CONTAMINACAO ENDOGENA POR ASPERGILLUS SPP.
EM MILHO POS-COLHEITA NO ESTADO DO PARANA !
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RESUMO - Sessenta amostras de milho pés-colheita foram avaliadas quanto a contaminacéao flingica
enddgena e o potencial toxigeno de espécies do glsgeeogilluse seus teleomorfoQuarenta graos
aparentemente sadios de cada amostra foram desinfestados em NaClO e incubados em camara Umida
a 25+1°C para exterioriza¢do dos fungos, que posteriormente foram isolados em agar Czapek-Dox.
Foram identificadas as espédfespergillus flavusA. parasiticusEurotium amstelodaneE. chevalieri.

O potencial toxigeno dos fungésflavuse A. parasiticugoi avaliado quanto a sintese de aflatoxinas

em meio agar-coco. Espécies do génmtiumforam avaliadas quanto a sintese de esterigmatocistina,

nos meios agar-amendoim e trigo triturado. A porcentagem de grdos contaminados variou entre 0 e
100%, prevalecendo os génefespergillus Penicillium e Fusarium A espécie predominante foi a

A. flavus(64%), seguida pdt. amstelodan{(i19%),E. chevalier{10%) eA. parasiticug7%). A partir

de 109 isolados d&. flavus evidenciou-se que 73 isolados sintetizaram aflatoxinas3 20 sinteti-

zaram B, sete sintetizaram & G, trés sintetizaram BB, e G e em seis néo foi detectada a sintese

de aflatoxina. A sintese de esterigmatocistina pelas esfecasstelodame E. chevalierindo foi
detectada.

Termos para indexacao: aflatoxinas, teleomorfos, potencial toxigeno, fungos toxdigenosys

ENDOGENOUSASPERGILLUSSPP. CONTAMINATION
OF POSTHARVEST CORN IN PARANA STATE, BRAZIL

ABSTRACT - Sixty post-harvested samples of maize kernels from three regions of the Parana State,
Brazil, were evaluated concerning endogenous fungi contamination and toxigenic potential of
Aspergillusspp. and some of their teleomorfs. Forty apparently healthy kernels were selected from
each sample, disinfested with NaClO and incubated atr@5st fungal growth. Fungus species were
isolated in Czapek-Dox agar plates. The spegeergillusflavus A. parasiticusEurotium amstelodami

and E. chevalieriwere identified. The toxigenic potential Aspergillusspecies were analyzed in
coconut agar mediuriurotiumspp. were evaluated for their metabolics in peanut agar medium and in
wheat grits. The kernel contamination varied from 0 to 100% and the prevalent genera detected were
Aspergillus Penicillium and Fusarium A. flavuswas the predominant species (64%), followed by

E. amstelodam{19%), E. chevalieri(10%) andA. parasiticus(7%). From 109A. flavusspecies
isolated, 73 strains synthesized aflatoxingd B, 20 synthesized Bseven synthesized Bnd G,

three synthesized BB, and G and in six strains aflatoxin production was not detected. All

A. parasiticusspecies produced, simultaneously, B,, G, and G. Sterigmatocystin synthesis was

not detected in any condition Iy amstelodamandE. chevalieri

Index terms: aflatoxins, teleomorphs, toxigenic potential, toxigenic fdegimays
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1993) e representando 43% da producéo brasilesiatese de aflatoxinas {B,, G; e G) e esterigma-

de gréos. As regides Sul e Sudeste s&o as respotsgistina, presentes na microbiota de gréos de milho
veis por 80% da producéo. O Estado do Parana, piids-colheita produzido no Estado do Parana.

cipal produtor nacional desse grdo, participa com

aproximadamente 22% desse total, com uma safra de

7,7 toneladas no ano de 1996, segundo dados do MATERIAL E METODOS

IBGE (1997).

