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RESUMO

RIBEIRO, Jéssika Mara Martins Ribeiro Producao de aflatoxina B; e ocratoxina A
em radicula de cevada utilizada na alimentacio animal. Seropédica: UFRRJ,
2004. 42p. (Dissertacao, Mestrado em Microbiologia Veterinaria).

Radicula de cevada foi testada como substrato para o crescimento de espécies
fungicas toxigenas pertencentes ao género Aspergillus (A. flavus NRRL 5520, A.
ochraceus NRRL 3174, A. niger ATCC 1004, A. carbonarius UFPE 1546). Amostras
de radicula com diferentes atividades de 4gua (Aa) tais como 0,82, 0,91 ¢ 0,95 foram
inoculadas com cada cepa fungica e incubadas por 21 dias em estufas BOD a 25°C e
30°C. 4. niger ndo produziu ocratoxina A (OTA) na radicula em nenhum dos periodos
de incubagdo avaliados (7, 14 e 21 dias), apesar de té-la produzido em agar coco. 4.
flavus produziu aflatoxina B; na radicula, detectada a partir dos sete dias de
incubacao. As maiores concentracdes da toxina foram obtidas quando incubado a
25°C, temperatura na qual a Aa 0,95 permitiu melhor producgdo, enquanto a 30°C
sobressaiu a A, 0,82. A. ochraceus produziu mais OTA na radicula com Aa inicial
0,82, tanto a 25°C quanto a 30°C. A OTA foi produzida em concentragdes proximas a
30.000 ng g de radicula. Aflatoxina B e Ocratoxina A foram detectadas por CLAE
usando detecgdo por ultravioleta e fluorescéncia, respectivamente.

ABSTRACT

RIBEIRO, Jéssika Mara Martins Ribeiro. Aflatoxin B; and ochratoxin A
production in barley rootlet used as alternative feed. Seropedica: UFRRIJ, 2004.
42p. (Dissertation, Magister Scientiae in Veterinary Microbiology).

Barley rootlet was tested as substrate for growing of mycotoxigenic species of fungi
from genus Aspergillus (A. flavus NRRL 5520, A. ochraceus NRRL 3174, A. niger
ATCC 1004, A. carbonarius UFPE 1546). Samples of rootlet with different water
activities (aw) as 0.82, 0.91 and 0.95 were inoculated with each fungi strains and
incubated by 21 days in BOD at 25°C and 30°C. A4. niger did not produce ochratoxin
A (OTA) in the rootlet in none of the periods of evaluated incubation (7, 14 and 21
days), despite have produced it in Coconut Agar Medium. A. flavus produced
aflatoxin Bl in the rootlet, detected from the seven incubation days. The biggest
concentrations of the toxin were obtained when incubated to 25°C, temperature in
which the aw 0.95 allowed the biggest production, while to 30°C excelled the ay 0.82.
A. ochraceus produced more OTA in the rootlet when used initial aw 0.82, so to 25°C
as 30°C. OTA was produced in near concentrations to 30.000 ng g! of rootlet.
Aflatoxin B; and Ocratoxin A were detected by IIPLC using Ultraviolet and
Fluorescence detection, respectively.
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RESUMO

RIBEIRO, Jéssika Mara Martins Ribeiro Producao de aflatoxina B; e ocratoxina A
em radicula de cevada utilizada na alimentacdo animal. Seropédica: UFRRJ,
2004. 42p. (Dissertagdao, Mestrado em Microbiologia Veterinaria).

A radicula de cevada ¢ utilizada na composi¢do de ragdes animais pelo seu alto
conteudo protéico. Entretanto, dados micoldgicos e toxicologicos sdo escassos na
literatura. Objetivou-se avaliar se a radicula ¢ substrato adequado ao crescimento de
fungos toxigenos e a conseqiiente producdo de micotoxinas, sob diferentes condi¢des
de atividade aquosa (Aa) e temperatura. Foi feita pesquisa de micotoxinas em 30
amostras de radicula, recebidas com baixa Aa (ao redor de 0,53), mensalmente no
periodo de julho de 2001 a dezembro de 2003. Destas, apenas uma apresentou
concentragdo traco de ocratoxina A (OTA). Para a producao de micotoxinas foram
utilizadas espécies fungicas de referéncia pertencentes ao género Aspergillus, testadas
previamente quanto a sua capacidade celulolitica e amilolitica e verificado seu perfil
toxigeno em Agar coco (CAM). O Aspergillus carbonarius (UFPE 1546), positivo
para amilase e celulase mostrou-se atoxigeno em CAM e foi excluido da avaliagao
da radicula como substrato para a produ¢do de micotoxinas. O 4. niger (ATCC 1004),
positivo para celulase e amilase negativo, ndo produziu OTA na radicula em nenhum
dos periodos de incubagao avaliados (7, 14 e 21 dias), apesar de a ter produzido em
CAM. O A. flavus (NRRL 5520), amilase e celulase positivo, produziu aflatoxina B;
(AFB1) na radicula, detectada a partir dos sete dias de incubagdo. As maiores
concentragdes da toxina foram obtidas quando incubado a 25 °C, temperatura na qual
a Aa 0,95 permitiu a maior producao, enquanto que a 30°C sobressaiu a Aa 0,82. O
A. ochraceus (NRRL 3174) positivo para amilase e celulase produziu mais OTA na
radicula quando utilizada Aa inicial 0,82, tanto a 25°C quanto a 30°C. A OTA chegou
a ser produzida em concentrag¢des proximas a 30.000 ng g™ de radicula. O método de
extracdo e deteccdo de micotoxinas utilizado apresentou recuperagao média de 86%
e 82% para amostra de radicula com 150 ng g! de AFB; e 150 ng g! de OTA,
respectivamente.

Palavras chave: micotoxinas, sintese, avaliacao de substrato.



ABSTRACT

RIBEIRO, Jéssika Mara Martins Ribeiro. Aflatoxin B; and ochratoxin A
production in barley rootlet used as alternative feed. Seropedica: UFRRIJ, 2004.
42p. (Dissertation, Magister Scientiae in Veterinary Microbiology).

