apenas uma Proposta de
Programa Nacional de Monitorag¢d@o e Controle de Micotoxinas, de-
terminando um maximo de 50 ug/kg (Egmond, 1989).

Apesar de que alimentos brasileiros como milho, ceva-
da, arroz, feijdo, trigo, etc., e as carnes de animais gue conso
mem ragdes contaminadas terem todas caracteristicas para serem por
tadoras de ocratoxinas, existem poucos estudos mostrando a ocor-
réncia dessa toxina no Brasil. De todos estes produtos, apenas
milho e feijfo tém sido encontrados ocasionalmente contaminados
(Soares, 1987), sendo gue o feijio era proveniente de um lote de
um carregamento importadc dos EUA em 1986 e o milho era oriundo
. do sul do Brasil.

Aspergiflus ochraceus e membros desse grupo sio provavel
mente os mais significantes produtores de ocratoxina em regides
de climas tropicais e sémi—tropicais enguanto que os Pendlclllium
sp. predominam em regides frias, mais particularmente no Canadi,

Dinamarca e Suéclia (Carlton et alii, 1979).



Todos os alimentos que se encontram na Tabela 1, S30 .

. considerados bons substratos, favorecendo em maior ou menor grau
o crescimento dos fungos e a produgdo de ocratoxinas.

Além dos substratos acima mencionados, Bauer é Gareis

{1987) relataram encontrar ocratoxina A em 48,7% e 21,2% entre

mais de cem amostras de soro e rins de porcos pesquisados, res-

pectiﬁamente. Até amostras de soro humano (173 de 306 examina-

das) estavam contaminadas com ocratoxina A, segundo esses auto~

res.

Até pouco tempo atras, poucos paises concediam impor-
téancia as implicacles das ocratoxinas na saiide pGblica. Hoje, de
vido aos efeitos toxicos, teratogénicos e carcinogénicos que es-
se grupo de toxinas pode causar e, considerando também o grande
f;uxo internacional de matérias primas alimenticias, as ocratoxi
nas sao consideradas de muita relevdncia toxicoldgica.

A ocratoxina A é a mais potente do.grupo. Recentemente,
porém, testes com cobaias mostraram que a ocratoxina C {éster epi
lico da ocratoxina A) e o éster metilico da ocratoxina A sdo igual
mente tdxicas em contraste com outros membros do grupo gue sao
virtualmente inocuos ({(Stubblefield, 1979).

A ocratoxina A & primeiramente uma nefrotoxina (Wyllie
et alii, 1978), sendo seu alvo secundirio o figado {(Wyllie el
Calid 1958). Os efeitos principais sdo necrose do epitélio tubu-
laf renal e das células periportais hepaticas. Enterite freglien-

temente acompanha o guadro sintomatico (Wilson, 1978).
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A ocratoxina A nos animais causa necrose tubular dos
rins e degeneracfdo do figado segundo Paster of alii, (1983). No
homem, uma doenca renal chamada de nefropatia endémica dos bal-
cds tem sido correlacionada & presenca da ocratoxina A nos ali-
mentos (Krogh ef alid, 1977).

Um grupo de pesquisadores (Hult ef afid, 1979) sugeriu
que a preseng¢ga da toxina no sangue pode ser tomada como um indi-
ce de predisposicio a doenga na populacio de Vratza, distrito da
Bulgaria, uma Area nefropatica endémica onde se apresenta uma al

ta incidéncia de tumores no sistema urinario.

Uma porcao da toxina ingefida permanece nos tecidos dé
animais domésticos alimentados com racido contaminada com ocrato-
¥ina A (Elling et aldii , 1975 e Bendele ef alil, 1985). As malores
concentracOes sao encontradas no sangue, nos rins, no figado e
nos misculos esqueléticos de animais como porco, peru e frango
{Rendele eof alii, 1985).

No sangue, a toxina se liga a albumiha do soro (Bendele
et alii, 1985 e Petkova-Bocharova et afii, 1988). A molécula pos-
sui alta afinidade pela albumina do soro & qual se liga aparente
mente por interac¢do idnica do grupo carboxilico e interag¢do hi-
drofobica do grupo isocumarinico com resto da sorcalbumina, re-
sultando em aumento de 100% na sua fluorescéncia caracteristica,
(Uchyama et alii, 1987). Proteinas sollveis do figado e rins, po
rém, tém pouca afinidade pela ocratoxina A. Soroalbumina humana
(HSA), para o caso, se comporta como a bovina (BSA) (Uchyama eof
aﬂii, 1987) . Sao poucos os relatos que existem sobre a carcinoge-
nicidade da ocratoxina A. Os resultados experimentais indicaram

que a ocratoxina A & um produtor de carcinoma renal em ratos ma-



chos e carcinoma hepatico em fémeas (Bendele et afili , 1985 e
Rahimtula e{ alid, 1988). Num dos relatos, 40 ppm de ocratoxina
A na dieta de 49 ratos machos durante 20 meses, produziram neo-
plasma renal morfologicamente consistente com carcinoma. Nenhum
carcinoma fol encontrado quando as doses foram inferiores a 40
ppm. A incidéncia do neoplasma hepatocelular foi alta em ratos
machos e fémeas.

A ocratoxina A apresenta atividade fortemente teratogd
nica pelas manifestacOes observadas em embrides de ratos. Em fé-
meas no 79 dia de gestagdo submetidas a uma Gnica dose de 1,75mg
de ocratoxina A por quilo de peso cbrpéreo, 47% dos fetos apre?
sentavam ma formacao externa (hidrocefalia, hematoma), mia forma-
¢do do esqueleto (o esterno partido, as vértebras centrais parti
das, ossificac¢ao incompleta do cridneo, costelas fundidas, parti-
das, falsas e fora do lugar) e ma formacao das visceras (visce-
ras na posigdo do esdfago) (Mayura et ali{, 1984). A ocratoxina
A também produz outros sérios transtornos fisioldogicos em fran-
gos como: fragilidade intestinal, imunodeficiéncia, reducao na
coagulacao do sangue, pigmehtagéo escassa da carne, anemia ferro
deficiente e leﬁcopenia (Steyn, 1984). Em ratos também foi de-
monstrada a imunosupressdo e a inibicdo da sintese de proteinas
pela competicdo com a fenilalanina (Bunge ef alii, 1978 e Creppy
et aldil, 1979).

A ocratéxina A nao produz efeitos de tipo genético, a
julgar pér uma variedade de testes 4in natura de curta duracao
(Rahimtula et alii, 1988), mas foi mostrado que produz rompimen-

tos simples no DNA do figado, dos rins e do baco do camundongo.

Apesar dos numerosos relatos indicando que a administracdo  de
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ocratoxina A em roedores altera uma variedade de parimetros bio- -
quimicos no trato urinadrio, no figado e nos rins desses animais
(Rahimtula ef afii, 1988), o mecanismo de sua acao téxica apenas
agora comega a ser elucidado.

Relatos recentes demonstraram o envolvimento das ocra-
toxinas na exacerbagido da peroxidac¢do de lipidios pelos sistemas
NADPH- e de microssomas ascorbato- dependentes de figado de rato
(Rahimtula el alii, 1988). Esses autores propdem um mecanismo me
diante o gual o érupo fendlico em Cg € essencial na qguelacio do
re3" do organismo, que na presenca de O, catalisa a peroxidacédo
dos lipidios. Outro trabalho mostrako efeito inibitdrio imediato
que a ocratoxina A causa no funcionamento da bomba ATP- dependen

te de ions Ca2+

no microssoma hepatico (Khan et alii, 1989). A
guebra do equilibrio homeostdtico do cilcio é aparentemente um
resultado da peroxidacao acelerada dos iipidios das membranas do
reticulo endoplasmético. A peroxidagdo intracelular exacerbada
de lipidios & também um dos primeiros passos nos mecanismos de

acao deletéria ja conhecidos para outras substincias toxicas

{Khan et afii, 1989).

O efeito dos aminoacidos na formacaoc da ocratoxina foi
estudada por varios pesquisadores. A presenca da prolina e do
acido glut@mico sobre a producdo de ocratoxina A na cultura kli—
quida, estimulou a producdo de ocratoxina A (H8ggblom e Ghosh,
1985), pelos Aspergillus ochraceus e Penicillium virnidicatum. Ferreira
(1968) também demonstrou que a prolina e o acido glutdmico indu-~

ziam a producao de ocratoxina pelo Aspergillus ochraceus.
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Tanto a metionina {Lisker ei:ﬂﬁi., 1983}, como a etio-.
nina em baixa concentrac¢do {Lisker e Paster, 1985), inibem a pro-
dugé&o de ocratoxina pelo Aspergilflus , engquanto gue a cistina e
derivados nao manifestam nenhum efeito, |

Os aminoéacidos fenilalanina, metionina e &acido glutami
co, quando acrescentados ao meio do fungo Aspeagilflus ochraceus na
fase log do crescimento, incorporam-se rapidamente A molécula de

14

ocratoxina. A metionina ( CH3;) e a fenilalanina {614~C) S80 apro

veitados integralmente na adicdo do grupo carboxila da posigao
C4. do anel isocumarina e na sua amidacio, respectivamente (Steyn
et alii, 1983). Ja a incorporacio do &cido glutimico (140) pode
se dar tanto na fenilalanina, como no anel isocumarina da toxina

{Bacon ef alili , 1975).

Varios metais tém sido estudados com respeito a sua in
fluéncia na biossintese da ocratoxina e de outras micotoxinas.
Entretanto, uma comparac¢io direta entre essas investigagGes & di
ficil, dada a diversidade dos meios de cultura nelas utilizados,
algumas vezes de composicdo quimica simplgs e definida, mas as
vezes complexas ou ndo definidas ou em quantidades desconheci-
das. Também, costuma-se complicar ainda mais o quadro face ao ni
mero de espécies e linhagens gque t&m sido estudadas.
6+

Lai ef alil (1970) mostraram que tracos de Mo s30 re-

queridos'peloxupwmiﬂam ochraceus na produgdo de ocratoxina A.
Mateles e Adyes (1965), Lee et alii (1966) e Davis et alii (1967)
relataram que o manganés tem pequeno efeito na producgaco de afla-

toxinas enquanto que Lillehoij ef alii (1974) e Rabie et alil
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(1981) relataram que este ion produzia um certo estimule na sin--
tese de aflatoxinas.

O ion birio reduz a producio de aflatoxina (Lee et alii,
1966} . 0 ilon ferro também tem um efeito inibitdrioc na producao
de aflatoxina Bl' sequndo Rabie ot alil (1981), enquanto que
Lee e,tcu’,m {1966) e Lillehoj ef aldii (1974) r_léo observaram efei
to nenhum do ion na producdo das aflato_xinas.

