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RESUMO: O presente trabalho foi realizado com a finalidade de se estudar a produgio de aflatoxinas por linhagens
de A. flavus, recém isoladas, em diferentes tempos de manuteng3o, a fim de contribuir para um melhor entendimento
do mecanismo de varia¢io na produgio de aflatoxinas. Para isso, foram utilizadas trés linhagens de A. flavus
produtoras de aflatoxinas, classificadas como: a) grande produtora; b) média produtora e c) baixa produtora. Neste
experimento, que se estendeu por 280 dias, os fungos foram estudados em dois métodos de preservagio: mantido
em 6leo mineral, no meio Czapeck, e repicado periodicamente em meio Czapeck modificado. A andlise da produgio
de aflatoxinas foi efetuada de 30 em 30 dias. A quantificacfio da toxina foi feita por cromatografia em camada
delgada, pela técnica de avaliagio visual,de diluig¢fio até extingdo. Foi constatada uma variagiona produgio de toxina
em todas as linhagens, contudo elas niio perderam suas caracteristicas originais.

Descritores: Aflatoxinas, Aspergillus flavus, tempo de manutencio.

AFLATOXIN PRODUCTION VARIABILITY BY
Aspergillus flavus STRAINS AFTER DIFFERENT STORAGE TIMES

ABSTRACT: Aflatoxin production by strains recently isolated of Aspergillus flavus was studied, after different
storage times understand the mechanisms of possible variations in aflatoxin production. Three A. flavus aflatoxin
producing strains were utilized, classified as: a) high producer; b) medium producer and c) low producer. The
experiment lasted 280 days and the moulds were studied by two preservation methods: oil covered slants on
Czapeck’s medium and periodic transfer on Czapeck’s modified medium. Quantification of the aflatoxin produced
was made at 30 day intervals, on thin-layer chromatography and visual determination by the dilution-to-extinction
technique. The production of aflatoxin by all strains varied but they did not lose their initial characteristics.
Microscopic examinations revealed thickened zones and hifal enlargements over some globous structures that may
be related to aflatoxin production sites.
Key Words: Aflatoxins, Aspergillus flavus, storage time,
INTRODUCKO apresentam fluorescéncia azul violeta e esverdeada,
respectivamente, quando analisadas por

Aflatoxinas sdo metabdlitos secunddrios cromatografia em camada delgada e utilizando luz

do Aspergillus flavus, responsdveis por intoxicagdes
e tém se mostrado cancerigenas a diversas espécies
de animais (BUTLER, 1974 ¢ WOGAN, 1966).
Devido a essa caracteristica, o  estudo das
aflatoxinas tem sido alvo de atengio nunca
devotada a nenhum outro problema relacionado a
fungos (CHRISTENSEN, 1975). Uma série de
aflatoxinas sdo produzidas por A. flavus e linhagens
relacionadas, destacando-se B, € B,, G, ¢ G,, que

ultravioleta em 365 nm e estdo entre as micotoxinas
mais potentes.

Virios géneros e espécies de fungos ji
foram relatados como produtores de aflatoxinas,
porém, atualmente, pode-se dizer que os grandes
produtores pertencem as espéeies A. flavus ¢
Aspergillus parasiticus, ambas pertencentes ao
grupo-cspéeie A. flavus (RAPER; FENNEL, 1965).
Existem linhagens de A. flavus que nio produzem

