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Producao de aflatoxinas e acido ciclopiazdnico por cepas
de Aspergillus flavus isoladas de amendoim

Production of aflatoxin and cyclopiazonic acid by Aspergillus flavus strains

isolate from peanuts
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RESUMO: Aspergillus flavus é um fungo filamentoso que pode
produzir aflatoxinas e 4cido ciclopiazdnico, sendo que a presenca
dessas micotoxinas em alimentos e ragdes pode levar a um efeito
téxico no homem e em animais. Cepas de A. flavus produtoras de
aflatoxinas e 4cido ciclopiazbnico sio frequentemente isoladas do
amendoim, indicando a natural co-ocorréncia dessas toxinas nes-
te substrato. Neste estudo, foram isoladas 47 cepas de Aspergillus
flavus em grios e cascas de amendoim durante diferentes fases de
maturagdo do fruto e também durante seu armazenamento. Das
cepas isoladas, foram avaliados os potenciais para producao de
aflatoxinas e 4cido ciclopiazdnico, em que 91,5% foram produto-
ras de aflatoxinas e 70% produziram 4cido ciclopiazénico, sendo
que 63,8% produziram ambas as toxinas e 2,1% nio produziu
nenhuma. A presenca de cepas toxigénicas de A. flavus nas amos-
tras de amendoim analisadas indica um risco potencial da conta-
minacio deste produto, caso seja exposto a condigoes ambientais
favordveis ao crescimento do fungo e produ¢ao de micotoxinas.

PALAVRAS-CHAVE: micotoxinas; fungos toxigénico; produ¢ao

de micotoxinas; ocorréncia.

ABSTRACT: Aspergillus flavus is a filamentous fungus that can
produce aflatoxins and cyclopiazonic acid, and the presence of
these mycotoxins in food and feed can lead to a toxic effect on
humans and animals. Strains of A. flavus producing aflatoxin and
cyclopiazonic acid are often isolated from peanuts, indicating
the the co-occurrence of these toxins in the natural substrate.
In this study, we isolated 47 strains of A. flavus on peanut
kernels and hulls during different stages of fruit ripening and
its storage. Of the isolated strains, we assessed the potential for
aflatoxin and cyclopiazonic acid production, in which 91.5%
could produce aflatoxins and 70% produced cyclopiazonic acid;
63.8% produced both toxins and 2.1% produced no toxin.
The presence of toxigenic A. flavus strains in peanut samples
indicate a potential risk of contamination of these products, if
they are exposed to environmental conditions that are favorable
to fungal growth and mycotoxin production.

KEYWORDS: mycotoxins; toxigenic fungi; mycotoxin production;

occcurrence.
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INTRODUCAO

Os fungos podem causar uma série de danos aos graos du-
rante o plantio e a colheita, bem como durante o armaze-
namento (SILLKER; Errior, 1980), sendo que Aspergillus,
Fusarium e Penicillium sao os principais géneros de fungos
que produzem micotoxinas em alimentos (SIAME er 4/,
1998). Micotoxinas sio substincias tdxicas produzidas
pelo metabolismo secunddrio de vérias espécies de fungos
filamentosos, os quais contaminam alimentos no campo,
no armazenamento ou apds a manufatura (Moss, 1996).
Os fungos toxigénicos sio conhecidos por produzir uma
ou mais micotoxinas (HusseiN, 2001). Aspergillus flavus é
um fungo filamentoso que pode produzir aflatoxinas e dcido
ciclopiazdnico, sendo que a coprodugio dessas micotoxinas
pode resultar em efeito téxico aditivo ou sinérgico nos con-
sumidores, aumentando o potencial toxigénico deste fungo
(GQALENI ez al., 1997). Em geral, amendoim, milho e se-
mentes de algodio estdo entre os graos com maior risco de
contaminacio (Ismair, 2000). No Brasil, a contaminacio
de amendoins por aflatoxinas é um grande problema de-
vido a fatores ambientais que favorecem o crescimento
de fungos e a produgio da toxina (CALORI-DOMINGUES;
Fonseca, 1995). O dcido ciclopiazdnico ocorre natural-
mente no milho e no amendoim juntamente com as afla-
toxinas (VAAMONDE et al., 2003).