Lai et alit (1970} relataram que o ferro exerce um cer
to estimulo na érodugéo de ocratoxina pelo Aspergillus ochra-

ceus . Lillehoj et alid (1974) afirmaram que o cobre aumentou

a producao da toxina enquanto que Maz:sh et alid (1975) e Rabié
et alii (1981} observaram gue a inibig¢do na producido da aflatoxi-
na € total ou parcial. Este Ion tem efeito inibitdrio na produ-
cdo de ocratoxina como mostrado por Lai ef alil (1870). Esses
mesmos autores relataram que trac¢os de zinco sao também reque_ri—
dos pelos Aspergiflus ochraceus e Asperngiflus mellews , mas ndo pelo
Asperngllus sulphreus na produgdo de ocratoxina. |

' A utilizagdo de minerais pelos fungos € altamente de-
pendente do estado de compléxag&o em que o lon se encontra. As-
sim, Marsh et alil (1975) propuseram que as concentracdes dos
fons livres no meio e ndo as concentrag¢des totals é gue determi-
nam os parametros produtores ou inibidores da aflatoxigénese e a
ocratoxigénese. Essa afirmacdo parece ter sido confirmada num es
tudo sobre alimentos tropicais por Obidoa et afii (1981) no qual
demonstrou-se que a quantidade ideal de zinco para producdo maxi
ma de aflatoxina depende do substrato especificamente, ndo haven
do, portanto, correlagac linear exata entre a producgdao de toxina

e o nivel de zinco no alimento. Essa falta de linearidade pode
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ser devida a presenca de outros compostos gue podem se ligar ao
zinco, tornando-o nio disponivel para o fungo, como o fitato, re
latado por Lillehoj et alii (1974), o que vem interferir direta-

mente na avaliacdo bioldégica desse elemento.

Com relagdo aos efeitos dos aclicares sobre a producio
de ocratoxinas, varios pesquisadores verificaram que adicdo de
sacarose ao meio estimulava a produgdo tanto para AspergiLius

ochraceuws como para PmuﬁLuMudemuucaumz(Ferreira, 1968; Davis of

alii, 1969; Yamazaki et alii , 1970 é Sanchis et alii , 1988}, De
igual forma, varios outros carboidratos influenciam a producio
de aflatoxinas por Aspengiflus flavus (Davis ot alii, 1967), sendo
a glicose e a sacérose os principais estimuladores, segquidos da
frutose, posteriormente da rafinose e galactose, porém, nenhuma

producao ocorreu quando a lactose foi a Gnica fonte de carbono.

A atmosfera modificada e a irradiagdo gama sio dois mé
todos fisicos que estdo sendo usados efetivamente no controle de
microrganismos em alimentos.estoca&os. O crescimento dos fungos
ndo depende somente das condicdes de umidade e temperatura, mas
também de outras condi¢Bes ambientais, como sio as concehtragaes
relativas dos compbnentes da atmosfera. Os ambientes contendo ex
cesso de C02 ou outros gases como N, afetam radicalmente o cres-
ciménto de fungos, que sao tipicamente aerdbios, assim como a
produgao das toxinas. O efeito de tais atmosferas no crescimento

de fungos nos alimentos estocados e produtos subseglientes de mi-
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cotoxinas foram estudados por Landers et atil (1967), Lilleho] .
et aldii (1972), Wilson ef alil (1975) e Epstein et alii (1970).
Em estudos mais recentes, Paster e Chet (1982), obser-
vando o efeito de atmosfera modificada sob a formagdo fke c0lo~
nias de Aspergillus cchracews verificaram que CO, a 20% inibia com-
pletamente esse processo morfogénico. Posteriormente, Paster eof
alii (1983) informaram da influéncia de CO2 no crescimento e pro
ducao de ocratoxina pelo Aspergillus cchraceus, variando a concen-

tracdo desses gases num periodo de incubacio de 14 dias, a 16 1

leC. Para niveis de C02 de 10 e 20% da atmosfera, o aumento do

teor de O, trouxe como resposta um aumento crescente na pxodugéb
de ocratoxina, sem importar a concentragao de 0,. As coldnias 50
freram uma inibicao parcial, sob uma atmosfera de 60% de CO,, du
rante 14 dias crescendo apenas 63,6% do controle. Apds liberacgio
das condic¢des experimentais o crescimento das coldnias voltou a
ser normal, porém a ocratoxina produzida foi tr8s vezes maior a-
quela do controle (55 x 15 ug/g). Paster et aldil (1983) afirma-
ram que inibicdo total no crescimento e produgéo de toxina do
Asperngilllus ochraceus foi atingida gquando a concentracdo de CoO, foi
de 80 e 100%. Apds os 14 dias de incubacdo, a camara foi libera-
da desse sistema e a coldnia passou a desenvolver-se e produzir
normalmente, significando que as concentracgdes inibitérias nao
foram letais a esse fungo. Paster e Bullerman (1988) concluiram
que a via biossinﬁética para produgdo de micotoxina & meramente
bloqueadé, mas nao pxejﬁdicaﬁa pela alta concentracio de €O,
Diener e Davis (1967), Horner et afii (1973), Northolt
et alili (1976) e Paster e Bullerman {(1988) verificaram que o grau

de inibicdo pela concentracao elevada de co, e dependente de ou-
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tros fatores ambientais, tais como a umidade relativa, afividade‘
de &agua (a,) e atmosfera. ‘ |

Embora. a radia¢do gama tenha um efeito deletério nos
organismos vivos, os baixos niveis de irradiacfo tém mostrado au
mentar a produgdo de micotoxina em alguns casos. Paster eof alid
(1985) verificaram os efeitos da irradiacio Sobré a esporulacio
e producdo de ocratoxina pelo Aspergillus ochracews incubados du-
rante.l4 dias a temperatura ambiente. A irradiag¢ao gama peloémCo
de 150 e 200 Krad sobre os micélios provocou um retardamento de

24 e 48 horas respectivamente em relac3o ao controle. Quando a

irradiagdo gama foi de 60 ou 100 Xrad nenhum efeito foi observa-
do. Ao passo que quando esta irradiagio foi de 300 Krad, ocorreu
uma inibigao total no crescimento. Applegate e Chipley (1976)
mostraram que em seus trabalhos 400 Krad foram necessarios para
inibir completamente a germinacdo de esporos deste mesmo fungo,
portanto, as doses exigidas para os fungos podem variar de um
fﬁngo para outro (Paster ef afii , 1985).

Um aumento na produgao ocorreu em meios sintéticos
gquando irradiados com 50, 100, 150 e 200 Krad.para 3500, 4100,
3200 e 3000 mg por placa respectivamente, em comparacgao com 2880
mg de ocratoxina produzida pela placa ndo irradiada. Reduzindo a
dose de irradiagdo para 19, 25, 50 e 100 Krad apds a exposicio
em um banho de &gua a 40°C, nenhuma alteracio foi observada.

Paster et alil (1986) verificaram que a inibig¢do dos mi
célios de grios é de meio-semissintético ocorreu com uma dose de
200‘Kra&, mas nenhum dos niveis testados (15, 50 ou 100 Krad)
causou um aumento na producdo de ocratoxina. O Aspergiffus ¢chraceus
sofreu uma reducio maréante, gquando exposto a uma irradiacdo  de

200 Krad, apds submeter-se a um banho de agua a 609C. Paster ef
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alii (1985) conseguiram este resultado com 300 Krad de irradiacdo;
enguanto que Applegate e Chipley (1976), para obterem um mesmo
resultado, tiveram gue empregar doses de 400 e 600 XKrad. |

0 uso de Antemia safina , em salmoura nos bioensaios pa~
ra testar a presenc¢a de micotoxinas tem vérias.vantagens; nao pre
cisa de material de pesquisa sofisticado nem pessoal altamente
treinado, os ovos sdo de preco baixo e estio aisponiveis em su-
permercados ou lojas de aquarios, té&m ﬁma vida prolongada quando
estocados secos e em temperatura ambiente. Os microcrustaceos

sao obtidos num periodo de 24 horas mediante incubacio em salmou

ra (solugao de sal grosso, densidade 1,02 -~ 1,03) na temperatura
ambiente. Os testes sdo rapidos, simples ¢ exigem pequenas quan-
tidades de amostras toOxicas (Harwig e Scott, 1971; ﬁeiss, 1972).
Antemia salina , em salmoura, tem também sido usada para o bioen-
saio de anestésicos (Robinson et alil, 1965}, inseticidas (Grosch,
1967; Michael et alil, 1956), antibidticos (Brown e Wildman,

1968) .



1.

OBJETIVOS GERAIS

Verificar se as variedades comuns de feijdo brasileiro, ser-

vem como substrato a bioproduc¢ido de OA.

Estabelecer relac¢des entre a composic@o de cinco variedades

de feijao e a maior ou menor capacidade do fungo Aspengillus

ochraceus de produzir OA.

Obter evidéncia espectroscdpica que esclareca se a OA estd

presente entre as substé@ncias extraidas pelo nove método de

Soares e Rodriguez—Amava.
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3 « MATERIAL E METODOS

_3.1 -~ Preparo Geral das Amostras

Os cinco cultivares de feijdo Phaseclus vulgares, preto,
branco, rosinha, roxo e rajado (carioguinha) foram adguiridos ao
acaso em varios pontos do comércio varejista, tais como mercados
e supermercadog de Campinas, porém oriundos de varios Estados e
de diversos beneficiadores. Os graos foram assim tratados: manu-
almente foram separados os tegumentos ou cascas dos cotilédones

e, cada uma das fracoes foram moidas e secas em estufa, numa fai

xa de 60 a 70° C, até peso constante.

Fluxograma do preparo das amostras e andlises executadas

Todos os valores obtidos foram expressos em base seca

Grao do Feijao Grao do Feijdo
cotilédone tegumento . cotiledone  Grao intacto
(amendoa) {casca)

| | inoculacao
finamente moidos COm esporos
s = L livres
-~ aminoacidos .
totais ot
producaoc de
- redutores ocratoxina
- acucares :
totais
. , extracao da
— micronutrientes

toxina
L~ teor de proteinas

analises
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3.1.1 - Produgdo de ocratoxina no- Feijdo

3.1,27w Meio de cultura

Preparamos a cultura com Asperngillus cchraceus cedidos a

Brasilia por Dr.?

D. I. Fennell do USDA anexada a colecao da UnB
Lab. de Fitopatologia sob n® UNBF A-26. Cd. NRRL 3174, produto-
res de ocratoxina A e B, em extrato de malte agar durante 10 dias.
Apés este periodo, lavamos com Tween 80 (0,05%) e preparamos uma

5

diluigdo de 2,65 . 10”7 (esporos) /ml .de suspensio (Hadggblom et

alid , 1985; Higgblom, 1982).

3.1.3 -~ Preparo das amostras de feijdo

Antes da inoculagéo e de sua preparacdo fizemos um tes
te para se ter a certeza da ndo contaminagéogxévﬂaparAép@@iﬂ&m.
Teste negativo.

Os graos foram esterilizados com radiagloc gama de 1

MRad num irradiador de 60C

o, tipo Gammabeam 150, da "Atomic Energy
of Canada Ltd." Otawa, com uma atividade aproximada de 680 Ci no
inicio do trabalho, do Centro de Energia Nuclear na Agricultura
{CENA), em Piracicaba =~ SP.