! Parte da dissertagdo de Mestrado aprescntada & ESALQ, pelo primeiro autor.
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aflatoxinas, outras que sé produzem as do grupo B
e outras que sé produzem as do grupo G. LIN
(1980), revisando vdrios autores, observou que
embora todas as linhagens de A. parasiticus sejam
produtoras de aflatoxinas, nem todas as de A.
Slavus sdo capazes de produzir. Além disso, A.
parasiticus € geralmente maior produtor de
aflatoxina do que A. flavus e parece que todas as
linhagens de A. parasiticus conhecidas sdo
produtoras das quatro aflatoxinas (B;, B,, G, € G,),
enquanto que as linhagens de A. flavus, na maioria
das vezes, produzem somente duas aflatoxinas B,
e B,. Dados estatisticos de seis pafses diferentes
revelaram que, de 1390 isolados, 60% dos isolados
de A. flavus eram toxigénicos (DIENER; DAVIS,
1980 e MOREAU, 1974). FONSECA ct al. (1974),
também chegaram a nimeros semelhantes.
Alguns autores t&m tentado distinguir um
isolado toxigénico de um ndo toxigénico, com base
em seus caracteres morfolégicos e citolégicos,
como a presenga de blastoconidios (BHATNAGAR
et al., 1982), clamidoconidios (ABOU-GABAL;
FAGERLAND, 1981) ¢ esclerécios (MURAKAMI
et al., 1966; TORRES ct al., 1980; WICKLOW;
SHOTWELL, 1982), o que indicaria que a
linhagem ¢é produtora de aflatoxina. Contudo,
MOREAU (1979) adverte a este tipo de associagido
pelo fato de uma linhagem toxigénica vir a perder
sua habilidade de produzir aflatoxina, apds
subculturas sucessivas em meios sintéticos, ou em
alguns casos aumentar sua toxigenicidade por meio
de subculturas sucessivas num substrato natural
apropriado. Além disso mutantes naturais ou
artificiais podem ocorrer, eventualmente.
Indimeras pesquisas tem demonstrado que
hd considerdvel variagdo na capacidade para
produzir aflatoxinas pclas diversas linhagens do
grupo A. flavus, mesmo quando sdo isoladas da
mesma fonte (LEAICH; PAPA, 1974; MOREAU,
1979). A produgdo de aflatoxinas também varia
quantitativamente dec cultura para culura, e
isolados toxigénicos crescidos no mesmo substrato,
e sob as mesmas condigdes, podem produzir
aflatoxinas variando de 100 a 2000 pg/g de
substrato (HESSELTINE et al.,, 1966;
MURAKAMI et al.,, 1966). Um dos maiores
problemas encontrados pclos pesquisadores no
estudo de produgio de aflatoxinas € a variagdo do
nivel de produgio que uma detcrminada linhagem
apresenta durante todo o experimento. Uma
linhagem pode ser altamente toxigénica e
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posteriormente, perder esta alta toxigenicidade.
FONSECA!, verificou que linhagens de A. flavus,
allamente produtoras de aflatoxinas em meio
sintético (ca. 400 pg/g de micélio), provenientes de
trabalho efetuado cerca de § anos antes, ao serem
utilizadas para produgdo de aflatoxinas em farelo
de amendoim e em milho, tinham perdido quase
completamente sua capacidade de produgéo que ndo
foi além de 70-100 ng/g. Nio se sabe se esta perda
foi devida a fatores externos, como as condigles e
tempo de manutengdo ou se hd outros fatores
envolvidos.

Por estes motivos, decidiu-se desenvolver
o presente trabalho com o objetivo de determinar a
produgio de aflatoxina pelo Aspergillus flavus, apds
manutengio por diferentes periodos (repetibilidade
de produgio dc ‘aflatoxinas) em comparagio com
isolados repicados periodicamente, bem como
verificar se hd alguma relagdo dos caracteres
morfoldégicos com a produgdo de aflatoxinas.

MATERIAL E METODOS

Isolamento e identificacio das linhagens de A.
Slavus: As linhagens de A. flavus, isoladas a partir
de amostras contaminadas de amendoim, foram
identificadas através de técnicas micolégicas usuais
(RAPER; FENNELL, 1965). Oito col6nias do
grupo A. flavus foram isoladas do amendoim. Cada
coldnia reccbeu uma numeragéo, 2 medida em que
foi isolada. Apés cada isolado ser testado quanto a
produgio de aflatoxinas, trés linhagensidentificadas
pelos nimeros 2, 4 e 6 foram escolhidas para este
experimento.

Produciio de aflatoxinas em meio de cultura: as
linhagens de A. flavus, mantidas em dgar Czapeck,
foram inoculadas em garrafas de Roux, contendo
meio YES (DAVIS; DIENER, 1966) e mantidas a
28°C durante 10 dias.

Extrac¢iio de aflatoxinas do meio de cultura: apds
o periodo de incubagdo, as aflatoxinas foram
extraidas do meio de cultura e do micélio fingico,
seguindo-se a téenica descrita por FONSECA et al.
(1974).