Virios estudos foram conduzidos para identificar a
microbiota fingica e as micotoxinas no amendoim du-
rante a estocagem e em condigdes de campo experimen-
tais, sendo que os principais géneros encontrados foram
Aspergillus, Penicillium e Fusarium, e entre as micotoxinas,
as aflatoxinas e o 4cido ciclopiazdnico (LiSKER ez al., 1993;
HoRrn et al., 1994; 1995; 2000; ANDERSON et al., 1996;
SIAME et al., 1998; 2000; IsmarL, 2000; BHATTACHARYA;
RanA, 2002; VAAMONDE et al., 2006; MPHANE et al., 2004;
PiLpAIN et al., 2004; GONGALEZ et al, 2008a, 2008b;
Naxar et al., 2008; ZORZETE et al., 2011, 2013; ATAYDE
et al., 2012). BaQuiio ez al. (2012) relataram alta frequén-
cia de A. flavus toxigénicos em solo no qual sdo coletadas
castanhas do Brasil na Amazonia, assim como a presenga
destes nos frutos e casca.

A contaminacio por aflatoxinas é o principal problema
de seguranga alimentar nas culturas de campo, particular-
mente de itens que sdo produzidos em climas tropicais e su-
tropicais em pafses nos quais a alta temperatura e a umidade
promovem o crescimento e a proliferacao de Aspergillus spp.
(RUDREW et al., 2013).

Este trabalho teve como objetivo isolar cepas de
Aspergillus flavus das cascas e graos de amendoim duran-
te as diferentes fases de maturagao do fruto durante um
ano de armazenamento, verificando o potencial toxigé-
nico destas quanto a produgao de aflatoxinas B, e B, e o
4cido ciclopiazénico.

MATERIAL E METODOS

Local de coleta

O estudo foi realizado em Junqueirépolis, Estado de Sao
Paulo, Brasil. A semente de amendoim utilizada no plan-
tio foi da variedade Runner IAC 886, plantada no més de
dezembro de 2004. O amendoim foi colhido em marco
de 2005 e armazenado por um ano. Foram realizadas qua-
tro coletas no campo de amendoim nas seguintes fases de
maturagio: fruto recém-formado, em inicio de granacio, em
grana¢do, maduro e ap6s a secagem. Os frutos foram arma-
zenados por um ano, de junho de 2005 a junho de 2006.

Foram realizadas coletas mensais em triplicata.

Isolamento e identificacdao dos fungos
De cada uma das 25 amostras de amendoim foram retira-
das, aproximadamente, 30 g para desinfec¢io em solugio de
hipoclorito de sédio 2% por 3 minutos. Apés a desinfecio,
separou-se a casca dos grios do amendoim, que foram lavados
com 4gua estéril. Foram utilizadas, para cada amostra em meio
de cultura, 3 placas de Petri contendo 11 graos cada e 3 placas
contendo cascas semeadas diretamente em meio Agar DRBC
e AFPA (Prrt et al., 1979). Todas as placas foram incubadas a
25°C por cinco dias e os resultados foram expressos em porcen-
tagem do total de graos inoculados contaminados por fungos.
Em seguida, colonias de diferentes tipos morfoldgicos foram
isoladas em Agar Sabouraud Dextrose e submetidas 4 identi-
ficagio por meio da técnica de microcultivo (RippELL, 1950).
Os fungos pertencentes ao género Aspergillus foram classifica-
dos por espécie de acordo com os seguintes compéndios: ARX
(1974), BarnerT; HUNTER (1965), BarroN (1972), ELuis
(1993), NELSON ez al. (1983), Raper; FENNEL (1965).

Producao de Micotoxinas

Aflatoxinas

As cepas de Aspergillus spp. isoladas e identificadas como A.
flavus (47) foram mantidas em tubos contendo o meio Agar
Batata Dextrose (BDA) para avaliagio do potencial toxigénico,
utilizando a metodologia descrita por Lin; D1aNEse (1976).
As cepas foram mantidas em BDA por dez dias a 25°C ¢, em
seguida, um fragmento de cada col6nia foi inoculado em uma
placa de Petri contendo o meio Agar Coco, sendo incubada,
novamente, por dez dias a 25°C. Apés o crescimento, o con-
tetido das placas foi triturado e pesado, e as aflatoxinas foram
extraidas com 30 mL de cloroférmio para cada de 10 g do
cultivo. Apés 30 minutos de agitacdo, o solvente foi filtrado
em papel de filtro contendo sulfato de sédio e terra de diato-
miécea. O filtrado foi evaporado até a secura e transferido para
um volume conhecido e aplicado em placa de silica gel G 60
(Merck), acompanhado de um padrio quantitativo de aflato-
xinas B, B,, G, ¢ G, A placa foi eluida unidimensionalmente
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com a mistura de solventes cloroférmio:acetona (9:1 v/v)
(Aoac, 1980). Apds a secagem do solvente, realizou-se a leitu-
ra das amostras e do padrio em fotodensitometro (CS 9000,
Shimadzu). A quantificacio foi feita por comparagao das 4reas
das amostras com as dreas dos padrées de aflatoxinas.