As amostras de 50 g cada uma foram esterilizadas em sa
cos de plasticos fechados. Para fazermos a inoculac@o, transfe-
rimos as amostras‘para erlenmeyers de 250 mL os guais foram fe~
chados cém tampdo de algoddo. Ficando incubados a uma temperatu-
ra de 25 t 10C, com agitagOes didrias, com uma umidade por volta
de 22%, portanto, acima das condi¢des normais que & de 14,5%

aproximadamente.
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Além dessas amostras estéreis, fgram incubadas amos-
tras em seu estado natural com os mesmos indculos e sob as mesmas
condigOes de temperatura e umidade, para compararmos o8 niveils
de producdc nesses produtos, tal qual aqueles encontrados nos
grandes armazéns e silos do governo.

Foram inoculados 4 kg de feijdo nestas mesmas condi-
¢coes, com o objetivo de obtermos uma maior producao de ocratoxi-
na. |

As amostras foram extraidas apbs 28 dias de incubacio.

Para matarmos os Aspergillfus ochrgceus , injetamos 10 mL

de clorofdrmio e deixamos 15 minutos, em seguida, fizemos a ex-

tracdo conforme descrito na Figura 1.

3.1.4 - Padrdo de micotoxina

A micotoxina utilizada foi ocratoxina A, fornecida pe-
la Makor Chemicals, Israel. A diluigdo foi feita com benzeno. A
quantificagdo foi realizada como descrita em 3.1.6. O valor en-
céntraéo foi entdo dividido pelo valor da adicgio de ocratoxina A

(200 wg/kg) para calcule da recuperacio.

3,1.5 - Método para extracio

No copo do liquidificador foram colocados 50 g de amos
tra, 270 mL de metancl e 30 mL KCl 4%. Em velocidade baixa, fo-
ram mistﬁrados por 5 miﬁutos e a seqguir filtrados em papel de fil
tro-gualitativo sanfonado (Scares e Rodriguez-Amaya, 1987).

Uma aiiquéta de 150 mL do filtrado foi adicionada a 150

ml, do clarificante sulfato de cobre 10% e 50 mL de celite ou equi



50 g Amostra

-+

270 mlL CH30H

-4

30 mL., 4% KC1
5' Liquidificador

Filtracio

150 mL. Aliquota

/\

18 particao 23 particao

10 mL CHCL, 10 mL CHCL

/

5 mL. Aligquota 12 particdo

3

5 mL Aliquota 22 particdo

Quantificacao em Camada Delgada

Figura 2 =~ Extracdo e limpeza para triagem da Ocratoxina A.
{Soares e Rodriguez-Amavya, 1987)

22



23

valente medido em um béquer. A mistura foi homogeneizada com bas.
tdo de vidro e filtrada em papel de filtro qualitative sanfona-
do.

Uma aliguota de 150 mL dessa segunda filtragéb foi transg
ferida para um funil de separacdo, onde 150 mL de Agua haviam si-
do previamente colocados. Duas particdes para 10 mL de clorofdr-
mio com um tempo de agitac8o de 3 minutos foram realizadas,

Para quantificacgao foram tomédos 5 miL de cada extrato
clorofdrmico, reunidos em um pequeno frasco dmbar e submetidos a

secagem em banho-maria (Figura 3}. Foi seguido o método descrito

em 3,1.6,, utilizando como solvente para desenvolvimento em. ca

mada delgada tolueno/acetato de etila/acido formico(50:40:10 v/v).

3.1.6 = Quantificacaoc

A guantificagdao foi realizada por cromatografia em ca-
mada delgada (CCD) através de comparacdo visual com padrdes. Placas de
silica gel 60 G com 0,25 mm de espessura foram preparadas no la-
boratdrio e agquecidas por 1 hora a 80°C. O aguecimento torna-se
desnecessario em climas secos.

Os extrétos'secos foram redissolvidos em 200 uL ou ou-
tro volume conveniente de benzeno. Uma agitacdo em banho de ul-
tra~som por 30 segundos fol empregado para garantir sc}ubiliza—
cao.

Para verificar a presenga de micotoxina e poder reali-~

zar simultaneamente a guantificacdo, foram aplicadas em placa

-

de silica gel, ao lado do padrdo 5 uL de cada extrato, uma &b
vez. Na mesma placa foram aplicados 1, 2, 3, 4 e SIML do padrao

de micotoxina. A placa fol desenvolvida em tolueno / acetato de



5 mL 1a particgao CHCI,
+

5 mL 22 particao CHC1,
banho-maria

200 ul. Benzeno

Camada Delgada

Silica Gel 60 G

Tolueno / Acetato de etila / Acido férmico

{50 : 40 : 10)

|

U . V. 366 nm

Figura 3 - Triagem e guantificacdo da Qcratoxina A.

24
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etila/acido férmico (50:40:10) e deixada secar naturalmente ao-
ar. A quantificac¢ao foi feita comparando a intensidade das man-
cﬁas fluorescentes da amostra Visualménte comparada com as dos
padroes, sob i1luminacdo ultravioleta. Quantificamos, portanto, a
ocratoxina produzida nos graos (Hesseltine of alil, 1972; Vimxr&i
et alii , 1983) (Tabela 2). |

Esta operacdc fol feita usando novas diluigdes com ou-
tra concentragao da solucd@o padrdo diferente das anteriores para
obtencio de uma ﬁelhor aproximac¢ao da intensidade de fluorescé&n-

cia entre a mancha suspeita e as manchas dos padroes.

3.1.7 - Confirmacdo das ocratoxinas A e B pela formacio de fster

Metilico

Ao extrato da amostra juntamos 5 mlL de CHC13 em um er-
lenmeyer de 25 mL e 10 mL de BF 4 14% em metanol, ferveu-se duran
te 5 minutos em vapores de banho-maria. Transferimos para um fu-
nil de separacdo com 30 ml de H,0. Extraimos com trés porgdes de
10 mL de agua.

Tratamos o padrao tal qual a amostra (Hesseltine et
alii, 197?; Visconti ef alil , 1983).

| Em placa de CCD aplicamos o padrdoc e o padrio esterifi
cado, a amostra e a amostra esterificada e desenvolvemos em ben-
zeno/metanol/acido écético (18:1:1). Sob lampada de ultravioleta
verificamos que o padrdo e a amostra ndo esterificados tinham Rf
0,54, enquanto que o padrado e a amostra esterificados tinham Rf

0,74.
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3.2 =~ Purificacdo da OQcratoxina A

A técnica utilizada na purificacdo da ocratoxina para
este trabalho foi desenvolvida por van der Merwe eiaﬁﬁi (1965),
Scott (1965), Hesseltine et alili {1972}, Davis etcuii {(1972) e
Steyn (1984). A ocratoxina A fol isolada de extratos cloroférmij
cos das culturas fangicas coletadas de feijdes artificialmente
inoculados com Aspergillus ochraceus obtidos conforme o procedimen-
to descrito em 3.1.3., pela extracdo com uma solucgio agquosa de

bicarbonato de sddio 0,5M (3L). A solucdo aquosa acidificada foi

extraida com clorofdormio obtendo-se 1,3 g de material extraido o
qual foi cromatografado em silica gel (coluna 30 cm x 1,7 cm,
36 g de silica). A eluigdo foi feita inicialmente com benzeno/clo
roférmioc (3:1), seguida com benzeno/cloroférmio (1:3) e finalmen
te, com cloroférmio. Os tré&s eluatos foram recolhidos separada-
mente. Na fragdo cloroférmica precipitou um composto opaco cris-
talino, ainda ndo identificado. As duas outras fracdes foram com
binadas e cromatografadas em camada delgada com o sistema tolue-
no/acetato de etila/acido f&rmico (50:40:10), apresentando vérias_
substdncias fluorescentes, as gquais foram separadas em placas
preparativas de silica (0,75 mm). A faixa de silica que'supostaw
mente apresentava a ocratoxina A, fol raspada e extraida com so-
lugdo aquosa de bicarbonato de sédio (0,5M), em seguida, acidifi
cada e extraida com clorofdrmio. Todo o solvente foi evéporado
sob presééo reduzida a temperatura aproximada de 50°C. Todo o©
procedimento descrito nessa purificacdo estd esquematizado na Fi
gura 4. Nio foi possivel, contudo, recristalizar a toxina por es

tar acompanhada de um pigmento colorido. Geralmente grios gue
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servem de substrato para producaoc de ocratoxina, possuem pigmen- .
tos que dificilmente se dissociam da ocratoxina, conforme Davis

et afii (1969) a partir da sua experi8ncia com milho e amendoim.
3.2.1 - Andlise espectroscopica

A ocratoxina A, obtida em cromatografia de camada del-
gada fol satisfatoriamente comparada com o padrdo utilizado nas
seguintes analises: i) sob a lampada de ultravioleta (366 nm), a

mancha apresentou cor verde brilhante com Rf igual ao do padréao

{3.1.7); ii} o espectro de RMNIH (Espectro 3 e Figura 1}, apreF
sentou um dublete em 1,5 ppm correspondente aos trés protons do
grupo CH3 em C-10, um sinal miltiplo em 2,8 ppm correspondente ao
grupo CH, em C-4, um sinal mGltiplo em 3,3 ppm correspondente ao
grupo CH, em C~37, um sinal largo em 4,7 ppm correspondente ao
grupo CH em C-3, um sinal largo em 5,1 ppm correspondente ao gru
po CH em C-2', um sinal em 7,3 ppm correspondente aos cinco pro-
tons aromaticos e um sinal em 8,4 ppm correspondente ao grupo NH.
A presenga de sinais em 0,9, 1,3 e 3,68 pPpm acusaram a presenca
de impurezas; iii) o espectro de infravermelho (Espectro 2) apre
sentou uma absorcao em 1680 cm_l correspondente a uma carbonila,
uma absorgio em 1740 cm L correspondente a lactona e absorgées
em 3380, 1656 e 1530 cm—l correspondentes a amida secundaria; iv)
O espectro de maséa (Tabela 3) apresentou um ion em m/z = 403

(3,3%) correspondente provavelmente ao ion molecular de cﬁOHl§H£D6‘

O fragmento em m/z = 239, com alta abundincia relativa (100%) ;
correspondente a perda do radical PhCHZCH(CO2H)ﬁH, um fragmento

em m/z = 255 (91%), correspondente a perda do radigalPMﬁmHKIbHL
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outros fragmentos conforme Tabela 2. Nesse espectro de massa a.

presenga de um ion em m/z = 441 (6,6%), pode ser devido a impure

1H (Stormexr et alil{, 1983); wv)

MeOH
max

za ja detectada no espectro de RMN
0 espectro de ultravioleta {(Espectro 1} A em 210 e 330 nm ;
vi) a ocratoxina em etanol apresentou coloracfio vermelha ao se

adicionar cloreto férrico, confirmando assim, a presenca da hi-~-

droxila fendlica.
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Extrato clorofdormico (t6xico (3.1.5))

Dissolvido em cloroférmio

Extrair com NaHCO3 0,5M

e

Fase clorofdrmica Fase aquosa {acidificar)

Extrair com clorofdrmio

%4
Fase cloroformica Fase aquosa

l

evaporar solvente

v
Coluna de silica gel
A - Benzeno/clorofdérmio (3:1)

B - Benzeno/clorofdrmio (1:3)
C - Cloroformio

N

Fracdes A e B Fracdo C precipitado

placa preparativa

Figﬁra 4 - Procedimento geral para a purificacfo da ocratoxina A,

obtida do extrato clorofdrmico em Phaseofus vulgarnis L.
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3.3 - Determinacdo da Composi¢do de Aminodcidos Livres

3.3.1 = Preparo das amostras

Para a extracao de aminoécidos.livres das cinco varie-
dades de feijdo foi usado dcido sulfossalicilico ($S3a), agente
precipitante das proteinas e peptidios como recomendado pela
BECKMAN INSTRUMENTS, Palo Alto, Ca, USA, 1977 {(Norman, 1879).