Barley rootlet is used as feed by its high protein content. However, mycologic dates
and toxicological are scarce in literature. The object of the work was to evaluate if
the rootlet is adequate substratum to the mould mycotoxigenic growth and to
consequent mycotoxins production, under different water activities (aw) and
temperature. The mycotoxins research was made in 30 rootlet samples, received with
low aw (around of 0.53), mensalmente in the July period 2001 to December 2003. Of
them, just one presented ochratoxin A (OTA) trace concentration. For mycotoxins
production were used species of fungi from genus Aspergillus, tested previously
regarding your capacity of use cellulose and starch and verified its toxigenic profile
in Coconut Agar Medium (CAM). Aspergillus carbonarius (UFPE 1546) positive for
amilase and celulase, was nontoxigenic in CAM and, it was excluded from the
evaluation of the rootlet as substratum for mycotoxins production. A. niger (ATCC
1004) positive for celulase and amilase negative, did not produce OTA in the rootlet
in none of the periods of evaluated incubation (7, 14 and 21 days), despite have
produced it in CAM. A. flavus (NRRL 5520) amilase and celulase positive produced
aflatoxins B; (AFB) in the rootlet, detected from the seven incubation days. The
biggest concentrations of the toxin were obtained when incubated to 25°C,
temperature in which the aw 0.95 allowed the biggest production, while to 30°C
excelled the aw 0.82. A. ochraceus (NRRL 3174) positive for amilase and celulase
produced more OTA in the rootlet when used initial aw 0.82, so to 25°C as 30°C. OTA
was produced in near concentrations to 30.000 ng g-l1 of rootlet. Mycotoxins
extraction and detection method used presented average recovery of 86% and 82% to
rootlet sample with 150 ng g'! of AFB; and 150 ng g'! of OTA, respectively.

Key words: mycotoxins, synthesis, substrate avaliation.



1-INTRODUCAO

A contaminagao de cereais por fungos ¢ um problema de ordem mundial, pois
esta relacionada com a perda de qualidade dos alimentos, bem como a danos a satde
humana e animal, em funcao da producao de micotoxinas por estes microrganismos.

As micotoxinas compreendem um grupo de substancias toxicas, quimicamente
complexas, oriundas do metabolismo secundario fingico. Podem ser encontradas em
uma grande variedade de produtos vegetais, desde que tenham existido, em algum
momento da produc¢do do alimento, condi¢des propicias ao desenvolvimento fingico
e a produgao destes metabolitos toxicos. As micotoxinas e seus derivados também
podem ser detectados em produtos de origem animal, tais como: carne, leite e ovos,
em virtude do metabolismo das micotoxinas apds sua ingestao pelos animais, através
de graos e ragdes contaminados.

Diversas espécies de fungos sdo atualmente conhecidas como capazes de
produzir uma ou mais toxinas, em fun¢ao do substrato, da cepa fingica envolvida, da
temperatura, umidade relativa e atividade aquosa, dentre outros fatores. Dentre as
espécies toxigenas isoladas a partir de cereais em nosso Pais destacam-se as
pertencentes ao género Aspergillus. Este género compreende espécies produtoras de
aflatoxinas, tais como o A. flavus e o A. parasiticus e, de ocratoxina A (OTA), tendo
como principal produtor o 4. ochraceus. Recentemente o A. niger € o A. carbonarius
ganharam importancia por serem considerados também ocratoxigenos, em regioes
tropicais e subtropicais.

As aflatoxinas sdo amplamente encontradas em produtos agricolas. Seus efeitos
sobre a sade de animais € do homem variam de acordo com a concentragdo em que
estdo presentes no alimento e na ragdo e, conseqlientemente, com a quantidade
ingerida. Assim, podem ocorrer casos agudos decorrentes da ingestdo de altas
concentragdes, ou o que ¢ mais comum, quadros cronicos em virtude do consumo de
baixos niveis por periodos prolongados. A sintomatologia aguda ¢ mais evidente e
correlacionada com a intoxicacdo, enquanto os casos cronicos sdo geralmente
associados a outras causas €, mormente a outras patologias. Estes por serem mais

freqiientes determinam grandes perdas econdmicas, geralmente devido a interferéncia



na resposta imunologica, tornando os animais mais susceptiveis a doencas infecciosas
e parasitarias, refletindo intensamente na producao animal.

A OTA ¢ uma nefrotoxina com impacto principalmente na producao suina e
aviaria. E relativamente estavel, sendo encontrada como residuo nos tecidos animais,
com excecao de bovinos. Nestes, acredita-se que ela seja eliminada em funcdo da
atuacdo de enzimas bacterianas e de protozodrios, presentes no rumem. Esta
micotoxina ¢ a responsavel pela Nefropatia Micotoxica Suina e Avidria e tem sido
correlacionada com a Nefropatia Endémica Balcanica, a qual acomete populagdes de
areas rurais da regido dos Balcas (Bulgaria, Tugoslavia e Roménia).

Na produgdo animal, quanto maior a utilizagdo de alimentos concentrados, a
base de graos, maior serd a probabilidade de intoxicacao por micotoxinas. A atividade
agropecuaria visando otimizar recursos e aumentar a competitividade de seus
produtos tem buscado fontes alternativas de alimento. Dentre elas, a radicula que ¢
um subproduto da industrializagdo da cevada, vem sendo utilizada na alimentagao de
bovinos e suinos.

A cevada passa por um processo denominado de malteacao, onde os graos sao
submetidos a uma etapa de macera¢do e germinagdo. Apos a qual, tem-se o malte
verde que € seco sob fluxo for¢ado de ar quente. Posteriormente ¢ feita a clivagem,
quando entdo se separa o malte, obtendo-se a radicula como subproduto. O malte ¢
matéria-prima fundamental para a industria cervejeira. Como a cerveja ¢ uma das
bebidas mais amplamente consumidas, o volume de producao de malte precisa ser
grande o suficiente para atender a demanda. Conseqiientemente, grande quantidade
de radicula também ¢ produzida. Assim, destind-la a produ¢do animal tem sido uma
alternativa interessante tanto para as malterias quanto para os pecuaristas, em fun¢ao
dos elevados niveis de proteina e fibra que apresenta e pelo baixo custo.

Dados sobre os aspectos micoldgicos e toxicologicos da radicula de cevada sao
escassos na literatura. Assim, o presente trabalho teve por objetivo avaliar se a radicula ¢
substrato adequado ao crescimento de fungos toxigenos e a conseqiiente produgdo de

micotoxinas, sob diferentes condi¢des de atividade aquosa (Aa) e temperatura.



2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1 Radicula de Cevada

A produgdo brasileira de cevada vem sendo realizada em escala comercial
desde 1930, sempre feita em resposta a demanda da industria de malte cervejeiro.
Entre os anos de 1976 e 1982, com o Plano Nacional de Auto-suficiéncia em Cevada
e Malte (PLANACEM) lancado pelo Governo Federal, ocorreu uma ampliacao
significativa da capacidade interna de malteagdo e armazenagem, além de uma
intensificacdo e diversificagdao de pesquisa (MINELLA, 1999). Entretanto, apesar de
possuir area, cultivares, tecnologia e consumo para cevada, o Brasil ainda importa
aproximadamente 80 % do consumo interno (FAGUNDES, 2003). Isto ocorre em
funcdo da instabilidade das safras nacionais em quantidade elou qualidade, o alto
custo de producao e a falta de mercado alternativo para a producao fora do padrao
industria, que geralmente ¢ usado para a producdo animal vendido a preco baixo
(MINELLA, 1999).