! FONSECA, H., 1980. Dep. Ciéncia e Tecnologia
Agroindustrial da ESALQ/USP, Piracicaba,SP.
Comunicagdo Pessoal.
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Identificag@o e quantifica¢do das aflatoxinas: os
extratos foram submetidos & cromatografia de
camada delgada, em placas de silicagel-G de 500
pum de espessura. Os cromatogramas foram
efetuados em tolueno: acetato de etila: 4cido
férmico 90% (6:3:1 v/iviv) (SCOTT et al., 1970).
A leitura das placas foi feita sob luz ultravioleta de
ondas longas (365 nm), de uma limpada Philips,
tippo HPW, 125 watt, numa cimara escura. A
quantificagdo das aflatoxinas seguiu a técnica de
COOMES; FEUELL (1965), que consiste numa
avaliagio visual de diluigdo até extingio.

Métodos para a conservagio de culturas: as
culturas foram mantidas em dois métodos de
preservagio (FENNELL, 1960): a) Mé¢étodo de
preservagio sob Sleo mineral - as culturas foram
mantidas em tubos contendo meio Czapeck
(DIFCQ), a temperatura de 28°C. Apds a cultura
atingir toda a extensdo do meio, foi coberta com
6leo mineral esterilizado ¢ o frasco foi tampado
com uma tampa de borracha. As culturas foram
conservadas 4 temperatura ambiente ¢, no momento
do uso, foram repicadas em meio de Czapeck
modificado (FONSECA et al., 1974), antes de
serem testadas; b) Método de transferéncia
periédica - as linhagens foram repicadas
periodicamente num periodo médio de 10 dias. O
meio utilizado foi Czapeck modificado e as
linhagens foram mantidas a temperatura de 28°C.

Meio de Czapeck modificado: sacarose = 200 g;
NaNOQ, = 3 g; K,HPO, = 1 g; MgS0,.7 H,0 =
0,5 g, KCl = 0,5 g; FeSO,.7 HO = 0,01 g;
extrato de levedura = 7,0 g; 4gar = 15,0 g; 4gua
destilada = 1000 mL.

Anilises microscépicas: as  observagdes
microscépicas dos fungos foram realizadas pela
técnica do cultivo em 14mina: em placas contendo
meio de Czapeck modificado sélido, colocou-se
uma laminula esterilizada. O fungo foi inoculado
ao redor da laminula, a uma distincia de
aproximada de 1 mm. Este procedimento foi feito
para cada linhagem. Apds 24 horas de incubagio,
o micélio se descnvolveu crescendo sobre a
laminula. Esta foi retirada e colocada sobre a
lamina com uma gota do corante safranina
alcodlica e, em seguida, foi levada ao microscépio
6ptico. As estruturas das hifas, conidios ¢ aparclho
conidial foram observadas. O corante safranina
alcodlica 0,1% foi preparado da seguinte forma:
Safranina = 1,0 g; dlcool 95° GL = 100 ml.
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Foram tomados 10 ml desta solugio € completado
o volume a 100 ml com 4gua destilada.

RESULTADOS

Produgio inidial de aflatoxinas: a TABELA 1
apresenta a produgdo inicial de aflatoxinas das trés
linhagens selecionadas com suas respectivas
numeragoes.

Como mostra a TABELA 1, as linhagens
4 ¢ 6 produziram aflatoxinas do tipo B e G,
enquanto a linhagem 2 s6 produziu aflatoxina do
tipo B; as aflatoxinas dos tipo B, ¢ G, também
foram produzidas, mas n3o foram determinadas
quantitativamente. Todas as linhagens produziram
aflatoxinas no meio de cultura e no micélio.

Produgio de aflatoxinas pelas linhagens
mantidas sob dleo mineral: neste experimento,
que durou 280 dias, a produgio de aflatoxinas foi
determinada nos seguintes intervalos de tempo: 15,
30, 60, 90, 120, 150, 180 € 280 dias. A TABELA
2 apresenta a produgio de aflatoxinas das linhagens
2, 4 e 6, mantidas sob 6lco mineral, durante este
periodo.