Esse cereal pode estar sujeito a contaminagao pokoram avaliadas 60 amostras de milho, provenientes
uma microbiota fungica diversa durante a formac&@ trés localidades do Estado do Parana (Andira,
dos gréos, na colheita, no transporte e no arma2@ucarana e Sarandi), fornecidas por indlstrias
namento, com reducéo da qualidade sanitaria, fisic@perativadas da Associagéo das Indistrias Moageiras
e nutricional dos gréos e seus derivados e perdagigd/ilho (ABIMILHO), coletadas segundo a metodologia
produto. Varias espécies desses fungos, em cori@romendada por Fonseca (1991) e adotada pelo Ministe-
cBes favoraveis, podem produzir metabdlitos toxil© da Agricultura para amostragem em gréos a granel para

cos, as micotoxinas, ocasionando problemas de s@fglises de micotoxinas.
de pUblica e animal (L4zzari, 1993) Foram selecionados 40 graos de cada amostra (Almenar

A identificacdo das espécies fngicas contg al., 1980), aparentemente sadios. Estes foram tratados

. tes (Pozzi. 1993) & . tante sinali dcom solugcdo comercial de hipoclorito de sodio a 2% de
minantes (Pozzi, ) € um importante sinaliza Bloro livre residual, durante dois minutos (Sinha, 1990),

,q“f?‘”to a pre;enga de m'COtO),(maS nos SUbsEratoﬁ\}ados trés vezes em agua esterilizada, e transferidos
indica o caminho para prevenir a sua producao. Efisepticamente para placas de Petri esterilizadas, com
tretanto, Ranjan & Sinha (1991) afirmam que 0isQ50 mm de diametro, contendo um disco de espuma
lamento e a identificacdo desses fungos negmtética umedecido com agua destilada esterilizada. A
sempre estéo ligados a detecgdo de micotoxinasifisubacao foi realizada em estufa BOD a Z&+for um
produto analisado, considerando que existem cepasiodo de 7 a 14 dias até a exteriorizagéo e desenvolvi-
dentro de uma mesma espécie que nao possuemeato dos fungos (Farias, 1996). A contagem dos gréos
capacidade para sintese de micotoxinas, e sugeregnlanizados por fungos foi realizada com auxilio de
avaliacdo do potencial de sintese de metabdlit@iFroscopio estereoscopico. _ o
téxicos por esses fungos O isolamento de cada cultura fungica foi realizado

As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios, siRe" meio da técnica de transferéncia sucessi_va de_ _conidios
tetizados no final da fase exponencial de cresciméfil 292" Czapeck-Dox. As culturas foram identificadas
to de alguns fungos. Alguns desses compostos ggime pertencentes ao géndispergillus (Pitt, 1991),

L - . - enicillium (Klich & Pitt, 1994) eFusarium (Samson

senvolvem atividade mutagénica, carcinogénica

= \ M cine efal, 1995).
teratogénica. As aflatoxinas séo substancias do gru-

po das bisfuranocumarinas produzidas principalmegentificagéo das espécies do géneAspergilluse seus

te porAspergillus flavug A. parasiticusExistem tgleomorfos

varias substancias conhecidas nesse grupo. As mais_ | lados do qness " | .
encontradas em diversos produtos agricolas e seg%i I:OVaercd)Z a?ngfguz dopg?;;SrZ%Tc;googagr%eZgar
derivados s&o as aflatoxinag B,, G, G a B € a Aspergillus Differential Medium (ADM) (Bothast &

mais toxica. A esterigmatocistina é um precursor ('1_aenne” 1974), para selecio das espégieBavuse

sintese de {:nflatoxma@ e .um produto flnallde suan parasiticusque ndo esporulam nesse meio de cultivo e
rota.metabollca. Caracteriza-se por possuir um anghduzem pigmentacdo alaranjada no reverso das
dehidrofurobensofurano acoplado a uma xantongsnias. Posteriormente, essas espécies foram identi-
sendo produzida principalmente plr versicolor ficadas em agar Czapeck-Dox, considerando a predomi-
(Jay, 1996). nancia da disposi¢do das métulas nas vesiculas conidiais
Este trabalho teve como objetivos a determinguni ou bisseriadas) e a ornamentacao dos conidios (Klich
cao do nivel de contaminacdo enddgena, o isokaritt, 1994). As culturas negativas para o teste em ADM
mento e a identificacdo de espécies do génefms demais culturas de coloracdo verde do género
Aspergilluse seus teleomorfos com potencial paraspergilluscom formacéo de cleistotécios foram inocula-
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das em meio “Czapeck yeast extract agar” a 25°C e 37°C, eOs extratos obtidos nas condi¢des acima (a e b) e o
em “malt extract agar” a 25°C. As observacfes dgmdréo de esterigmatocistina (Sigma Company) foram
caracteres (macroscopicos e microscopicos) foram realifomatografados em camada delgada, com o sistema de
zadas com 7 e 14 dias de incubac3o e interpretadas civentes benzeno/acido acético/metanol (90:5:5), confor-
uso das chaves de identificacéo de Klich & Pitt (1994),rae Association of Official Analytical Chemists (1995).
fim de selecionar as espéciarotium amstelodamé ~Os mesmos extratos foram também submetidos (20 UL de
E. chevalieri cada um) a cromatografia liquida de alta eficiéncia