Para a producdao do malte a cevada ¢ submetida ao processo de malteacao.
Inicialmente, adiciona-se 4gua aos graos de cevada até que a umidade atinja
aproximadamente 45% (LOPEZ-DIAZ & FLANNIGAN, 1997), permitindo
germinacdo e promovendo conversdes bioquimicas (VAN CAMPENHOUT et al.,
1999). Posteriormente, os graos sao secos € mecanicamente separados das raizes
emitidas durante a etapa de germinag¢do ¢ ainda, do excesso de cascas. Este
subproduto denominado de radicula de cevada ¢ entdo, utilizado em ragdes animais

(LOPEZ-DIAZ & FLANNIGAN, 1997).

2.2 Micobiota da Cevada
Pesquisas sobre a microbiota da cevada tém focado principalmente os fungos
filamentosos, por apresentarem maior influéncia nos aspectos relacionados com a
qualidade do grao (NOOTS et al., 1998). A contamina¢do fingica pode ocasionar
reducdo na capacidade de germinacao, reducao no valor nutricional, podendo alterar
a coloragdo e odor, prejudicando a qualidade do malte (ANDERSEN et al., 1996).
Antes da colheita, ainda no campo, os graos de cevada estdo sujeitos a uma

determinada micobiota, composta principalmente por fungos dos géneros Fusarium



spp., Cladosporium spp., Alternaria spp., Epicoccum spp., Aureobasidium spp. €
Helminthosporium spp. Esta micobiota pode variar de acordo com as condi¢oes
geograficas e climaticas (NOOTS et al., 1998), representando a micobiota do
ambiente onde o produto vegetal fora produzido ou armazenado.

Analises realizadas em graos de cevada armazenados evidenciaram a presenca
de espécies fungicas pertencentes a varios géneros. Dentre estes foram relatadas a
presenca de Aspergillus spp. € Penicillium spp. por CLARKE & HILL (1981) e
RABIE et al. (1997) que, juntamente com espécies pertencentes ao género Fusarium
spp., correspondem aos principais géneros implicados na producdo de micotoxinas,
segundo PITT & HOCKING (1997). A tabela 1 apresenta algumas das espécies

1soladas a partir de graos de cevada.

Tabela 1. Fungos filamentosos isolados a partir de graos de cevada estocados, de
acordo com HILL & LACEY (1983).

Fungo Freqiiéncia* | Fungo Freqiiéncia*
Absidia corymbifera 2 Geotrichum candidum 1
Acremonium spp. 1 Gliocadium roseum 1
Alternaria alternata 1 Mucor spp. 1
Aspergillus candidus 2 Paecilomyces varioti 1
A. flavus 1 Penicillium brevi-compactum 1
A. fumigatus 3 P. canescens 1
A. glaucus 3 P. chrysogenum 1
A. nidulans 2 P. citrinum 1
A. niger 1 P. funiculosum 1
A. ochraceus 1 P. verrucosum 1
A. restrictus 1 Penicillium spp. 2
A. terreus 1 Scopulariopsis brevicaulis 2
Aureobasidium pullulans 1 Talaromyces emersonii 1
Cladosporium herbarum 3 Verticillium spp. 1
Epicoccum purpurascens 1 Wallemia sebi 1
Fusarium spp. 1 Leveduras 3

* Freqiiéncia de isolamento: 1- isolado <10% das amostras; 2- 10-30% das amostras; 3- entre 30-
50% das amostras.



Dados sobre a micobiota da radicula de cevada sdo raros na literatura. No
entanto, ROSA (2002) ao analisar 37 amostras de radicula encontrou uma prevaléncia

do género Penicillium, seguido por Fusarium e Aspergillus.

2.3 O Género Aspergillus Fr.: Fr.

Aspergillus ¢ um género anamorfo, caracterizado pela produgdo de conideos
sobre uma estrutura especializada caracteristica, denominada vesicula (KLICH &
PITT, 1988). Este género ¢ de particular importancia por conter muitas espécies
capazes de crescer em condi¢Oes de baixa atividade de agua (Aa), sendo entdo
associadas com a deterioragao de alimentos que sdo muito secos para serem atacados
por outros microrganismos (SMITH & MOSS, 1985).

Apesar da maioria ser saprofita e comumente encontrada no solo, em vegetais
em decomposi¢do, sementes e graos, algumas espécies sao patogénicas como o A.
fumigatus, agente de aspergilose pulmonar em humanos e aves. Outras sdo
responsaveis pela producao de metabdlitos secundarios toxicos (PITT, 1994). Dentre
0s principais géneros toxigenos, o Aspergillus possui espécies de ocorréncia mais
freqliente e comum nos tropicos (PITT & HOCKING, 1997; SAMSON, 2000).

O A. flavus Link de acordo com KLICH & PITT (1988), pertence ao subgénero
Circundatti, segdo Flavi. E de distribui¢do mundial, predominando em areas tropicais
e subtropicais, sendo aparentemente mais comum em solos cultivados do que em nao
cultivados. Esta espécie ¢ capaz de colonizar vegetais em decomposi¢do, graos,
sementes ¢ muitos outros substratos incluindo alimentos e ragdes animais (PITT &
HOCKING, 1997; ROSA, 2002). Tem sido descrito ainda como patéogeno para
insetos e animais e, cerca de 50% dos isolados mostram-se aflatoxigenos (DOMSCH
et al., 1980; CHRISTENSEN, 1981; PITT & HOCKING, 1997).

O A. flavus apresentou variagdes no crescimento quando houve alteragdo nas
temperaturas de incubagdo, isto &, crescimento minimo ao redor de 10-12°C, maximo
entre 43-48°Cc e com um crescimento 6timo perto de 33°C (DOMSCH et al., 1980).
As variagOes de atividade aquosa (Aa) que permitem o crescimento de A4. flavus tem
sido avaliadas desde baixas como 0,78 a 33°C (AYERST, 1969) a elevadas como 0,84
a 25°C (PITT & HOCKING, 1997). PITT & MICAMBLE (1995) estabeleceram Aa



minimas em funcao da temperatura para o crescimento de 4. flavus da ordem de 0,82
a25°C, 0,81 a 30°C e de 0,80 a 37°C.

O A. niger Tieghem var. niger, pertence ao subgénero Circundatti, secdo Nigri e €
considerada uma espécie ubiqua, comumente isolada do solo, plantas, sementes, frutas
secas e nozes (DOMSCH et al., 1980; PITT & HOCKING, 1985). E um dos fungos mais
freqlientemente isolados a partir de alimentos e ragdes animais (ROSA, 2002).