Conforme a TABELA 2, pode-se
observar que nao houve uma produgio uniforme de
aflatoxinas durante os periodos estudados, antcs,
ela variou grandemente. Ndo houve também
redugdo na produgio de aflatoxinas, com a
manutengdo de 280 dias, sob éleo mineral. A
linhagem 2 (Figura 1) continuou produzindo pouca
aflatoxina, na ordem de 0,8 a 6,0 pug/L. de B, em
mcio de cultura, e de 0,3 a 8,8 ug/kg de B, no
micélio; a linhagem 4 (Figura 2) produziu de 20 a
120 ug/L de B, e de 60 a 120 pg/L de G, em mcio
dc cultura, e de 27,3 a 209 pg/kg de B, e dc 35 a
180 pug/kg de G, no micélio; a linhagem 6 (Figura
3) produziu dc 40 a 200 ug/L. de B, e de 120 a 480
pg/L de G, em mcio de cultura, ¢ no micélio a
produgiio foi de 61 a 291 ug/kg de B, e de 173 a
364 pg/kg de G,. As aflatoxinas continuaram sendo
produzidas, tanto no meio de cultura como no
micélio e as linhagens que produziam aflatoxinas
do tipo B e G continuaram produzindo. A linhagem
2, em ncnhum momento deste experimento,
produziu aflatoxina do tipo G. No geral, a
aflatoxina G, foi produzida em maior quantidade
que a B, pelas linhagens 4 € 6.

Produgiio de aflatoxinas pelas linhagens
repicadas periodicamente; paralelamente ao
estudo das linhagens mantidas em dleo mineral,
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foram realizadas, da mesma forma, andlises das
linhagens repicadas periodicamente. A TABELA 3
apresenta estes dados.

Como mostra a TABELA 3, novamente
néo houve uniformidade na produgao de aflatoxinas
durante os periodos estudados. Cada linhagem
continuou produzindo aflatoxina no meio de cultura
e no micélio, sem perder as caracteristicas de
produgdo das culturas iniciais. Embora, em
algumas épocas, a producdo de aflatoxinas tenha
diminuido em mais de 50%, quando comparadas &
produgdo inicial, em outras épocas a produgdo
aumentou mais de 100%. A produgio de aflatoxina
na linhagem 2 (Figura 4) variou de 0,4 a 10,0 ug/L
de B, em meio de cultura, ¢ de 0,8 a 12,0 ug/kg
no micélio; na linhagem 4 (Figura 5), de 20 a 80
ug/L de B, e de 45 a 180 ug/L de G, em mcio de
cultura, e de 21,7 a 142 pg/kg de B, ¢ de 49 a 214
pg/kg de G, no micélio; e na linhagem 6 (Figura
6), de 30 a 140 pg/L de B, e de 80 a 240 ug/L de
G, em meio de cultura, e no micélio a produgio foi

de 30,7 a 212 pg/kg de B, e de 46,2 a 318 uglkg

de G,.

Nio se pdde notar diferenga entre as

culturas mantidas sob 6lco mincral e as culturas
repicadas periodicamente, com relagio & producio
de aflatoxinas. A média foi tomada de duas
repetigdes, mas houve diferenga em algumas
repetigdes, mesmo sendo trabalhadas em condigdes
similares.
Andlise dos caracteres morfoldgicos das
linhagens: estas linhagens diferiram
morfologicamente quanto a coloragio de suas
coldnias, produgdo dos conidios e conidiéforos.
Quando elas foram testadas quanto a produgio de
conidios no meio Czapeck modificado e no
amendoim autoclavado, as linhagens 2 ¢ 4
produziram os conidios abundantcmente, tanto no
meio de cultura como no amendoim. A linhagem 6
por sua vez, produziu poucos conidios em ambos
os substratos e houve ocasides em que seu
crescimento foi predominantemente micelial.
Contudo, a produgdo de aflatoxinas ndo diminuiu
significativamente € néo foi notada relagdo alguma
entre produgéio de aflatoxinas ¢ conidiagdo, uma
vez que a produgio de aflatoxinas ocorreu nas duas
formas.

Analisando as linhagens microscopica-
mente, verificou-se que a linhagem 6 apresentou
poucos conidiéforos e a linhagem 2 apresentou um
nimero maior, quando comparada com as outras.
Observou-se também, em todas as linhagens, uma
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regiio de alargamento de hifas com paredes
espessas e presenga de algumas estruturas globosas.
Nessa regido, quase ndo se verificou a presenga de
conidiéforos.

Contudo, o estudo destas estruturas nao
foi aprofundado neste trabalho.