Acido ciclopiazénico

As cepas estudadas foram mantidas em tubos contendo Agar
batata dextrose a 25°C por sete dias. Foram inoculados 1,0
mL de suspensio de esporos, de cada cepa, em frascos con-
tendo 25 mL de caldo de Czapeck-Dox (DIFCO) e incuba-
dos a 25°C por 12 dias. As culturas foram filtradas e os cal-
dos foram extraidos duas vezes com 25 mL de cloroférmio
(SANCHEZ er al., 2004). Os extratos foram filtrados, evapo-
rados até a secura e rediluidos com 1,0 mL de metanol grau
CLAE. O 4cido ciclopiazénico foi quantificado por croma-
tografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), tendo como fase
movel acetonitrila:tampdo acetato de amoénio (0,05 M, pH 5)
(8:2 v/v), fluxo de 0,6 mL.min"!, detector de UV em 284 nm
(LosrTo et al., 2002), coluna ODS C8 4,6X250 mm de 5 mi-
cron (Shimadzu). O método de quantificagio das amostras foi
padrio externo, utilizando curva de calibragio com 5 pontos
(0,611; 1,223; 2,446; 4,892 ¢ 9,798 mg.mL™").

RESULTADOS E DISCUSSAO

Cepas de A. flavus produtoras de ACP e aflatoxinas sao
frequentemente isoladas de amendoim (Luk ez 4/, 1977;

GALLAGHER et al., 1978; VAAMONDE et al., 2006), indicando
a natural ocorréncia simultanea dessas toxinas neste substra-
to. Tendo em vista os danos 2 satide humana e animal cau-
sados pela ocorréncia simultinea das aflatoxinas e do ACD, a
produgio dessas toxinas em produtos agricolas deve ser con-
trolada (VAAMONDE ez a/., 20006).

Neste estudo foram isoladas 47 cepas de A. flavus,
sendo 2 nas cascas dos frutos recém-formados; 3 nos
grios e 2 nas cascas no estdgio de granacio; 5 nos grios
e 1 nas cascas dos frutos maduros; 3 nos grios e 1 nas
cacas dos frutos apds a secagem; 12 nas cascas e 18 nos
graos dos frutos armazenados. Das cepas isoladas no cam-
po, 88,2% foram produtoras de aflatoxinas, 41,7% foram
produtoras de ACP, 35,3% produziram ambas as toxinas,
52,9% produziram apenas aflatoxinas, 5,8% produziram
apenas ACP ¢ 5,8% nao foram produtoras. J4 durante o
armazenamento, 93,3% foram produtoras de aflatoxinas,
86,6% foram produtoras de ACP, 80,0% produziram am-
bas as toxinas e 6,6% produziram apenas ACP. As con-
centragoes de aflatoxina B, e B, variam de 18.560 a 30,0
mg.kg! e de 220 a 1,0 mg.kg™, respectivamente, e as de
ACP variam de 17,45 2 2,36 mg.mL", nos frutos colhidos
durante a matura¢io (Tabela 1). Nas amostras coletadas
durante o armazenamento, as concentracoes de aflatoxi-
nas B, B, e ACP variaram de 14.128 a 0,10 mg.kg", de
420 20,19 mg/kg e de 67,61 a 0,64 mg.mL", respectiva-
mente (Tabela 2).

Em média, as cepas isoladas no campo produzi-
ram maior quantidade de aflatoxinas (AFB, = 5.309,88
mg.kg! e AFB, = 71,64 mg.kg') em relagao as isoladas

Tabela 1. Concentracdes de aflatoxinas B,, B, (mg.kg™") e &cido ciclopiazdnico (mg.mL"') de cepas de Aspergillus flavus isoladas de
amostras de grdos e cascas de amendoim em diferentes estdgios de maturagdo.