A temperatura minima de crescimento varia de 6-8°C, a maxima de 45-47°C
com um 6timo a 35-37°C. E considerado um fungo xerofilico (AYERST, 1969), sendo
descrita a germinagdo em Aa de 0,77 a 35°C (PITT & HOCKING, 1997). ABARCA
et al. (2001) relatam a ocorréncia de cepas ocratoxigenas numa incidéncia que varia
de 1,7 a 18,5% dos isolados de 4. niger.

A. ochraceus Wilhelm, pertence ao subgénero Circundatti, secao Circundatti e
¢ freqiientemente isolado de solos cultivados, de vegetais e de sua rizosfera, de graos
armazenados e de uma ampla variedade de alimentos e ragcdes animais (DOMSCH et
al., 1980; PITT & HOCKING, 1985; ROSA, 2002)

Seu crescimento ocorre entre 8 e 37°C, com um 6timo a 24-31 °c. A atividade
de 4gua minima para crescimento ¢ de 0,77 a 25°C, com um 6timo a 0,95-0,99 (PITT

& HOCKING, 1997).

2.4 Micotoxinas

A FAO (Food & Agriculture Organization of United Nation) e a WHO (World
Health Organization) patrocinam o JECFA (Joint Expert Committees on Food Additives)
para verificar os riscos de varias micotoxinas para a saude, de forma a estabelecer os limites
maximos tolerados em alimentos (WHITAKER, 2003). Para o controle da exposigao sao
necessarios métodos analiticos sensiveis, reproduziveis e validados, além de planos de
amostragem adequados aos produtores e consumidores (MOSS, 1998).

A contaminacdo por micotoxinas geralmente ocorre em baixas concentragdes nos
cereais, exceto em situagdes particulares, onde o problema ¢ decorrente da safra devido as
chuvas, dificuldades com a colheita e armazenagem subsequente, quando entdo, podem
ser observados niveis elevados. Assim, casos de micotoxicose aguda com sintomatologia
e alteragdes anatomopatologicas evidentes, sdo menos freqilientes, predominando os

efeitos cronicos, menos perceptiveis. Estes, entretanto, por serem mais numerosos,



determinam incalculaveis prejuizos a satide animal com repercussao na economia
agropecuaria (CRUZ, 1996).

As aflatoxinas e a ocratoxina A (OTA) s@o as micotoxinas mais estudadas dentre as
sintetizadas por espécies pertencentes ao género Aspergillus. Na produgdo da OTA,
destaca-se o 4. ochraceus, considerado o principal produtor em climas tropicais umidos
(PITT & HOCKING, 1997; MANTLE & CHOW, 2000). Entretanto, tem sido
estabelecida a producao de OTA por diferentes espécies da secao Nigri, tais como o A.
niger € 0 A. carbonarius (ABARCA et al., 2001; DALCERO et al., 2002; ROSA et al.,
2002). Quanto as aflatoxinas, a literatura cita 4. flavus, A. parasiticus € A. nomius como as

principais espécies que as produzem (MOSS, 1998; SWEENEY & DOBSON, 1998).

2.4.1 Ocratoxina A

A OTA (Figura 1) ¢ um pentacetideo de formula C2oHisCINOs, consiste em
uma dihidroisocumarina ligada através de uma carboxila a um grupo P-fenilalanina
(GROENE et al., 1996). Apresenta-se como um p6 branco cristalino quando seca.
Seu peso molecular ¢ 403,84 daltons e possui o ponto de fusdo estabelecido em 169°C
(SCOTT, 1994). E pouco solavel em agua (< 1 mg mL) e tem solubilidade moderada
em cloroféormio e metanol. Apresenta fluorescéncia sob luz ultravioleta verde e azul,

quando em solugdes acidas e alcalinas, respectivamente (DRAGACCI, 1995).

Figura 1. Estrutura da Ocratoxina A (OTA).

A OTA ¢ uma potente nefrotoxina tendo o figado como alvo secundario. Esta
correlacionada com a Nefropatia Micotoxica Suina, Avidria e ainda possivelmente,
com a Nefropatia Endémica dos Balcas, caracterizada por progressiva reducao das

funcdes renais, freqiientemente ¢ fatal. Dentre os animais de produgao, os suinos sao



os mais atingidos, seguidos pelas aves (SCUSSEL, 1998). A diferenca na toxidez

aguda da OTA para distintas espécies animais ¢ mostrada na Tabela 2.

Tabela 2. Toxidez aguda de ocratoxina A segundo KROGH (1992).

Espécies DLs) (mg kg™! de peso) Via de administracao
Camundongo, fémea 22,0 ip
Rato, macho 28-30,3 oral
Rato, fémea 21,4 oral
Rato, macho 12,6 ip
Rato, fémea 14,3 ip
Cobaia, macho 9,1 oral
Cobaia, fémea 8,1 oral
Galinha (White Leghorn) 3,4 oral
Peru 5,9 oral
Cao Beagle, macho <9 (dose total) oral *
Suino, fémea < 6 (dose total) oral #

* Todos os trés caes, que receberam diariamente 3 mg/kg de peso corporal, morreram dentro de 3 dias.
# Suinos que receberam 2 mg/kg de peso corporal diariamente morreram dentro de 3 dias, enquanto os que
receberam 1 mg/kg diariamente morreram dentro de 6 dias.

A Nefropatia Micotoxica Suina (NMS) ¢ uma patologia renal caracterizada por
degeneragdo dos tibulos e conseqliente inibicdo de sua atividade. Extensos estudos
etiologicos tém revelado que a OTA ¢ a maior causa de nefropatia em suinos
(KROGH, 1992), embora outros fatores tais como a micotoxina citrinina possam estar
envolvidos (ROSA et al., 1985). A patologia, tanto a de ocorréncia natural como a
experimentalmente induzida, tem sido amplamente estudada com relagdo aos
aspectos clinicos, anatomo-histopatologicos e bioquimicos (FRIIS et al, 1969;
ELLING & MOLLER, 1973; KROGH & ELLING, 1977; KROGH, 1992).

Segundo a Agéncia Internacional de Investigagdo Sobre o Cancer (IARC), a
OTA foi classificada como pertencente a categoria 2b, isto €, um possivel carcindgeno
para o homem com evidéncias para animais (LEGARDA & BURDASPAL, 1998).
Baseada na sua carcinogenicidade, a Organizacao Mundial de Satide (WHO) propds
um limite maximo de OTA de 5 ng g (ppb) em cereais (ABARCA et al., 2001).