DISCUSSAO

Ao compararmos os dados de produgio
de aflatoxinas, das linhagens mantidas em éleo
mineral (TABELA 2) com os dados das linhagens
repicadas periodicamente (TABELA 3), podemos
observar que ambos se comportaram de forma
semclhante. A produgio de aflatoxinas, nas trés
linhagens, durante cada época do experimento, néo
se manteve uniforme, embora cada linhagem néo
tenha perdido a caracteristica original, isto &, a
linhagem 2 continuou produzindo pouca aflatoxina,
enquanto as outras duas linhagens continuaram
produzindo maiores quantidades. De acordo com
FENNELL (1950), estas variagdes ocorrem durante
as transferéncias de in6culo, de um frasco para
outro e quando este ¢ oriundo de dreas
envelhecidas: o  acimulo do produto do
metabolismo pode exercer influéncia mutagénica.

Muitos estudos tém sido realizados com
o fim de se descobrir métodos para manutengéo de
fungos por longos periodos, contudo a maioria das
técnicas tem procurado estender a longevidade das
culturas, procurando manter as caracteristicas
fisiolégicas como: patogenicidade, produgdo de
substincias de interesses comerciais (antibiéticos,
enzimas, etc) e, neste caso, a produgio de
aflatoxinas.

As linhagens mantidas sob Gleo mineral
foram menos trabalhadas do que as repicadas
periodicamente, contudo, a variagdo ocorreu em
ambas. De acordo com MOREAU (1979), a
produgio de aflatoxina €, geralmente, proporcional
ao peso do micélio formado na cultura, sendo um
médximo produzido quando a biomassa atinge o seu
valor 6timo e declina rapidamente no momento em
que o micélio inicia a sua autblise. Neste
experimento, embora a drea do indculo escolhida
tenha sido sempre a do crescimento da coldnia, o
nimero de conidios vidveis ndo foi uniforme.
Portanto, a variagdo ocorreu, provavelmente,
devido ao inéculo, que nem sempre produziu a
mesma quantidade de micélio e, conseqiientemente,
de aflatoxinas. KARUNARATNE; BULLERMAN
(1990) também verificaram que a produgio de
aflatoxinas por A. flavus € diretamente
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TABELA 1 - Produgdo inicial de aflatoxinas pelas linhagens do grupo A. flavus, isoladas do amendoim

(Média de duas repetigdes).
Produgiio de Aflatoxinas
Linhagem Meio de Cultura (ug/l) Micélio (ug/kg)
Ne B, G, B, G,
2 4,0 ND 8,0 ND
4 40,0 120,0 72,5 108,0
6 80,0 120,0 104,0 156,0

ND = Nio detectada.
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Figura 1 - Produgio de aflatoxinas no meio de cultura e no micélio, da linhagem 2, mantida sob 6leo mineral
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Figura 2 - Produgio de aflatoxinas no meio de cultura e no micélio, da linhagem 4, mantida sob 6leo mineral
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Figura 3 - Produgéo de aflatoxinas no meio de cultura e no micélio, da linhagem 6, mantida sob dleo mineral

Sc. agric. Piracicaba, 50(1):140-150, fev./maio, 1993




146 VARIABILIDADE DE PRODUCAO DE AFLATOXINAS POR LINHAGENS...

15
o —O— B1 Meio de cultura
\ . -
o a —O— B1 Micélio [ |
a 12
)
<
Z
< 9
o
}—
«
™
< 6
w
Fa)
(o]
l& 3
S
Fa)
O
@
& 0 T 1 T Y B T T T T
0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300

TEMPO (dias)

Figura 4 - Produgio de aflatoxinas no meio de cultura e no micélio, da linhagem 2, repicada periodicamente.
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Figura 5 - Producéio de aflatoxinas no meio de cultura e no micélio, da linhagem 4, repicada periodicamente.
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TABELA 2 - Produgio de aflatoxinas pelas linhagens 2, 4 ¢ 6, mantidas sob éleo mineral, em diferentes

tempos de manutengio (Média de duas repetigdes).