A 1,00 g de tegumento de cada um dos feijles adicionou-se 4 mlL

do acido sulfossalicilico 3,5%, sequido de agitac3o por 15 minu-
tos e posteriormente, centrifugagdo a 8.000 rpm durante 15 minu-~
tos. Uma aliquota de 0,4 mL foi retirada e diluida em 0,2 mL de
tampao citrato de litio (0,15 N) e estocada a 49C até a analise.
A 0,5 g de farelo de cotilédone foram adicionados 4 mL
de acido sulfossalicilico 3,5% e agitou~se por 15 minutos. Uma
aliquota de 0,4 mL foi retirada e diluida enm  tampdoc de litio
(0,15 E) e estocada a 4°C ateée a aﬁélise. |
Os extratos, apds diluiclo no tampdc citrato, foram
analisados em analisador de aminoicidos Beckman 119-CL, onde as
condicoes de 0perégéclforam as seguintes:'
~- Dimensdes da coluna de vidro: 6 x 220 mm
- Resina: W-3p
- Tampbes: pH 2,83 0,20N it
pH 3,70 0,20N ©Li%
PH 3,75 1,00N Li',mais 6% de iso-propanol
LiOH 0,30N Lit . com 0,25g/L de EDTA na for
ma acida
-~ Taxas de fluxos: tampdes 44 mL/h

ninidrina 22 mL/h
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- Tempo de analise: 267 minutos

A mistura padr&o de aminoacidos foi preparada com pa-
drdo-dcido neutro e padrao basico da marca Hamilton Co.  Partes
iguais desses dois padrdes foram misturadas e diluidas 5 vezes
em tampdo citrato de litio (pH 2,2).

Para todas as analises o volume injetado foi de 100 L.

3.4 - Nitrogénio Total e Proteina

O nitrogénio total foi determinado pelo método de
Kjeldhal. A proteina foi calculada multiplicando-se a porcenta-
gem de nitrogénio total pelo fator 6,25 (AOAC, 1980; Jones et
alil , 1930}).

Jones publicou uma lista de fatores de conversio pro-
postos para élimentos, racoes, sementes e derivados de proteinas

concentradas. Smith ef alel (1872) indicaram que o fator 6,25 &

provavelmente o mais justificavel.
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3.5 = Determinacéo de Metais

A detefminagéo de metais nas cinco espécies de feijdo
foi feita por espeétrofotometria de absorcdo atdmica.

As amostras moidas e secas do grdo foram incineradas
em mufla a 5000C, as cinzas dissolvidas com 50 mL da solucio de
HC1l 6N e evaporadas em chapa a 1000C aproximadamente. Dissol-
veu-se o residuo em duas aliquotas de 10 mL de HCL 2N e levou-

~-se a volume com agua deionizada: filtradas através de papel

de filtro lavado previamente em &cido (Boletim Técnico, 1983).
Os indices de metais foram expressos em Kg/g (partes por mi=-
lhao) .

A construc¢do da curva de calibracio foi feita a par-
tir da diluicdo individual de cada solucao~estoque, a diferen-—
tes concentragéeg.

Ags andlises foram feitas utilizando-se o espectrofotd
metro de absorcao atOmica UNICAM modeloc SP 90 23, seguindo-se
as conéicées especificadas para os metais bario, calcio, cobre,
ferro, fosforo, potassio, litio, magnésio, mangands e sodio.
No espectro de absorgﬁo atbmica modelo PERKIN~-ELMER 5000 medi-
mos o zinco. O fosforo foi medido no espectrofotdmetro modelo B

295 II Micronal.
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3.6 - Determinacdo do Teor Total de Aminodcidos no Feijdo

Amostras naturais secas e previamente deslipidizadas
segundo o método adaptado de BLIGH & DYER (1954), foram utiliza
das seguindo basicamente o método de SPACKMAN eof alii{, 1958. As
modificacdes introduzidas sdo aquelas testadas e sugeridas pelo

fabricante BECKMAN INSTRUMENTS, Palo Alto, Ca, USA (1977).

Foram pesadas amostras finamente moidas, contendo apro-
ximadamente 25 mg de proteina. Em sequida, foram colocadas em
tubo pyrex (9825, de 12 x 150 mm) e acrescentadas aproximadamen
te 35 mL de acido cloridrico 6N, de modo a minimizar o ar resi-
dual no tubo, e tampadas posteriormente, com tampa provida de
arruela de teflon. A hidrdlise foi realizada em estufa a 1109 C
i'SOC, por 22 horas. Apds a hidrdlise, os tubos foram retirados
da estufa e deixados esfriar sobre o balcdo e o hidrolisado foi
filtrado em funil de vidro sinterizado super fino. A seguir, o
filtrado foi quantitativamente transferido para o baldo volumé-
trico de 100 mL e, finalmente, completado'o volume com agua
destilada. O material hidrolisado e seco foi dissolvido em 5 mL
de tampao citrato de s6dio (0,10 N em Na+: pPH 2,2), e filtrado
através de membrana Millipore (poro 0,2 um) e injetados 30 uL

no aparelho para analise.
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As analises de aminodcidos totais foram realizadas em
analisador de aminodcidos (AMINOCHROM II - Type OE - 914 - LABOR

MIM) com as seguintes caracteristicas de operacio:

Instrumerito: Aminochrom II
Resina: Varion chrom 9

Lot n@ 508-2B
Coluna: 4,5 x 230 mm
Tampbes: Pico tampio iI

A

B
Temperaturas: 'I‘1 = 400C

650C

2%
il

T, = 80oC
- Velocidade do fluxo do tampdo: 20 cm3/h

Pressdo maxima: (A, Tl) 48 bar

A andlise estd programada para 90 minutos.
Para todas as analises o volume injetado foi de 30 uL.
O comprimento de onda &€ de 570 nm. (440 nm para prolina)

Os calculos foram utilizados usando-se a relacao

A A
X - —P
cx cp

onde C & concentragdo, A absorbidncia, e os sub-indices x p de-
notam amostras e o padrao respectivamente.

Os resultados podem ser expressos em gramas de amino-
dcidos por 16 gramas de nitrog@nio ou alternativamente, em gfa—

mas de aminodcidos por 100 gramas de amostra.
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3.7 - Determinacdo de Ag¢licares Soliiveis Totais e Redutores no

Feijao

A extracdo dos aclicares solGveis foi efetuada nas cin-
co variedades de feijdo no tegumento e no cotilédone separadamen
te, moides segundo AORC (1970), procedimento 7058, que consiste
na extracao dos aclicares com etanol a quente.

Nesses extratos, os aglicares redutores foram quan-
tificados de acordo com o nétodo espectrofotométrico de Somogyii-

~Nelson (1945) e os aglicares totais determinados pelo método es~

pectrofotométrico de Miller (1959),‘que envolve hidrélise prévié
com HCl e reacdc com o acido dinitrossalicilico.

Inicialmente, era pretendido obter os niveis dos aclica
res tanto nos cotilédones como nos tegumentos. Entretanto, a pre
sen¢a dos pigmentos das cascas, que interferiu na determinacio
do cromoforo formado, e a falta de um sistema cromatografico pa-
ra eliminar os interferentes, nao foi possivel'a utilizacao dos

resultados dos tegumentos.
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3.8 -~ Teste Bioldgico com Atemia salina L

Sobre uma superficie clara foram colocados dez béque-~
res de 10 mlL gue foram utilizados nos ensaios a temperaﬁura ambi
“ente.

Foi feito o extrato das amostras de feijdo a serem tes
tadas.com uma solug¢do etanol + agua (1 + 9).

A cada béquer contendo 1,0 mL da suspensio de artemias

(76 a 217 artemias vivas) foi acrescentado 1,0 mL da solucio tes

te.
A solucdo teste consistia de:
a) solucdo etanol-agua (1 + 9)-branco;
b) extrato etandlico de feijdes isentos de ocratoxina
A dissolvido em &gua na relacdo 1+ 9 (alcocl +agua);
¢c) extrato etandolico de feijdes contaminados com ocra-
toxina A dissolvido com agua na solugdo 1+ 9 (alcool
+ agua), nas concentragdes de 0,37 - 32,9 ug/mL.
Os experimentos foram observados nos intervalos de 4 e
12 horas.

Foi feito também o teste para a substincia pura . nio

identificada, a qual mostrou-se muito téxica.
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4 - RESULTADOS B DISCUSSAOD
4.1 - Evidéncia da OQcratoxina A

A ocorréncia natural da ocratoxina, em geral, tem sido
relatada em graos como milho, trigo, amendoim, sorgo, cevada,
aveia, centeio e grdos de café em diversos paises (Steyn, 1984;
Haggblom e Ghosh, 1985; Rahimtula et alfii{, 1988; Tsubouchi eof
alil , 1988) em niveis variando entre 0,01 e 29,5 mg/kg de gréo.
Alguné pesquisadores, usando meios semi-sintéticos para culturas
submersas, conseguiram atingir niveis de producac de 290 mg/L
(Davis et alii, 1965) e 61 mg/L (Davis et afii , 1972). J& em fa-
relo de arroz e trigo a 189C, obteve-se producdo de 176 e 147 mg
/kg, respectivamente (Trenk ef alii, 1971).