A OTA ja foi detectada em soro sangiiineo de homens e mulheres (ZIMMERLI &
DICK, 1995, UENO et al., 1998) ¢ em leite humano (MIRAGLIA et al., 1998). Sua
ingestao ocorre principalmente por alimentos vegetais como milho, café, cevada e seus
derivados (micotoxicose primdria) e, através de residuos e metabolitos presentes em

alimentos de origem animal, como carne e patés (micotoxicose secundaria).



Ao analisar 80 amostras de cervejas da Espanha, Alemanha, Franga e de outros
sete paises, LEGARDA & BURDASPAL (1998) encontraram uma incidéncia
superior a 95% de OTA, em niveis que variaram de 0,005 a 0,121 ng mL"! .

OLSSON et al. (2002) encontraram um nivel de contaminagdao por OTA em
cevada que variou em fun¢ao do estado da amostra. Em amostras recebidas com odor
normal a OTA nao foi detectada, enquanto nas amostras que apresentavam alteragao
no odor os niveis variaram de 0 a 934 ng g\

A radicula, subproduto da cevada, ndo tem sido investigada quanto a sua
possivel contaminagdo por micotoxinas.

A relativa estabilidade molecular da OTA lhe permite passar através da cadeia
alimentar, ou seja, os produtos carneos que contém a toxina sao oriundos de animais
alimentados com ragdo contaminada (MOSS, 1998). Geralmente, residuos nao sao
encontrados em ruminantes, devido ao fato de a OTA ser eliminada por enzimas
produzidas pela microbiota ruminal formada por protozoarios e bactérias (KROGH,
1992; CREPPY, 2002). Em animais monogéstricos, como os suinos, residuos tem
sido detectados em varios tecidos, havendo uma alta correlagao entre nivel de OTA
na racao e nivel de residuo nos rins, figado, musculo e tecido adiposo. No sangue, a
OTA encontra-se livre ou ligada a albumina. Esta ligacao ¢ particularmente forte em
bovinos, suinos € humanos. Parece que a concentragdo no sangue ¢ mais alta que em

qualquer outro tecido (KROGH, 1992).

2.4.2 As aflatoxinas

As aflatoxinas sdo bisfuranocumarinas derivadas de um decacetideo, pela via
biossintética dos policetideos, na qual a unidade C2 ¢ perdida durante a formagao dos
anéis bisfuranos (SMITH & MOSS, 1985). As aflatoxinas contém um nucleo
cumarinico acoplado a um bisfurano e estes a uma pentanona (AFB; e AFB;) ou a
uma lactona (AFG1 e AFG;) (Figura 2). As aflatoxinas B e Gi foram primeiramente
descritas por NESBITT et al. (1962) e HARTLEY et al. (1963) sendo as Bz e G2
compostos dihidro derivados de B1 e Gi, respectivamente descritas por ASAO et al.

em 1963 e 1965.



Aflatoxina B; (AFB)) Aflatoxina B, (AFB;)

0 0 0 0
Aflatoxina G (AFG) Aflatoxina G; (AFG)

Figura 2. Estrutura quimica das principais aflatoxinas.

Os principais fungos aflatoxigenos sao o Aspergillus flavus € o Aspergillus
parasiticus. As amostras isoladas de 4. flavus geralmente produzem aflatoxinas Bi e
B> e as de 4. parasiticus com freqiiéncia sdo produtoras de aflatoxinas Bi, B2, Gi e
G2 (DAVIS & DIENER, 1983). Através de estudos sobre a prevaléncia da
contaminacao de graos por fungos aflatoxigenos verifica-se que ha predominancia do
A. flavus sobre o A. parasiticus na maioria dos produtos analisados (LILLARD et al.,
1970; KOEHLER et al., 1975; ROSA, 2002).

Os fungos aflatoxigenos podem invadir os cereais durante o crescimento, a
estocagem e o seu processamento em produtos alimenticios e ragcdes animais. Assim,

milho, amendoim, centeio, sorgo, cevada, trigo, feijao, arroz e ragdes sdao excelentes
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substratos para o seu desenvolvimento (HERRY & LEMETAYER, 1992; WOOD,
1992; WOOD & POHLAND, 1992).

Produtos de origem animal também podem apresentar teores residuais de
aflatoxinas, ativadas metabolicamente através do sistema misto oxidase (MFO)
hepéatico do animal que as ingeriu, tais como a aflatoxina M; (AFM,), o aflatoxicol
(AFL), além da propria aflatoxina Bi (AFB1). A AFB; ¢ a mais freqiiente e mais
toxica, sendo conhecida como o mais potente hepatocarcindgeno de origem biologica
para os animais (SMITH & MOSS, 1985). A toxidez aguda da AFB; para diferentes

espécies animais, administrada via oral, € mostrada na Tabela 3.

Tabela 3. Toxidez aguda de aflatoxina Bi expressa por uma dose oral simples, de
acordo com MOSS (2002).

Espécies DLso (mg kg! de peso)
Coelhos 0,3
Patos de 1 dia 0,34
Gatos 0,6
Suinos 0,6
Caes 0,5-1,0
Ovinos 1,0-2,0
Porquinho da india 1,4-2,0
Frangos 6,3
Rato (macho) 5,5-7,2
Rato (fémea) 17,9
Hamster 10,2

*A DLso corresponde a dose necessaria para matar
50% da populagdo estatisticamente significante.
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As aflatoxinas sdo hepatotoxicas e em baixas concentracdes produzem
alteragdes sobre o metabolismo, levando, lentamente, a sérios danos de saude e perda
na produtividade do animal. Os efeitos mais freqlientemente encontrados sdo a
diminui¢dao da velocidade de crescimento e da eficiéncia alimentar, causados pela
reducdo do metabolismo protéico e absor¢do de gorduras, a supressdo da resposta
imune e a hepatocarcinogénese (CRUZ, 1996).

A quantidade de AFMI excretada no leite, como percentagem de AFBI
presente na ragdo fornecida aos animais, ¢ usualmente de 1-3%, entretanto valores
tdo altos quanto 6% tém sido reportados. Esta toxina pode ser detectada no leite 12-
24 h apds a primeira ingestdo de AFB1. Consiste em um risco principalmente para as
criangas, por serem grandes consumidoras de leite e consideradas mais sensiveis aos
efeitos adversos da toxina. Nas criangas, a capacidade para a biotransformacao de

carcindgenos é geralmente menor que em adultos (LOPEZ et al., 2003).

2.4.3 Producao de Micotoxinas

O crescimento fingico ¢ dependente de uma série de fatores, tais como:
atividade de 4gua (Aa), temperatura, substrato e interacdes microbianas
(ANDERSEN et al., 1996; LEE & MAGAN, 2000; MARTINS & MARTINS, 2002).
A Aa ¢ um dos principais fatores ambientais para controle do desenvolvimento
fungico e sua atividade metabolica (BRESLER et al., 1998), sendo considerado junto
com a temperatura, os mais criticos durante a estocagem (MONTANI et al., 1988).
Acredita-se que a fonte de nutrientes afeta a Aa minima para o crescimento
(WEARING & BURGESS, 1979) e estudos sobre substratos artificiais podem nao
representar a real capacidade de crescimento sobre um substrato natural (RAMOS et
al., 1998).