Ne da Estagio de maturacdo Materifl d.e AFB AFB ACP
cepa procedéncia ! 2

o1 granacao Grao ND ND ND
02 granacao Grao 13.900 50 ND
03 granacao Grao ND ND 4,48
04 maduro Grao 18.560 150 8,07
05 maduro Grao 4.300 220 ND
06 maduro Grao 13.390 140 11,16
o7 maduro Grao 870 60 12,18
08 maduro Grao 1.011 110 ND
09 seco Grao 600 10 ND
10 seco Grao 270 3,00 15,34
11 seco Grao 9.130 160 ND
12 recém-formado Casca 30 4,00 17,45
13 recém-formado Casca 190 1,00 ND
14 granacao Casca 7.700 200 2,36
15 granacao Casca 11.460 40 ND
16 maduro Casca 87 ND ND
17 seco Casca 8.770 70 ND

AFB : Aflatoxina B,; AFB,: Aflatoxina B,; ACP: Acido Ciclopiazdnico; ND: Ndo Detectado
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Tabela 2. Concentragdes de aflatoxinas B, B, (mg.kg™') e acido
ciclopiazénico (mg.mL") de cepas de Aspergillus flavus isoladas
de amostras de graos e cascas de amendoim armazenados.

Ne da Material de

cepa procedéncia AFB, AFB, ACP
01 Grao 0,56 ND 34,50
02 Grao 0,24 ND 23,67
03 Grao 1,92 0,4 45,54
04 Grao 203,36 4,69 0,64
05 Grao 11.983 107 1,82
06 Grao 95,90 2,0 6,09
o7 Grao 4.462 10,05 40,63
08 Grao 0,58 ND ND
09 Grao 185,04 1,61 9,08
10 Grao 246,36 1,53 21,58
11 Grao 7,29 1,5 6,34
12 Grdo 14.128 420 14,93
13 Grao 0,20 ND 50,64
14 Grao 171,86 2,14 1,05
15 Grao 2,09 0,4 56,52
16 Grao ND ND 24,49
17 Grao 105,27 0,79 ND
18 Grao 209,85 1,34 33,58
19 Casca 118,82 0,99 67,41
20 Casca ND ND 32,68
21 Casca 37,36 1,39 31,81
22 Casca 3,00 1,50 1,10
23 Casca 0,10 0,3 11,82
24 Casca 76,20 0,19 29,81
25 Casca 30,52 0,9 ND
26 Casca 67,35 0,16 1,40
27 Casca 12,64 0,5 ND
28 Casca 61,43 0,39 4,49
29 Casca 3.236 290 4,16
30 Casca 82,63 2,02 4,83

AFB : Aflatoxina B,; AFB,: Aflatoxina B,; ACP: Acido Ciclopiazdnico;
ND: N&o Detectado.

no armazenamento (AFB = 1.182,91 mgkg' e AFB, =
28,39 mg.kg!), enquanto a produgio de ACP foi maior
pelas cepas isoladas no armazenamento (18,68 mg.mL™)
do que no campo (4,17 mg.mL"), resultados significantes
pelo teste ANOVA (p < 0,05). Quando aplicado o teste
de Tukey-Kramer, somente considerou-se estatisticamente
significante (p < 0,001) a diferenca de concentragdes en-
tre a aflatoxina B, do campo e do armazenamento. Outros
estudos relataram a presenca de A. flavus em graos e cascas
de amendoim das variedades Runner IAC 886 ¢ Caiapd
em diferentes estdgios de maturacio, e também durante o
armazenamento, assim como a presenca de aflatoxinas e
ACP (ZoRrzETE et al., 2012; 2013). A alta frequéncia de
A. flavus e a presencga de aflatoxinas foram verificadas em
campos de amendoim de diferentes regides do estado Sao
Paulo (ATAYDE et al., 2012).

No Brasil, além de amendoim, h4 relatos de ACP em
produtos derivados de tomates e em leite comercial, coleta-
dos no estado de Siao Paulo (MorTa; Soares, 2000; 2001;
OLIVEIRA et al., 20006).

Os achados de ACP em amendoim e milho indi-
cam que a extensdo do potencial de exposi¢io do ho-
mem e animais a esta toxina é maior do que se acreditava
(NoRrreD, 1987), sendo que o ACP pode ter contribuido
com as aflatoxinas, para a “Tukey X Disease” (VAAMONDE
et al., 2003).

CONCLUSAO

Cepas de Aspergillus flavus produtoras de aflatoxinas B, e B,
e de 4cido ciclopizdnico foram isoladas em grios de casca
de amendoim antes, apés e durante a colheita, assim como

no armazenamento.
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