Por ocasiao do inicio desta pesquisa nio existia iﬁ—
formagdo documentada sobre a ocorréncia de ocratoxina em feijao
embora também nada indicasse que esse produto deveria estar isen
to de contamina¢do. Baseados em resultados positivos obtidos de
um carregamento de 12.000 tdneladas de feijdo importados por uma
firma brasileira e, nos quais empregou-se uma metodologia anali-
tica recém-desenvolvida {Socares e Rodriguez~-Amaya, 1987) estabe-
leceu~se o objetivo de verificar a eficacia Ido grdao de feijio
( Phaseolus vulgaris) como substrato para a producdo de ocratoxina,
assim como conflrmar, por todos os meios disponiveis, a ldentlda
de da tox1na produzida apds inoculacio com um fungo produtor.

| Apbos incubagdo de vinte lotes de feijdo, contendo 22%
de umidade e incubacdo dos mesmos durante 28 dias a 259C, cbteve-

-se a Tabela 3. Os resultados mostram que todas as variedades de
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Tabela 2 - Valores obtidos na quantificacac da Ocratoxina A pro
duzida pelo Aspergillus cchraceus inoculado em feijao
natural e em feijfo irradiado com °Cco. {(Incubado a

25¢C durante 28 dias com 22% de umidade) .

Tratamento
Feijao Irradiado’ Nao Irradiadob
60CO
mg/Kg mg/Kg
Preto Cotiledone 81,4 257,6 {1,3)
Tegumento 162,8 235,2 (0,8)
Branco Cotiledone 33,9 159,1 (1,2)
Tegumento 40,7 145,9 (0,6)
Rosinha  COtiledone 40,7 - 215,2 (0,4)
Tegumento 122,1 153,11 (0,5)
Roxo Cotilédone 81,4 202,3 (0,7)
Tegumento 203,5 ' 169,2 (1,3)
Rajado Cotilédone 33,9 212,7 (0,6)
Tegumento 81,4 i82,6 (1,8)

-

a - & uma s determinacio
b - &€ a média de cinco determinacgdes

-~ t d 'O "d'o) /’:K?
(nos pardnteses, o Gesvio médio) (Baccanm of alii jq19)
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feijdo constituem um excelente meio para o desenvolvimento do -
fungo Aspergifius ochraceus e producio de ocratoxina A. Consideran
do ainda que o grdo inteiro como meio de cultura possui uma area
superficial muito inferior & dos farelos de Trenk et alii (1971),
os niveis de producdo de 153 a 257 mg/kg s&o os mais altos até
hoje relatados para meios sblidos. Nos grios nfo irradiados e ex
cetuando a variedade Rajado, o cotilédone exposto ofereceu melho
res condigbes para a producdo de toxina do que o grao protegido
com seu tegumentd. Essa diferenga era previsivel dada a funcio
protetora do pericarpo, como ja& foi observado em sementes de amen
doim (Amaya—?arfén et alii , 1977). bas cinco variedades, os fei-
jbes Preto e Rajado foram os mais eficientes, enquanto que o Bran
co estimulou a menor producgéao.

Foi de interesse, também, conhecer a eficicia do fei-
jdo como substrato apds ter recebidec uma dose de radiacac gama
da ordem de grandeia usada em alimentos (1 MRad). Com excecdo
das variedades Rosinha e Roxo, os feijdes mostraram grande perda
do poder estimulador da sintese de ocratoxina apbs irradiados. A
perda fol mais pronunciada no cotilédone do que nd tegumentd, a
Julgar pela resposta do gr3o completo.

Nio se tem conhecimento da forma em que a irradiacdo
do substrato possa estar afetando a produgio. De um modo ‘geral,
podemos suspeitar que houve destruig@o de algum nutriente essen-
cial e/ou formagéb de composto inibidor da via biossintética da
toxina. |

E interessante notar que esta resposta do feijao € con
traria ao aumento de susceptibilidade & contaminagio com aflato-

xina e crescimento do fungo, ja observados em milho e amendoim
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apbds irradiagdo (Paster ef alii, 1985). O aumento da susceptibi-
lidade & mais facilmente entendido como um resultado da morte da
semente, que a torna mais apropriada para o desenvolvimento do
fungo saprofita,

Pelas informag¢des encontradas na literatura { van der
Merwe ef afii, 1965; Scott et alii, 1965; Stormer et alii, 1983)
e conforme os resultados da analise de espectrometria de massa
{Tabela 2), absorcdo ultravioleta (Espectro 1), absorgdao infra-
vermelho (Espectro 2) e ressonancia magnética nuclear (Espectro
3}, a ocratoxina A foi um dos compostos extraidos pelo novo méto
do analitico proposto por Soares e Rodriguez-Amaya (1987) para
andlise rotineira de ocratoxina A. Esse método, proposto e utili
zado visando.uma simplificacao e barateamento de custo, espe-
cialmente importante em paises do terceiro mundo, apenas nao ti-
nha confirmag¢do a nivel espectroscopico da presenca da ocratoxi
na A no extrato.

Identificacdo da outra fracéo téxicalproveniente do pro
cesso de purificacdo (esquematizado na Figura 4) aguarda ainda
identificag¢do por meios espectroscdpicos. No momento é apenas pos
sivel concluir que se trata de um composto de espectro infraver-
melho mais simples e ponto de fusdo superior a 3500C e um grau

de toxidez ({(Tabela 15).



Tabela 3 - Espectro de massa da Ocratoxina A

Intensidade Relativa

m/z (%)
91 73,3
102 | 11,0
120 28,8
221 . 22,2
237 " 11,0
239 100,0
240 17,1
241 33,0
255 91,0
256 13,0
257 31,0
403 3,3
441 ' 6,6

0 espectro foi feito com um espectrometro Varian XL-
~100 NMR 70 ev,
Os fragmentos com abundi@ncia abaixo de 10% foram

omitidos.
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4.2 - Contelido de Aminoacidos Livres

Os compostos nitrogenados de baixo pesc molecular, co-
mo sdo os aminodcidos livres e os sais de amdnio s3o fontes im-
portantes para o crescimento miceliar e producdo de toxina de
fungos do género’Aépwgiﬂﬁw, sendo em alguns casos, o efeito es-
timulatdério e, em outros, inibitdrio (Davis et alii, 1967; Fer-

reira, 1968; Bacon ef alii, 1975; Payne e Hagler, 1983; Lisker

et alid , 1983; Lisker et afii , 1985; Haggblom e Chosh, 1985). In-
teressou para esse trabalho o teor de aminodcidos livres no tegu
mento e no cotilédone, de forma diferenciada.

Nas Tabelas 4 a 8 podemos observar a presenc¢a de apro-
ximadamente 25 aminodcidos livres para cada uma das fracgdes do
grédo, sendo que houve variag@o quantitativa considerdvel entre o
tegumento e o cotilédone. Como era esperado, os aminoacidos 1li-
vres encontrados no tegumento foram menos abundanteéudb gue os
presentes no cotilédone (20 - 40% do total do cotilédone). A va-
riedade de feijdo Rosinha foi a que mostrou o maior teor de ami-
noacidos livres, ﬁanto no cotilédone como no tegumento. Foi nota
vel também, o alto teor do ion amdnio encontradc em todos os te-
gumentos, em especial no feijdo Preto (2.070 umol/100 g de peri-
carpo) . O ion amdnio representa uma fonte significativa de nitro

génio para o microrganismo especialmente quando certos amincaci-



Tabela 4 - Composicio de aminodcidos livres do feijao pre-

to expressa em pmol/100 g de massa.
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Aminoacidos Cotilédone Tegumento
Acido L-Aspartico 805,79 57,39
Hidroxi-L-Prolina (desconhecido) 43,60
L-Treonina 51,64 9,84
L-8erina 88,18 14,70
L-Asparagina 1.714,28

Aeido L-Glutamico 1.148,93 71,66
Glutamina - -
Acido L~ o -Aminoadipico 21,26
L-Prolina 100,00 16,67
Glicina 189,87 12,78
L~Alanina ' ' - 350,00 58,33

L-Citrulina
Acido L- o -Amino-n-Butirico

L-Valina 79,76

1/2 Cistina 120,00 12,00
L-Metionina 143,64 8,35
DL-Cistationina . 9,38

1L~Isoleucina 28,34 6,61
L-Leucina ' 36,59 7,32
L-Tirosina 21,82

L~Fenilalanina 36,36 ' : -

B ~Alanina
Keido DL -RB-Aminoisobutirico

Acido Y-Aminobutirico 711,62 106,32
Etanolamina

NH, S - 100,20, 2.070,04
Hidroxilisina

L-Ornitina _ ‘ 21,82
L~Lisina 26,30 13,15
L-1-Metilhistidina 56,38 o
L-Histidina ' 7,57
L—3-Metilhistidina 125,22

L~ Anserina
.. L=Carnosina

L-Arginina ' 1.252,26 167,85
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Tabela 5 ~ Composicio de aminodcidos livres do feijdo branco

expressa em umel/100 g de feijao.

Amincacidos ' Cotilédone Tegumento
Acido L-Aspartico 1.380,00 105,79
Hidroxi-L-Prolina (desconhecido) _ 36,33
L-Treonina 73,77 14,75
L—-Serina 66,13 21,12
L~Asparagina 90,97 160,71
Acido L-Glutamico 1.853,12 38,29
Glutamina - -

Acido L- o -Aminoadipico 204,60 19,13
L-Prolina 133,33 14,00
Glicina ‘ 159,49 58,42
L-Alanina ' © 333,33 66,66

L-Citrulina
Acido L—- & —-Amino-n-Butirico

L-Valina 178,28 26,65
1/2 Cistina 72,00 4,80
IL-Metionina 179,59 56,71
DL-Cistationina 5,62

L~Isoleucina 166,29 11,81
L-l.eucina 92,56 : 14,63
l-Tirosina 36,36 20,45
L-Fenilalanina 40,74 ' - 12,12

f ~Alanina
Aeido DL —-R-Aminoisobutirice

Acido y-Aminobutirice 23,26

Etanolamina 475,24

NH, ' | 87,13 - 490,90
Hidroxilisina

L-Ornitina .
L-Lisina 13,15 39,04

L-1-Metilhistidina )
L-Histidina _ 183,30 11,35

L~3-Metilhistidina
1- Anserina
- L-Carnosina

L-Arginina 1.836,07 132,51
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Tabela 6 - Composigdc de amincacidos livres do feijao rosinha

expressa em umol/100 g de feijao.

Aminoacidos Cotilédone Tegumento
Acido L-Aspartico 1.518,84 156,52
Hidroxi-L-Prolina (desconhecido) 326,98 _ 108,99
L~Treonina 77,45 15,56
L-Serina 131,16 29,39
. L-Asparagina “ 2.515,52 294,64
Acido L-Glutamico 1.046,39 210,63
Glutamina - -
Acido L~ o -Amincadipico 344,36 31,88
L-Prolina 133,33 98,98
Glicina 253,55
L-~Alanina ' - 497,77 121,38

L-Citrulina
Acido L- @ ~Amino-n~Butirico

L-Valina 85,24 53,30
1/2 Cistina 182,40 384,00
L-Metionina 185,26 37,81
PL-~Cistationina

IL-Isoleucina 18,89 16,53
L~Leucina 25,60 : - 15,54
L-Tirosina 27,27 _ 9,09
L-Fenilalanina 36,36 12,12
£ ~Alanina

Ecido DL —B-Aminoisobutirico

Acido vy-Aminobutirico 133,76 38,37
Etanolamina 368,31 118,81
NH, | 248,65 . 509,67
Hidroxilisina

L~Ornitina . 16,36
L-Lisina 39,45 23,63
L~1-Metilhistidina : .
L~Histidina 104,29 18,93
L-3-Metilhistidina 176,14 *

L- Anserina
- L=Carnosina
L-Arginina ' 1.677,05 496,01




Tabela 7 - Composigdo de aminoacidos livres do feijdo roxo ex-

pressa em umol/100 g de feijdo..