Os fungos estdo em contato direto com seus nutrientes no ambiente. Pequenas
moléculas (tais como aglcares simples e aminoacidos) que estdo em solugao ao redor
da hifa podem ser diretamente absorvidas. Grandes polimeros insoluveis tais como
celulose, amido e proteinas precisam sofrer uma digestao preliminar para poderem
ser aproveitadas, o que ocorre em fun¢do de enzimas extracelulares (por ex. celulase

e amilase) (MOORE-LANDECKER, 1972).
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0 metabolismo secundario ocorre otimamente apds a fase de crescimento
balanceado podendo estar associado a mudangas morfogenéticas, tais como a
esporulacdo. Para a produg¢do de micotoxinas além dos fatores ja citados, hd a
dependéncia de estarem presentes cepas toxigenas, pois dentro de uma mesma espécie
existem microorganismos produtores e ndo produtores de micotoxinas (SMITH &
MOSS, 1985). Ainda segundo esses autores, a presenca de insetos deve ser
considerada por serem responsaveis por danos fisicos aos graos e, conseqiientemente,
por facilitar a penetracdo fungica. O uso de fungicidas pode estimular a produgao
pelos fungos resistentes e sobreviventes (GAREIS & CEYNOWA, 1994 apud
D'MELLO & MACDONALD, 1997).

BACON et al. (1973) analisando a producdo de OTA por Aspergillus
ochraceus em ragdes para aves, encontraram como melhor combinacdo neste
substrato o uso de Aa 0,95 com temperatura de incubagdo de 30°C. RAMOS et al.
(1998) obtiveram maior produgdo de OTA utilizando temperatura de 30°C em graos
de cevada com Aa 0,98.

A temperatura 6tima para produgao de aflatoxinas esta entre 25 e 30°C (PITT
& HOCKING, 1997). Utilizando a incubag¢dao de 30°C, MONTANI et al. (1988)
verificaram que a melhor Aa para a producdo de aflatoxinas em milho foi 0,90,

quando comparada a de 0,87 ¢ 0,97 no mesmo substrato.
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 Local

As analises micoldgicas e micotoxicologicas foram realizadas nos laboratorios do
Nucleo de Pesquisas Micologicas e Micotoxicologicas (NPMM) do Departamento de
Microbiologia e Imunologia Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,

localizados no prédio do Projeto Sanidade Animal, convénio UFRRJ/Embrapa.

3.2 Amostras

Foram coletadas amostras correspondentes a média de expedi¢do da radicula
de cevada de um més de producao, a partir de uma malteria de Taubaté-Sao Paulo, no
periodo de julho de 2001 a dezembro de 2003. Enviadas ao laboratdrio e
imediatamente processadas. Para os experimentos de produg¢ao de micotoxinas em

radicula foi utilizada uma amostra de 5 kg de partida procedente da mesma malteria.

3.3 Espécies Fungicas de Referéncia

As espécies fungicas de referéncia foram cedidas pela micoteca do
Departamento de Biologia do Instituto Oswaldo Cruz-RJ, originalmente obtidas da
American Type Culture Collection (ATCC), Maryland — USA; do Northern Regional
Research Laboratory (NRRL), atual National Center For Agricultural Utilization
Research — USA (NCAUR) e da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) —
Brasil. As cepas produtoras de ocratoxina A foram: Aspergillus carbonarius (UFPE
n°® 1546 Catalogo URM 32 ed., 1996), A. niger (ATCC 1004) e A. ochraceus (NRRL
3174). Para a producao de aflatoxinas foi utilizada a cepa de A. flavus (NRRL 5520).

3.4 Composicao Nutricional da Radicula de Cevada

As analises percentuais das amostras de radicula de cevada foram realizadas
no laboratorio de Nutricao Animal do Instituto de Zootecnia, da Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, sob a supervisao do professor Dr. Augusto Vital. Foi avaliada
a proporcao de matéria seca, proteina bruta, extrato etéreo, fibra bruta, matéria
mineral e extrativo ndo nitrogenado. Amostras de cevada e malte também foram

analisadas, visando verificar as mudancas no perfil constitucional.
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3.5 Avaliacdo do Perfil Nutricional das Cepas de Referéncia pela Utilizacdo de
Compostos Carbonados

3.5.1 Hidrolise do amido

As cepas de referéncia foram avaliadas quanto a sua capacidade de produzir
amilase, através da inoculagdao no meio com amido solido em placa de Petri e liquido
em tubo de ensaio (ver apéndice). A incubagdo foi efetuada a 25°C durante sete dias.
Para a determinagdo da atividade amilolitica utilizou-se solucao de lugol tanto para a
cultura crescida em meio so6lido como em meio liquido. Neste ultimo, verificou-se
também a producao de agucar redutor através do método de Fehling e observou-se a
produgdo de acidos por adigdo de solugdo alcodlica a 1,6% de azul de bromotimol.

Cada teste foi realizado em um tubo diferente (CRUZ, 1985).

3.5.2 Hidrdlise da celulose

Empregou-se meio de cultura de Omelianski acondicionado em tubos de
ensaio com rosca, o qual ¢ isento de fonte de carbono. Este ¢ suplementado por uma
tira de papel de filtro estéril, que foi introduzido no meio apods a semeadura do fungo.
Os tubos, incubados a 25°C, foram observados semanalmente durante um periodo de
quatro meses, havendo evaporacao de liquido o volume inicial era completado com
agua destilada estéril. A hidrdlise da celulose foi considerada positiva onde houve
degradagdo da tira de papel. Verificou-se a presenca de agucares redutores pela

utilizagdo do reativo de Fehling (CRUZ, 1985).

3.6 Verificacdo da Capacidade Toxigena das Cepas de Referéncia

3.6.1 Producao de aflatoxinas e ocratoxina A

Foi utilizado o meio Agar coco (CAM) proposto por LIN & DIANESE (1976),
empregando leite de coco comercial (marca Sococo), diluido em agua destilada e
acrescido de 1,2% de agar-agar para solidificagdo (GATTI et al., 2003). Antes da
autoclavacdo a 120°C (Autoclave Vertical Phoenix mod. AV 75) por 15 minutos, foi
feita a verificagdo do pH do meio, corrigindo quando necessario através da adicao de

HCL ou NaOH para 6,9, sendo entao distribuido em placas de Petri estéreis.
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A partir dos tubos de MEA (Agar Extrato de Malte) formulado de acordo com
PITT & HOCKING (1997) removeu-se com o auxilio de al¢a de platina, fragmento
da colonia que foi semeado no centro da placa de CAM. Posteriormente, as placas
foram incubadas a temperatura de 25°C por sete dias. As placas foram examinadas no

sexto e sétimo dias em Cromatovisor ProdicilMR

equipado com lampada de radiagao
ultravioleta de 30 watts com comprimento de onda de 365 nm, quando verificou-se a

presenga de halo de fluorescéncia no meio.