Tempo de Produgdo de Aflatoxinas
Estocagem Linhagem Meio de Cultura (ug/l) Micélio (ug/kg)

(dias) B, G, B, G,
2 4,0 ND 1,9 ND
15 4 80,0 60,0 8,0 35,0
6 180,0 180,0 209,0 313,0

2 0,8 ND 1,2 ND
30 4 20,0 90,0 209,5 180,0
6 80,0 120,0 61,0 257,0

2 60,0 ND 8,8 ND

60 4 30,0 75,0 53,0 353
6 40,0 240,0 129,0 193,0

2 2,5 ND 1,1 ND
90 4 120,0 180,0 100,0 150,0
6 200,0 300,0 161,0 173,0

2 6,0 ND 1,5 ND
120 4 60,0 120,0 40,0 60,0
6 80,0 240,0 133,0 200,0

2 0,8 ND 0,3 ND
150 4 60,0 180,0 106,0 160,0
6 160,0 480,0 261,0 277,0

2 4,0 ND 6,3 ND
180 4 40,0 60,0 27,3 61,4
6 133,0 300,0 196,0 240,0

2 1,6 ND 4,0 ND
280 4 80,0 120,0 104,0 126,2
6 120,0 180,0 291,0 364,0

ND = Naio dctectada.
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TABELA 3 - Producio de aflatoxinas pclas linhagens 2, 4 ¢ 6 repicadas periodicamente (Média de duas

repetigdes).
Tempo Produgiio de Aflatoxinas
Linhagem Meio de Cultura (ug/l) Micélio (ug/kg)
(dias) B, G, B, G,

2 10,0 ND 12,0 ND

15 4 80,0 60,0 71,5 68,0
6 70,0 105,0 120,0 193,0

2 4,0 ND 1,8 ND
30 4 30,0 90,0 44,0 133,0
6 140,0 210,0 177,0 266,0

2 0,8 ND 0,95 ND

60 4 80,0 180,0 21,7 49,0
6 80,0 240,0 212,0 318,0

2 2,1 ND 1,0 ND

90 4 30,0 45,0 35,5 53,3
6 80,0 80,0 152,0 163,0

2 4,0 ND 5.4 ND

120 4 40,0 90,0 36,0 54,0
6 80,0 157,0 111,0 166,0

2 0,4 ND 0,8 ND

150 4 60,0 90,0 142,0 214,0
6 120,0 180,0 183,0 235,0

2 2,5 ND 2,7 ND

180 4 80,0 180,0 47,5 71,5
6 20,0 120,0 54,0 81,0

2 4,8 ND 44 ND

280 4 20,0 120,0 94,7 126,0
6 30,0 90,0 30,7 46,2

ND = Nio detectada.
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Figura 6 - Produgdo de aflatoxinas no meio de cultura ¢ no micélio, da linhagem 6, repicada periodicamente.

proporcional ao nivel de indculo inicial, além da
temperatura de incubag@o.

Na natureza ocorre uma interagio
microbiolégica, onde a produgdo de toxina d4 uma
certa vantagem seletiva ao organismo produtor.
Enquanto quase todas as linhagens de A.
parasiticus sio toxigénicas, em A. flavus nem todas
produzem aflatoxinas. Em ambas as espécics a
produgdo estd relacionada as condigdes ambientais
¢, segundo SCHROEDER; ASHWORTH (1966),
a produgio de aflatoxinas € o resultado da interagio
do genétipo de uma linhagem e o ambiente em que
estd crescendo.

O meio de Czapeck, utilizado no presente
estudo, é pobre cm nutrientes; sendo assim, o
fungo necessita sintetizar substincias mais
complexas, a partir de fontes simples.
Provavelmente, o fungo cultivado em mecios
sintéticos ricos perde sua capacidade de produzir
aflatoxinas com maior facilidade que o fungo
cultivado em meios mais pobres, uma vez que
naqucle meio o fungo encontra a substincia pronta
sem precisar seguir algumas vias metabdlicas para
a sua sintese. Desta forma, um estudo comparativo
do comportamento do fungo toxigénico num meio
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sintético rico, com um meio sintético pobre, além
de um substrato natural, poderia esclarecer estas
suposigdes.

Por outro lado, a técnica de liofilizagdo
para preservagido de fungos toxigénicos tem se
mostrado mais eficiente. WEI; JONG (1986),
testando as linhagens toxigénicas do A. flavus,
mantidas na colegdo da American Type Culture
Collection (ATCC), verificaram que todas as
linhagens mantiveram as suas caracteristicas de
produgdo de aflatoxinas originais, apds longo
periodo de manutengio.
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