Aminoacidos ‘ Cotilédone Tegumento
Acido L-Aspartico 1.049,27 28,98

Hidroxi-L~Prolina (desconhecido) 24,91

L-Treonina 77,86 ‘ 14,75

L~Serina 62,46 29,39

L-Asparagina ' 1.821,42 163,04

Acido L-Glutamico 931,91 85,65

Glutamina - oo

Acido L- o -Aminoadipico

1-Prolina 100,00 84,00
Glicina 16,35
I~Alanina ' : : 21,66

L~Citrulina
Acido L= o —Amino~-n-Butirico

L-Valina 133,26 16,88
1/2 Cistina 226,40 79,20
L-Metionina 170,14 15,12
DL-Cistationina

L-Isoleucina 56,69 34,01
L~Leucina 36,58 : 16,82
L-Tirosina 18,18 15,00
i~Fenilalanina 54,54 '

B ~Alanina

Acido DL ~B-Aminoisobutirico

Acido vy-Aminobutirico ' 19,38
Etanolamina 356,43

NH," S 85,89 . 290,32
Hidroxilisina ;

L=Ornitina .
L~Lisina 26,30 32,87

L-1-Metilhistidina _
L-Histidina 213,02 11,35

L~3~Metilhistidina

L~ Anserina

L—~Carnosina

L-Arginina , 1.716,07 517,91




Tabela 8 -~ Composigdo de aminoadcidos livres do feijdo rajado

expressa em umol/100 g de feijdo.

Aminoscidos ‘ Cotilédone Tegumento

- Aeido L-Aspartico 915,44 88,76
Hidroxi-L-Prolina (desconhecido) 52,40
L~Treonina 55,73 18,91
L-Serina 88,18 33,56
L~Asparagina " 1.821,42 152,29
Acido L-Glutdmico ' 970,21 122,74
Glutamina - -
Acido L- o ~Aminoadipico 242,33 -

" L-Prolina , ' 100,00 118,00
Glicina 129,11 18,25
L-~Alanina 300,00 80,12

E=~Citrulina
Acido L~ o ~Amino-n~Butirico .
I~Valina 106,61 51,25

1/2 Cistina 52,80 6,92
L-Metionina 135,17 36,35
DiL~Cistationina 7,81

L-Igoleucina 37,79 17,03
L~-Leucina 51,21 . 12,66
L-Tirosina 27,271 8,74
L-Fenilalanina 84,84 ) 17,43

B ~Alanina
Acido DL - RB-Aminoisobutirico

Acido y-Aminobutirico ' -
Etanolamina 475,24 -
wm," o 131,25 446,35
Hidroxilisina

L~Qrnitina 11,85
L-Lisina 39,45 18,96
L-1-Metilhistidina | 42,28 o
I~Histidina 14,56
L-3-Metilhistidina 286,23 -

L= Anserina
I~Carnosina
L-Arginina 1.409,07 417,64




50

dos, como o acido glutédmico e a prolina se encontram ausentes do
meio (Ferreira, 1968), sendo essa a razao pela qual a maior pro-
dugdo de ocratoxina dos feijbes Preto e Rajado nfo mostrou corre
laga&o com o0s niveis de §H+, gue foram alto no Preto e médio no
Rajado (Tabelas 4 e 8). Observando os valores de glutimico e pro
lina nessas duas variedades, podemos ver que ¢ teor de &HZ rela-
tivamente baixo né Rajado é compensado pelo maior teor de proli-
na no tegumento.

O é&cido glutamico e a prolina sao considerados por va-

rios pesquisadores como estimuladores da produgdo de ocratoxina

por Aspengillus ochraceus (Ferreira,‘l968;l Bacon et alii , 1975;
Haggblom e Ghosh, 1985). O acido gluté@mico & incorporado tanto
na por¢ac fenilalanina quanto na isocumarina da molécula. Por ou
tro lado, a fenilalanina, no meio submerso, ndo pareceun ter qual
quér importancia na bilossintese da ocratoxina A, segundo Ferreira
{1968) . Nao obstante, Yamazaki et alidi (1970) comprovaram que 1%
de fenilalanina, quando acrescentada a um meio basal liquido de
extrato de leveduras resultou em aumento de 100% na producio de
ocratoxina A por Aspergillus éaWuwaué. Da mesma forma, outros auto
res (Bacon et alii, 1975 e Haggblom e Ghosh, 1985) sugerem que a
prolina contribui para a biossintese apds conversdo para acido
glutamico via &cido pirrolina-5-carboxilico.

Nos feijoes estudados, estes dois aminodcidos estive-
ram presentes em éoncentragées gue variaram de 38 a 210 e de 14

a 118 umol/100 g de material, respectivamente. Considerando a
producac excepcionalmente elevada de ocratoxina que todas as va-
riedades tiveram, &€ de se supor que as concentragdes desses ami-

noadcidos nao sao fatores limitantes por quanto as ‘variagées‘ na
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distribuig¢ao nio se encontram relacionadas com a producdo da to-

Xina.
A metionina, apontada como um aminodcido gue, em meio

2 - .
M, e capaz de agir como um

liquido e em concentracdes de 10~
forte inibidor da producido de toxina é uma forma util de nitrogé
nio organico quando em concentracdes de 1074 M (Ferreira, 1968;
Paster e Chet, 1980; Lisker ef afii, 1983). Nio sendo possivel
comparar diretamente as condigbes do méio liquido com um substra

to sb6lido e de constituigldo complexa como & o feijao, podemos

apenas notar que as concentrag¢des de metionina, relativas ao to-

tal de aminodcidos, sio suficientemente baixas para nio causar
toxidez biossintética critica ao organismo devido ao excesso de
poder metilante. Para a maioria dos organismos vivos, a metioni-
na comeca a manifestar-se tdxica quando atinge concentracdes su-
periores a 2 x 1072 em relacdo ao total de aminodcides, mais amd
nia. Assim, as concentracdes relativas de metionina nos tegumen-
tos (calculadas na base molar e incluindo alguns compostos amina
dos que ndo aparecem nas Tabelas 4 a 8) foram, na ordem, de 2,9
x 1073; 4,2 x 107%; 1,3 x 107%; 9,9 x 1073 e 2,0 x 1072 para o
Preto, Branco, Rosinha, Roxo e Rajado (Tabgla 9). Isto é, aparen
temente consistente com a escala de producdo das variedades se
considerarmos que a variedade Roxo que, a julgar pelo baixo teor
de metionina deveria ter produzido mais toxina do que o Rosinha
e o Rajado, mostrou produc¢dao modesta devido ao baixo contefido de

glutimico e prolina.
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Nas Tabelas 10 e 11 estéo‘apresentadas as concentra-
¢bes dos aminodcidos totais, isto &, a soma dos aminoacidos 1i-
vres e os protéicos, dos cotilédones e os tegumentos.

Se a baixa bioprodu¢do no feijdo Branco correlacionou
com 0 elevado teor de metionina livre na casca, esse achado foi
consistente com o alto teor de metionina total também encontrado
na fragao (6,83 x 10_2, Tabela 11). Colocada em segundo lugar,
em termos de metionina livre no tegumento, foi a variedade Rosi-
nha. As variedades restantes exibiram quantidades baixas de me-

tionina e niveis mais altos de bioproducdo. £ provavel também

gque, na variedade Rosinha, o nivel‘extraordinariamente alto dé
fenilalanina nao tenha resultado em maior bioproducfo devido ao
alto teor de metionina. Por outro lado, os niveis de aminoicidos
totais encontrados nos cotilédones (Tabela 10) nfo parecem mos-
trar correlacdo nenhuma com os niveis de bioproducgdo. Talvez pdr
se tratar de um universo maior, no qual os aminocdcidos se encon-
tram sob diversas formas, as diferencgas sutis Que existem entre
os substratos nao possam ser percebidas atraveés desses dados. Des
sa forma, pode ser mostrada uma maior uniformidade entre os teo-
res de todos os aminoacidos, inclusive o &acido glutdmico, proli-
na, metionina e fenilalanina.

Isto parece indicar gue, em termos de aminoacidos do
‘feijfo, um fator determinante da bioproducdo sao os aminocdcidos
livres e ndo os aminoécidos totals ou protéicos, j& que esses 4l

timos perfazem a vasta maioria do conjunto total. Esse achado es

ta em acordo com o j& observado para amendoim e outros graos

(Amaya~-Farfan et ali{, 1977; Holder et alii, 1974).
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Tabela 10 - Conteldo de amino&cidos totais de cotilédone das cin.

co variedades de feijdo.

Preto Branco Rosinha Roxo Rajado

Aminoc&cidos Gas pan g pan gas pas pas B 5oa man

100g 100gP 100g 100P 100g 100gP 100g 100gP 100g 1OOgPa

Ac. aspartico 2,00 9,06 2,54 10,46 2,61 9,91 2,07 9,66 2,70 10,07
Treonina 0,73 3,31 6,81 3,33 1,09 4,04 0,74 3,45 1,65 3,91
Serina 0,98 4,44 . 0,95 3,91 1,25 4,64 0,94 4,38 1,25 4,66

Ac. glutamico 3,18 14,42 3,77 15,53 3,86 14,34 3,03 14,15 4,02 15,00

Prolina 0,73 3,31 0,71 2,92 0,83 3,08 0,66 3,08 0,93 3,47
Glicina 0,67 3,03 0,05 0,20 0,90 3,34 0,70 3,26 0,85 3,17
Alanina 0,78 3,53 1,07 4,40 1,00 3,11 0,75 3,50 0,93 3,47
Cistina ND ND ND ND ND ND ND ND ND NDb
Valina 1,03 4,67 1,26 5,15 1,22 4,53 1,02 4,76 1,28 4,77
Metionina 0,17 0,77 0,19 0,78 0,21 0,78 0,17 0,79 0,20 0,74
Isoleucina 0,83 3,76 0,94 3,87 1,04 3,86 0,84 3,92 1,00 3,73
Leucina 1,40 6,34 1,55 6,38 1,88 6,98 1,42 6,63 1,62 6,04
Tirosina 0,48 2,17 0,71 2,92 0,63 2,34 0,41 1,91 0,67 2,49

Fenilalanina 0,95 4,30 1,29 5,31 1,24 4,61 0,97 4,53K 1,25 4,66

Histidina 0,51 2,31 0,65 2,67 0,66 2,45 0,54 2,52 0,57 2,12
Lisina 1,19 5,39 1,48 6,09 1,49 5,49 1,13 5,27 1,50 5,59
AmGnia 6,28 1,26 0,32 1,31 0,32 1,88 0,24 1,12 0,31 1,15
Arginina 1.20 5,44 1,58 6,50 1,56 5,79 1,08 5,04 1,47 5,48
Totais 17,11 77,51 19,87 81,73 21,79 81,17 16,71 77,97 21,60 80,52

a - P = proteina
b - ND = nao detectado (considerado zero)

aa - aminoicidos
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Tabela 11 - Conteldo de aminoacidos totais do tegumento das cinco

variedades de feijdo.