3.6.2 Extracao das micotoxinas

Apobs o crescimento dos fungos, a colonia e o meio ao seu redor foram
recortados, triturados em gral e a toxina extraida pela adicdo de cloroférmio. O
macerado foi filtrado obtendo-se o extrato cloroféormico que a seguir foi concentrado

em Rotavapor (PEMEM BM- 102-ER) a um volume final de aproximadamente 2 mL.

3.6.3 Cromatografia em camada delgada (CCD)

Foram empregadas placas de 20x20 cm de silica Gel 60 com 0,2 mm de
espessura. Estas placas foram previamente ativadas por 60 minutos em temperatura
de 130°C. Foram aplicados 5 BL de cada extrato e dos padrdes em pontos
equiidistantes. Utilizou-se a fase movel composta por: tolueno: cloroférmio: acetato
de etila: acido foérmico (70: 50: 50: 10 v/v) de acordo com GIMENO (1980). Os
padroes utilizados de AFB1, AFB2, AFG1, AFG; e OTA foram preparados de acordo
com as recomendagdes adotadas pela AOAC (1990).

Apo6s o desenvolvimento por 50 min. em cromatotanque saturado, a
cromatoplaca foi observada em cromatovisor sob radiagdo UV de 365nm, para
evidenciacdo das manchas fluorescentes caracteristicas.

Os mesmos extratos empregados na CCD, foram filtrados em membrana
Millipore@ de 0,22 e avaliados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

As etapas de extracdo das toxinas e CCD foram realizadas em capela de

exaustdo de gases toxicos (ENGELAB).
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3.7 Producio Experimental de Aflatoxinas e Ocratoxina A na Radicula de Cevada

3.7.1 Preparo do indculo

Foram feitas suspensdes em agua peptonada 0,1% estéril das cepas de referéncia
cultivadas em tubo com meio MEA inclinado. A partir dessas suspensoes, homogeneizadas
por agitador de tubos tipo Vortex (sem marca, Industria Brasileira), aliquotas de 1 mL
foram inoculadas em placas de Petri com MEA, usando a técnica de Plaqueamento de
superficie. Apos sete dias de incubagdo a 25°C, foram selecionadas placas com
crescimento homogéneo, das quais retirou-se assepticamente “plugs” com 5 mm de
diametro (RAMOS et al., 1998; VELLUTI et al., 2000), para serem inoculados nos frascos

Erlenmeyer com a radicula estéril como substrato a ser testado.

3.7.2 Substrato

Frascos Erlenmeyer com capacidade de 500 mL, contendo 25 g de radicula de
cevada cada, foram autoclavados a 1200C por 20 minutos, para garantir eliminagdo da
microbiota inicial. As amostras foram submetidas a pesquisa prévia de micotoxinas.

A verificacdo da atividade de agua (Aa) foi realizada através do equipamento
Aqualab CX 2 com condicionamento de temperatura (Braseq), utilizando
metodologia descrita pelo fabricante. Como nao se teve acesso ao isoterma de sor¢ao
de agua especifico para radicula de cevada, foi feita uma adi¢ao seriada de agua
destilada para verificar quanto seria necessario acrescentar aos 25 g da radicula para
atingir a Aa desejada. Para equilibrar a Aa as amostras foram armazenadas sob
refrigeragdo por 48 horas, com homogeneizagdo periddica conforme recomendado
por RAMOS et al. (1998) e LEE & MAGAN (2000). Utilizou-se 5, 10, 15, 20, 25 e
30 mL de agua, 0 que correspondeu a 0,79; 0,82; 0,91; 0,93; 0,94 ¢ 0,95 de Aa,

respectivamente. Foram selecionadas trés Aa (0,82; 0,91 e 0,95).

3.7.3 Inoculag¢ao e incubacio

As cepas de referéncia foram inoculadas através de “plugs” de 5 mm de
diametro cada e os frascos incubados em Estufas BOD (Etica - Sdo Paulo, Brasil),
ajustadas para as temperaturas de 25 e 30°C. Para verificar efeito do tempo sobre

crescimento e Producao das micotoxinas, foram feitas avaliagdes em trés periodos de
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incubacao diferentes (7, 14 e 21 dias). Todo o experimento foi conduzido em

duplicata.

3.7.4 Extracao de micotoxinas na radicula

Utilizou-se a metodologia de extracao de micotoxinas proposta por SOARES
& RODRIGUEZ-AMAYA (1989), com modificagdes. Assim, o tempo de extragdo
foi prolongado para 60 min. de agitacdo em “shaker” (Orbit Shaker da Lab-Line
Instruments - USA, modelo no 3520) com 200 rotagdes por minuto. Todos os
reagentes foram empregados pela metade, para que fosse mantida a mesma proporgao
descrita na metodologia original. Esta reducdo foi proporcional para 25 g de radicula.
O extrato cloroformico obtido foi evaporado até o volume de 1,5-2,0 mL a 60°C em
rotavapor. Posteriormente, este volume foi filtrado através de membrana Millipore@
de 0,22 B, sendo acondicionado em frasco ambar, onde todo o volume foi seco sob

fluxo de nitrogénio e, armazenado em freezer até a etapa de deteccao.

3.7.5 Deteccao da aflatoxina B,

Os extratos de 4. flavus foram ressuspendidos com 500 pL de cloroférmio. Foi
utilizado o cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia - CLAE (Waters Associates@, Inc.,
Miliford, M.A. - EUA) equipado com duas bombas Waters (modelo 510), injetor
Rheodyne (Rheodyne®, Cotati, California - EUA) com loop de 20 uL, detector
Merck Hitachi UV-VIS L-4250 ajustado para comprimento de onda de 350 nm e
integrador Merck Hitachi As separacdes foram desenvolvidas em coluna de Silica
(VARIAM™, Wallnut Crek, CA - EUA) de 150 x 4,6 mm i.d., de particula com 5 um
de diametro. O padrio de aflatoxina B (Sigma co, St. Louis - EUA), foi calibrado
segundo a metodologia descrita no Manual de Métodos Oficiais de Analises da
AOAC (1990). Depois de diluido e quantificado (10,4 pg mL!) por
Espectrofotometro Shimadzu mod. 2001 (Shimadzu co.® , Kyoto, Japao), o padrao
de AFB; foi armazenado em frasco &mbar e mantido em freezer a -18°C. A fase mdvel
para CLAE em fase normal foi acetato de etila: n-hexano (3: 2,5 - v/v), com fluxo de

1,5 mL/min.