(CLAE), com coluna Novapak g utilizando-se a fase
Avaliacéo do potencial toxigeno dos fungos seleciona-movel metanol/agua (65:35).

dos
RESULTADOS E DISCUSSAO

Osisolados dA. flavuse A. parasiticugoram inocula-
dos em um ponto central na placa de agar-coco, segundo . ~
O desenvolvimento de fungos nos gréos revelou

Lin & Dianese (1976), e incubados em estufa BOD a t d ~ lonizacao fundi
25+1°C, durante 7 dias. As colbnias desenvolvidas elf)m‘.’jl porcentagem de graos COT" colonizagao fungica,
iando entre 0 a 100% (Fig. 1), prevalecendo

meio ao seu redor foram transferidos para célpsulas\ﬁ%r ) e : R
porcelana e macerados com a adi&o de 30 mL de clorofdPergillus Penicilliume Fusarium os trés géne-
mio. Os extratos obtidos foram filtrados em papel de fif9S mMais importantes envolvidos na producéo de
tro, concentrados em Rotavapor Buehiessuspendidos Micotoxinas. Asevedo et al. (1994), que pesquisaram
em 20 uL de cloroférmio. A cromatografia em camada microbiota flngica e espécies produtoras de
delgada (CCD) foi desenvolvida em camara previamenalatoxinas em 90 amostras de milho estocados em
saturada com o sistema de solventes constituido dierentes regifes do Brasil, também isolaram os se-
tolueno/acetato de etila/cloroformio/acido férmicoguintes géneros de fungos filamentosos apresenta-
(70:50:50:20) (Cruz et al.,1992), utilizando-se os padroghs em ordem decrescente de ocorréAsipergillus

de aflatoxinas B By, G, e & da Sigma Company. A con- (72 204 Penicillium (67,7%), Fusarium(62,2%).

firmacdo da identidade das aflatoxinas e o preparo dﬂ%lebajo et al(1994) investigando a microbiota
padrbes foram realizados conforme a Association ofOfficiﬁlmgica de milho e produtos a base de milho, tam-

Analytical Chemists (1995). p . A :
} ) . .. bém verificaram que os génerdspergillus
Os isolados d&urotium amstelodand E. chevalieri . . . .
P%nlcnllum e Fusariumeram predominantes. Ja

foram avaliados quanto a sintese de esterigmatocistina, §@ | dand icrobi .
duas condic¢des: a) em um ponto central em agar-amen astroet al. (1995), estudando a microbiota em mi-

im (Bastos, 1979), seguido de incubagéo por 20 dias dhe coletado em diferentes localidades do Estado de
estufa BOD a 28°C. As coldnias desenvolvidas e o meio @80 Paulo, verificaram que os géneros predominan-
seu redor foram macerados com 30 mL de cloroférmit€s eramrFusarium e Penicillium e o género
submetidos a tratamento em banho-maria com ultra-séhspergillusfoi o de menor freqliéncia.

por 15 min, filtrados em papel de filtro, concentrados em Através da identificacdo como espécie, em 169
Rotavapor e ressuspendidos em 1mL de cloroformigolados do génerdspergillus o fungoA. flavus
(Farias, 1996); b) das culturas em trigo triturado esteriliza-
do, seguido de incubagéo por 20 dias em estufa BOD) &
28°C. Os meios colonizados foram macerados ccjro
acetonitrila/cloreto de potassio 4% (90:10), submetido%’:{25
tratamento em banho-maria com ultra-som por 15 mig,?
filtrados em papel de filtro, extraidos por particdo cog **
hexano e cloroférmio e concentrados em rotavapgr'®
(Farias, 1996). Os extratos brutos foram ressuspendi50§ D\
em 2 mL de metanol e 2QMl. desta solugéo foram subme- °™ ooos00 5001000 | 10001500 | 15012000 | 200110000
tidos aoclean upem cartuchos Sep PakgCutilizando Potencial (%)
como primeiro eluente 3 mL de metanol:agua (50:50), e B Fusarium B3 Aspergillus
como segundo eluente 10 mL de solugdo metanol:agua

(60:40). Este segundo eluato foi filtrado em membrafdG. 1. Potencial de contaminacdo em 60 amostras
Millipore de 0,45um (Schmidt et al., 1981). de milho pés-colheita do Estado do Parana.