Preto Branco Rosinha Roxo Rajado

Aminoacidos Faa gaa gaa gaa gaa gaa gaa gaa g aa g aa

100g 100gP 100g 100gP 100g 100gP 100g 100gP 100g 100gP®

Ac. aspartico 0,56 7,84 0,48 8,34 0,46 5,52 0,37 7,77 0,44 7,49
Treonina 0,26 3,64 0,24 4,17 0,18 2,16 0,17 3,57 0,21 3,57
Serina 0,34 4,76 0,26 4,52 0,24 2,68 0,22 4,62 0,26 4,42

Ac. glutdmico 0,84 11,76 0,61 10,61 0,66 7,92 0,49 10,29 0,63 10,73

Prolina 0,38 5,06 0,5 9,39 ¥ W 0,16 3,3 0,56 9,54
Glicina 0,66 9,24 0,40 6,95 0,28 3,36 0,35 7,35 0,32 5,45
Alanina 0,38 5,32 0,23 4,00 0,20 2,40 0,22 4,62 0,22 3,74
Cistina ND ND 1,26 21,91 1,22 14,64 ND ND ND ND
Valina 0,42 5,88 0,17 2,95 0,14 1,68 0,27 5,67 0,26 4,42
Metionina 0,06 0,84 0,34 0,83 0,38 4,5 0,01 0,21 0,01 0,17
‘Isoleucina 0,26 3,64 0,06 1,04 0,06 0,72 0,16 3,36 0,19 3,23
Leucina 0,46 6,44 0,20 3,47 0,14 1,68 0,32 6,72 0,32 5,45
Tirosina 0,14 1,92 0,45 7,82 0,48 5,76 0,09 1,89 0,12 2,04

Fenilalanina 0,30 4,36 0,88 15,30 2,18 26,17 0,18 3,78 0,22 3,74

Histidina 0,20 2,80 0,21 3,65 0,30 3,60 0,21 4,41 0,10 1,70

Lisina 0,42 5,88 0,09 1,56 0,42 5,04 0,28 5,88 0,33 5,62
Amdnia 0,32 4,48 tr tr® 0,02 0,24 0,11 2,31 0,10 1,70
Arginina 0,32 4,48 0,11 1,91 C,08 0,96 0,19 3,99 0,27 4,59
thais 6,32 88,36 6,58 108,42 7,44 89,09 3,80 79,80 4,56 77,60
a - P = proteina

b = ND = ndo detectado (considerado zero)

HH

¢ - tr tracos

aa — aminoacidos
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4.3 - Efeito de Alguns Metais

As concentragdoes de onze metais constatados no cotilé-
done e no tegumento separadamente mostraram que existe ﬁma coe-
réncia quantitativa entre as cinco variedades de feijao aqui es-
tudadas.

De um modo geral, pode ser observado que o bario e o
potéssio apresentaram teores notavelmeﬁte elevados em ambas as
fragoes do gréio.

Em magnitude, o magnésio foi o segundo elemento mais

abundante, sendo sua concentracao no tegﬁmento aproximadamente‘4
vezes maior do que no cotilédone. Em terceiro lugar, aparecem £os
foro, zinco, sbdio, ferro e cobre, exibindo cada um distribuicao
aproximadamente igual nas duas fracdes, excecio do fosforo que
apresentou concentrag¢ido 10 vezes maior no cotilédone do gque no
tegumento. Finalmente, em ultimo lugar da lista dos elementos pes
quisados, aparece o litio, presente no tegumento em concentragio
10 vezes superior équela_do cotilédone (Tabela 12).

A literatura sobre a funcio dos elementos traco no cres—
cimento dos fungos toxigénicos e produgéogd@ micotoxinas & escas
sa e, particularmente com respeito ao Aspengiflfus ochracews. Lai et
aliL (1970), num estudo sobre os requerimentos nutricionais das
espécies de Aspengillus ochracews , wmelleus e sulphurews determina-

- . o . 2 - 2+
ram que o acrescimo 1ndividual de qualguer um dos ions Cu™ ,

84072+, Fe3+, Mn2+, M02+ e an+ a um meio sb6lido basal, teve
pouco efeito no crescimento miceliar, com excegdio do mangands

que causou uma depressdo de aproximadamente 40%, em relacdo ao

meio contendo todos esses elementos. Quanto & producio de ocrato
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Tabela 12 - Composicdo de minerais do tegumento das cinco varie

dades de feijdo expressa em ug/g°.

Feijao
Minerais
Preto Branco Roginha .Roxo Rajado
Bario” 231,00 171,75 202,50 231,25 217,50
»Célcio 275,33 139,01 223,00 231,40 232,26
(0,08) {0,03) (0,63) (0,47) (0,43)
Cobre 2,50 1,64 3,34 1,80 0,44
(0,00) (0,33) (0,12) {0,14) (0,12)
Ferro 6,96 3,08 1,990 1,94 2,85
(0,32) (0,03} (0,40) (1,00) (0,02)
Fosforo 1,33 1,00 1,95 0,83 0,60
(0,02) (0,00) (0,02) (0,04) (0,00)
Litio 0,40 0,61 0,41 0,52 0,55
’ (0,01) {0,31) {0,33) {0,09) {0,03)
Magnésio 92,50 81,33 108,66 100,66 98,00
{0,33) {0,03) {(0,12) (0,13) {(0,13)
Manganés 0,24 0,22 0,22 0,24 0,12
(0,01) {0,00) (0,01) (0,01) (0,10)
Potassio 137,00 102,86 75,66 101,00 76,00
(0,13) (0,02) (0,03) (0,07) (0,40)
Zinco® 3,43 3,69 3,46 2,78 3,77
s6dio 7,31 7,34 7,90 9,25 4,73
{0,02) (0,34) {(0,72) {0,13) {0,13)

a - Os valores sdo médias de trés determinacdes.

b - E uma inica determinacio.

{(No paréntese o desvio médio).(chCcmﬁ1 ¢}¢1“5w 19719 }
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Tabela 13 - Composic¢do de minerais do cotilédone das cinco varie
dades de feijdo expressa em ug/q°.
. _ Feijao
Minerails
Preto Branco Rosinha Roxo Rajado
Bariob 287,50 275,00 280,50 427,50 288,00
Céalcio 7,70 6,43 7,23 6,20 7,00
(0,01) (0,02} (0,01) (0,00) (0,02)
Cobre 1,12 0,91 0,90 1,17 0,81
(0,01} {0,00) (0,02} (0,01) (0,02)
Ferro - 2,08 0,65 4,00 0,97 1,24
{(0,02) {(0,04) (0,06) (0,03) (0,04)
Fosforo 11,47 7,65 11,43 9,53 9,73
(0,02) (0,00) (0,04) (0,03) {0,06)
. Litio 0,04 0,05 0,05 0,02 0,05
(0,04) (0,00) (0,05} - (0,03) (0,02)
Magnésio 25,40 12,77 21,17 21,30 25,87
(0,50) (0,06) (0,05) (0,20} (0,03}
Manganés 0,35 0,32 0,40 0,42 0,33
{0,00)y {0,00) {0,03) (0,01) - {(0,03)
Potassio 274,33 191,66 229,33 245,66 233,33
(0,30) (0,31) {(0,03) {(0,05) (0,00)
ZincoP 3,28 3,07 2,67 2,81 3,47
sodio 3,19 5,46 3,21 2,82 3,52
. {0,10) {0,01) (0,01) {(0,30) (0,20)

a - Os valores sdo médias de trés determinacdes.

b ~ E uma Gnica determinacio.

{(No paréntese o desvio médio).

(Baccam ot olit, 1979)
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xina A, o Aspergillus ochiacews ndo respondeu ao acréscimo de ne-
nhum deles isoladamente, com excec¢io do zinco, gue mostrou ape-
nas um pequenc estimulo.

Ja com respeito &s outras espécies ocratoxigénicas,
Asperngillus sulphureus e mefleus, pode ser mostrada uma maior retra-
¢ao do crescimento miceliar, mas ndo quanto a produciao de toxi-
na. 0 Asperglllus sulphureus foi indiferente a presenca ou auséncia
dos minerais no meio, em se falando da producio de toxina, ao pas
SO que © AApW@LUMA?M%ﬁ&M teve um comportamento semelhante ao do

Asperglllus ochraceus ,

Através do trabalho de Lai et dﬂé@ (1970) ficou evidéﬂ
te a importancia do zinco na bioprodugdo de ocratoxina A, em re-~
lacdao a cinco outros elementos. Pelos dados expressos nas Tabelas
12 e 13 podemos constatar que os niveis de zinco no feijio, tan-
to no tegumento guanto no cotilédone, estido numa concentraggo
ideal para a producdo de toxina pelo Aspergillus §Lavis (Davis et
alii , 1967; Lai ef alii , 1970; Lillehoj et alii, 1974: Marsh et
alii , 1975 e Obidoa e Ndubuisi, 1981) e pelo Aspergillus ochraceus
{(Lai et aldii, 1970}, que se.localiza entre 1 e 5 mg/kg.

Chama a atencdo a elevada concentracio de bario nos fei
jdes analisados. Pelo fato do bario nio sér um elemento para o
qual tenha-se apontado qualquer valor nutricional para o homen,
nao existem dados que possam servir de comparagao com outros fei
joes ou grios, em'geral. A informagdo gue se encontra na litéra-
tura sob%e culturas micotoxigénicas é& exigﬁa e, mesmo assim, re-
fere-se ao Aspengiflus flavus (Lee of alii, 1966). O trabalho des~

+
ses autores mostra que o Ba 2

24+

; em proporg¢Oes superiores a 100%

do K1+, 10% do Co e 1,5% do Fe2+, provoca a inibigdo da produ-
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¢do de aflatoxina pelo fungo Aspergiflus §favus . Por outro lado, &
de conhecimento comum que, apesar de o Asperngillus flavus ter sido
isolado de feijBes mofados, ndo foi possivel ainda detectar a
aflatoxina nesse produto agricola. Dessa forma, os resultados
agqui apresentados sugerem que a presenca anormalmente elevada de
um elemento sem interesse nutricional ou toxicoldgico para o ho-
mem possua alguma relevadncia quanto a ndo ocorréncia de aflatoxi
na em feijao; sem diivida, uma idéia que merece ser pesquisadacom
suficiente profuhdidade. |

E interessante também observar as concentracbes dife-

renciadas de calcio, fésforo, magnésio e potdssio encontrados en
tre o pericarpo e o resto da semente. Até hoje ndo temos conheci
mento da existéncia de dados composicionais de feijfio relatados
em forma separada para o cotilédone e o tegumento. E evidente que
as informacOes contidas nas Tabelas 12 e 13 refletem de certa
forma caracteristicas estruturais de partes morfélogicamente di-
ferentes; por exemplo, a alta concentracio de éélcio nc tegumen-
to & consistente com uma estrutura compacta e insolivel, enquan-
to gue a maiorx concentragéo.de fésforo no cotilédone corresponde
ao alto teor de calcio fitico (fosfoinositol) tipico do feijio
(Tobin e Carpenter, 1978). Em adic¢8o, & de grande importincia se
conhecer o teor de cada elemento no microambiente mais préximo
da frente onde se desenvolve o micélio, isto &, a compoéigéo do
verdadeiro meio s0lido, mesmo antes de termos mais informagcCes
'quanto a forma guimica em que cada elemento sé encontra.,
Infelizmente n3o & possivel comparar os resultados
agqui apresentados'com a composicdo do meio liguido usado no Gni-

co trabalho relevante na area (Lai ef afii, 1970). A relacio de
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micronutrientes Zn/Cu e Zn/Fe empregada no meio por esses auto-
res foi de 50,94 e 1,55, engquanto que os valores médios encontra
dos no tegumentos dos feijdes foram 1,55 e 0,91, respectiv&mmte.

Os graos de milho, arroz e trigo sio conhecidos como
bons substratos para os fungos ocratoxigénicos. Num trabalho de O'Dell ef
alii (1972) em que se estuda a composicao mineral nas fragdes de germe, en-
dosperma e pericarpo, podemos observar que as relagbes Zn/Cu, Zn/Fe, Zn/Mn e
Zn/Ca (em especial a relagdo Zn/Fe dos pericarpos, onde a mesma aparece qua-
se constante ao redor de 0,9) s3o mais consistentes com os resultados aqui

apresentados do que os de Lai ef alil{ {1970), mostrando mais uma vez que os

feijdes estudados constituem um substrato adequado para a producio de ocrato-

Xina.
4.4 - Efeito da Composigdo de Acglcares

A fonte de carboidratos para o crescimento do micélio
e produgdc da toxina & de fundamental importénéia. O microrganis
mo & capaz de aproveitar os carboidratos mais complexos do subs-
trato através de seu poderoso sistema enzimdtico. Entretanto, a
presenca de aciicares livres, ao invés de amidos e polissacari-
deos estimula o desenvolviménto dos esporos de tal forma que, graos
e sementes com teores elevados de acglcares (e aminodcidos) livres
sdo excepcionalmente susceptiveis & invasfo por fungos ( Amaya-
~-Farfan .ei alii, 1977; Holder ef alii , 1974).

Na Tabela 14 aparecem consignados os valores de aglica-
res redutores e totais das cinco variedades de feijdo. Deve ser
observado de antemdo, que apenas figuram os dados corresponden-
tes ao tegumento do feij@o branco devido & interferé@ncia apresen

tada pelos pigmentos dos tegumentos coloridos dos outros feijdes.
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Tabela 14 -~ Teores de aclcares de feijdes, Phaseolus vulgarndis, ex-

traidos com etanol a 80%.

CAed a

Amostras Agucares

de Totais Redutores
Feijao % %

Preto cotilédone 4,77 (0,00) 0,07 (0,04)
Branco cotilédone 5,20 (0,10) 0,04 (0,02)
tegumento 1,05 (0,02) G,11 (0,00}
Rosinha cotilédone 5,40 {0,18) 0,07 (0,03)
Roxo cotilédone 5,91 (0,17) 0,08 (0,02)
Rajado cotilédone 4,88 (0,28) 0,06 (6,00)

a - Valores de trés determinacgdes

- . e - ! . N
(no parénteses, desvio mé&€dio) {Baccaw oF ah1’jQ’?9)
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Apesar de nao terem sido determinados individualmente
os ag¢ucares constituintes do grao, os aglUcares redutores ainda
podem ser um bom parametro por duas razdes: 1) glicose e frutose
{em rela¢ao quase equimolar) s3ao os monossacarideos mais abundan
tes nos graos; 2} Lai e Hesseltine (1970) mostraram que a glico-
se e a sacarose (o dissacarideo principal) sf3o equivalentes em
termos do poder estimulador da bioproducao.

Os niveis de aglcares redutores encontrados no cotilé-
done do feijdo branco foram inferiores aos das outras varieda-

des, o que evidencia uma correlagdo com a bioproducdo de ocrato-

xina no grao sem o tegumento (Tabeia 3, éoluna 2).

Ja no caso dos aglicares totais, a situacido foi seme-
lhante aquela dos aminoacidos totais, isto &, o universo dos aca
cares totals escurece a importancia do aglcar livre para o desen

volvimento do micelio e produgdo de toxina.
4.5 - Toxidez da Ocratoxina A

Mediante um bioenéaio de toxicidade simples foi possi-
vel confirmar que o extrato fingico possui toxidez e gque a mesma
esta relacionada com a concentracio do extrato (Tabela 15).

E interessante observar aqui que a fracdo do extrato
separada em 3.2, e que por ndo coincidir com ocratoxina A, B
ou C nao fez parte do objetivo dessa tese, possui também pro?rig
dadgs toxicas, podendo-se tratar de uma nova toxina fangica.

0 assunto merece ser estudado com maior profundidade.
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Tabela 15 - Bioensaio de toxidez com Adtemia salina L. em meio eta-

nol-agua (1 + 9).

- Vivos. ,
Tempo Concentragao Sobreviventes

{h) (OA ug/mlL) Inicio Fim 2

Alcool-agua (controle)

12 ' 122 122 100

Extrato de feijao ndo contaminado

12 _ 115 115 100

Extrato purificado

12 | 0,37 98 98 - 100
12 0,75 111 111 100
12 1,08 140 140 100
12 11,90 52 40 | 76
12 40,30 82 63 76
04 205,00 76 0 0
04 329,00 84 0 0

Extrato desconhecido purificado

12 ' 217 : 15 5
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5 - CONCLUSOES

Apds a ‘andlise dos resultados encontrados neste estudo

conclui—~se:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

O feijao comum , Phaseofus vulgaris L. desta regifoc do Brasil &
um substrato altamente adequado a produc¢do de toxina A pelo

fungo Aspengillus ochraceus,

Sendo um substrato de tdo boa qualidade, o gr3o normalmente

ndo & portador da toxina por se encontrar na pratica, com teo

res de umidade de 13 a 15%, ou seja, muito inferiores aos ni-

veis que conduzem ao crescimento do fungo e & bioproducio.

Irradiacdo gama (1 MRad) poderid ser um método de esteriliza-

¢do mais eficaz para o feijdo do que para outros grdos, a jul

gar pela diminui¢do da bioproducgdoc gue o tratamento ocasionou.

Os nutrientes livres do grdo, como aminoacidos e acilicares re-
dutores, mostraram ser o alimento mais imediato e disponivel
ao micélio para produgdo da toxina no periodo de 28 dias apds

inoculacao.

A maior ou menor resposta do fungo ao substrato parece ser
funcdo de miltiplas varidveis dentre as quais merecem desta-
que os teores de acido glutdmico, prolina (efeito positivo) e

metionina (efeito negativo na bioproducdo), especialmente no

gque se refere ao tegumento.

As concentracoes de elementos-traco nos feijodes, talvez por

se encontrarem em niveis adequados, ndo mostraram correlacio
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com a maior ou menor bioproduc¢@o da ocratoxina A. Nesse senti
do, os minerais parecem ter cedido a sua importdncia para os

aminoacidos livres e os acgticares livres.

Confirmou-se que a ocratoxina A &, de fato, um dos compostos
organicos extraidos por um método analitico proposto recente-

mente por esta Universidade para dosagem rotineira da toxina.
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Tabela 16 - Tempos de retengao dos aminoacidos livres em coluna
de troca catidnica tipo Dowex 50W, sistema de tampdo

citrato de litico

Aminoacidos Padrao Cotilédone Tegumento
DL~0-Fosfosserina 3,34
Taurina 6,10
C~Fosfoetanolamina 7,09 . '
Ecido L-Aspartico 21,09 21,00 21,00
Hidroxi~L~Prolina 22,27 22,00 22,00
L~Treonina 25,62 25,65 25,50
L-Serina 26,59 26,79 26,50
L—-Asparagina 28,36 28,36 30,00
Acido L-Glutamico ' - 33,46 33,00 32,00
Glutamina | 37,43 35,00 39,00
Ecido 1L-0 ~Amincadipico 48,00 48,06 47,00
L~Prolina 53,01 53,05 53,00
Glicina ‘54,20 54,37 53,97
L=-Alanina 56,34 58,51 57,91
L-Citrulina 60,01
Acido L- o -Amino-n-Butirico 65,81 .
L-Valina 72,30 73,68 73,28
1/2 Cistina 86,09 86,10 86,00
L-Metionina _ 87,47 87,48 87,48
~ DL-Cistationina 89,44 89,44 91,00
L-Isoleucina ' 91,01 91,80 91,80
L-Leucina : 92,98 93,38 93,50
L-Tirosina 96,33 96,56 96,92
L-Fenilalanina ' 102,63 103,23 103,62
f-Alanina ' 139,74
Acido DL -B-Anminoisobutirico 143,02
Acido Y-Aminobutirico 169,03 173,00 ) 170,21
Etanolamina _ 178,48 175,33
Amonia 185,57 186,56 186,76
Hidroxilisina 190,54 '
L-Ornitinsa 201,14 202,50
L-Lisina 206,26 208,91 208,03
L~1~Metilhistidina 210,59 209,50 :
L~-Histidina 214,73 216,31 216,50
L-3-Metilhistidina - 228,92 226,00
L-Anserina ‘ 233,64
L~Carnosina ‘ , 244,28

L-Arginina 256,04 249,01 249,80
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Tabela 17 - Tempo de retencdo dos aminodcidos totais em coluna
de troca catidnica tipo Dowex 508-2B, sistema de tam

pdc citrato de litio.

Padrao Cotilédoné Tegumento
Acido aspartico 18,64 19,44 o 19,44
Treonina 22,50 22,50 23,14
Serina 24,75 24,42 24,75
Acido glutdmico 29,89 ' 30,21 31,66
Prolina | 37,28 36,96 37,92
Glicina 41,14 41,14 41,30
Alanina 43,71 43,39 43,71
Cistina | 46,60 46,90 46,85
Valina 49,17 48,22 48,69
Metionina 51,75 51,42 51,42
Isoleucina = 55,60 54,96 55,12
Leucina'_ 57,21 56,41 ' 56,57
Tirésina 61,55 60,75 61,07
Fenilalanina 64,28 63,64 63,64
Lisina 70,07 68,94 . 769,10
Amdnea 72,96 71,03 - 72,00
Histidina ' 75,53. : 74,57 74,57

Arginina 83,89 83,08 82,92