4 Penicillium
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foi predominante (64%), seguido fiaramstelodami A sintese da micotoxina esterigmatocistina pelas
(19%), E. chevalieiri(10%) eA. parasiticus(7%) espécieg. amstelodang E. chevalierindo foi de-
(Fig. 2). Asevedo et al. (1994) também verificaramtactada nas duas condi¢des experimentais desenvol-
predominéancia dA. flavus(36,6%) seguido das es-vidas (cultivo e metodologia analitica). Os estudos
péciesA. oryzae(9,9%), A. parasiticus(6,6%), de El-Kady et al. (1994), Smith & Moss (1985),
A. ochraceu$6,6%). Singh et al(1991) e mais recentemente de Frisvad
A avaliacé@o do potencial toxigeno em 109 isol& Thrane (1995), referiram-se a essas espécies como
dos da espécia. flavusdemonstrou que 73 isola-ndo produtoras deste metabdlito. A ndo-detecgéo
dos (67%) possuiam potencial para sintese deste metabdlito, nas condi¢cdes experimentais des-
aflatoxinas B e By, 20 (18%) produziram aflatoxinate trabalho, pode ser atribuida as condi¢8es de culti-
B1, enquanto as aflatoxinag B G, foram sintetiza- vo n&o favoraveis, aos isolados, por ndo possuirem
das por sete isolados (6%), e as aflatoxing®BB potencial para sintese de esterigmatocistina e a pro-
Gy, por trés isolados (3%), e seis isolados (6%) destacdo desta micotoxina em niveis ndo detectaveis.
espécie ndo apresentaram potencial para sintes® isolamento das espéciés amstelodame
de aflatoxinas. Todos os 11 isolados da espéé&echevalierj consideradas xerofilicas, em grdos em
A. parasiticusddemonstraram potencial para sintesgue o teor de umidade esta intimamente ligado a
de aflatoxinas B B,, G, e G. Os dados obtidos commanutencédo da qualidade, € um fator relevante,
a avaliacdo do potencial toxigeno dos isolada@®nsiderando que esses microrganismos em suas
fungicos das espécidés flavuse A. parasiticuevi- reacfes metabdlicas produzem agua, favorecendo a
denciaram a variabilidade de cepas existentes qudeterioracdo dos grdos e o desenvolvimento de
to a sintese de metabdlitos toxicos dentro aeitras espécies fungicas contaminantes, segundo
uma mesma espécie. Também a capacidade Slier et al. (1982) e Valladares (1985).
A. parasiticussintetizar simultaneamente as quatro
principais aflatoxinas (B B,, G1 e G) foi registrada.

Esses resultados acham-se coerentes com 0s encon- CONCLUSOES
trados por Ranjan & Sinha (1991), que, estudando o
potencial toxigeno de 385 isoladosfddlavus veri- 1. Os gréos de milho aparentemente sadios

ficaram que 23% sintetizaram aflatoxing B/% pro- podem apresentar contaminag¢do por fungos com
duziam B e B,, sendo que as aflatoxinag B,e &  potencial toxigeno.

foram sintetizadas por 8% dos isolados. Asevedo 2. E evidenciada, quanto ao potencial de sintese
et al.(1994) também relataram, em seus estudos, glee micotoxinas, a variabilidade entre cepas da
isolados dé\. flavuseram toxigenos e produziram asnesma espécie de flavus

aflatoxinas B, ou B; e B, enquanto todas as cepas 3. E confirmada a habilidade das espécies de
testadas dA. parasiticuproduziram as aflatoxinas A. parasiticusde sintetizar simultaneamente as
B1, By, G e G. aflatoxinas B, By, G, e G.
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