18



Os testes comprobatorios foram realizados por co-inje¢ao e analise espectroscopica
com UV do pico obtido por detector de arranjo de diodos L-3000 Merck-Hitachi, (Hitachi

Japdo) equipado com workstation com software de controle D-6.

3.7.6 Deteccao da ocratoxina A

Os extratos de A. ochraceus foram ressuspendidos usando 500 uL da fase
movel, composta de uma solugdo de metanol: 9% acido acético em agua, pH 2,3 (72:
28 — v/v). Foi utilizado o mesmo equipamento para CLAE descrito acima, com
detector de fluorescéncia Waters (modelo 420) e de absorvancia Lambda-Max Waters
(modelo 481) equipado com filtro de excitagdo de 330 nm e de emissdo de 460 nm.,
integrador registrador Waters (modelo 740). As separacOes foram realizadas em
coluna analitica de octadecilssilano Microsorb MV C18 (VARIAM™, Wallnut crek,
CA - EUA) de 250 x 4,6 mm i.d., com particula 5 p de didmetro. O padrdo de
ocratoxina A (Sigma co, St. Louis - EUA) foi diluido em benzeno:éacido acético (90:
10, v/v) de acordo com AOAC (1990) e preparada uma solug¢ao padrao estoque a uma
concentra¢do de 51,36 pg mL!' .Foi usado um fluxo de 0,5 uL/mL".

Os testes comprobatorios foram realizados por co-injecdo. A quantificacao dos
extratos foi possivel através da comparagdo da area do pico do extrato com o do
padrdo. Os picos das toxinas foram validados baseando-se no critério de relagdo de
altura minima 3:1 (sinal:ruido).

Os solventes utilizados tanto na cromatografia quanto no preparo dos padroes
foram de grau Uvasol ou LiChrosorv (Merck®-Quimitra- Rio de Janeiro, Brasil) e
submetidos a filtra¢do, antes do uso, em membrana Millipore (Millipore®, Bedford,
MA - EUA) tipo GVWP0047 de 0,47 p de didmetro de poro. A dgua empregada foi
purificada em sistema Milli-Q®.

Nos extratos de A. niger referentes ao periodo de incubagdo de 7 dias a OTA
nao foi detectada por CLAE. Assim, nas analises subseqiientes foi empregada apenas
a crOmatografia em camada delgada como procedimento de triagem. Como a OTA
nao foi detectada em nenhuma das amostras, a quantificagdo por CLAE ndo foi

realizada.
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3.7.7 Fator de recuperacao

Amostras de radicula de cevada, em frascos Erlenmeyer de 500 mL, foram
fortificadas com solucdes padrao de AFB; e OTA para concentracdes de 25, 50 e 150
ng g'. As amostras fortificadas foram analisadas em duplicata. Apos evaporagdo do
solvente do padrao, deu-se inicio aos processos de extracdo: método com 100 mL de
Cloroférmio para cada 25 g da radicula, com agitagcdo por 60 minutos (SABINO &
CORREA, 1981 método citado por SOARES & RODRIGUES-AMAYA com 50 g da
radicula (1989); método anterior com metade do tamanho da amostra a ser extraida e
metade de todos os reagentes e, ainda a metade da amostra e dos reagentes com
aumento do tempo de extracdo para 60 minutos sob agitacdo. A recuperacdo foi

calculada para cada método de extracao, a quantificacao foi realizada por CLAE.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise de composicao nutricional realizada em amostras de radicula de
cevada, cevada e malte forneceu os valores percentuais de matéria seca, proteina
bruta, extrato etéreo, fibra bruta, matéria mineral e carboidratos soluveis, cujos
resultados encontram-se na Tabela 4. Observa-se que a proporcao de proteina € bem
superior na radicula, quando comparada a encontrada tanto na cevada quanto no
malte. Esta quantidade de proteina ¢ que evidencia a radicula em um bom substrato

para a alimentac¢do animal.

Tabela 4. Resultado da andlise percentual da composicao nutricional das amostras de

cevada, malte e radicula.

Analise (%) Cevada Malte Radicula
Matéria seca 88,83 94,14 92,72
Proteina bruta 8,85 9,52 21,68
Extrato etéreo 1,75 1,77 1,25
Fibra Bruta 4,07 4,06 11,69
Matéria mineral 1,81 1,94 6,49
Extrativo ndo nitrogenado®* 72,35 76,85 51,61

* Carboidratos soluveis

A avaliagdo da capacidade celulolitica das cepas de referéncia testadas, quan®
semeadas em meio Omelianski, mostrou que todas foram capazes de degradar a
celulose até agucar redutor, apesar de Aspergillus flavus (NRRL 5520) ter apresentado
poucO crescimento apds 120 dias de incubagdo a 25 oc. A Figura 3 mostra o
crescimento de 4. niger (ATCC 1004) e A. ochraceus (NRRL 3174) sobre a fita de

papel (fonte de celulose), no meio Omelianski.
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Figura 3. Verificacao da utilizacao da celulose, em meio Omelianski de tira de papel
de filtro: (A) tubo com crescimento positivo (o da esquerda) e tubo
negativo (o da direita); (B) Aspergillus ochraceus (NRRL 3174) positivo;
(C) A4. niger (ATCC 1004) positivo.
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Quanto a capacidade de produzir amilase, apenas o A. niger mostrou-se negativo.
Entretanto, somente o A. flavus foi positivo para agiicares redutores (Tabela 5). O acesso aos
acucares redutores ( monossacarideos como a glicose e alguns dissacarideos) € necessario,
pois segundo SMITH E MOSS (1985) a glicolise precisa ocorrer para que exista uma
quantidade suficiente de acetii COA disponivel para a biossintese dos policetideos,

conseqiientemente para a formagao tanto das aflatoxinas quanto da ocratoxina.

Tabela 5. Utilizagdo de compostos carbonados pelas cepas fingicas de referéncia do
género Aspergillus testadas.

Fungos Celulase = Actcar redutor Amilase  Acucar redutor
A. carbonarius o + + -
A. flavus + + + +
A. niger + + - -
A. ochraceus + + + -

+ Hidrolise ou presenga
- Nao hidrolise ou auséncia

Como heterotréficos os fungos requerem compostos organicos para a sintese de
biomassa (anabolismo) e para produzir a energia que dirige essas reagdes (catabolismo),
ambos referidos como metabolismo primério (SMITH & MOSS, 1985). Segundo
GRIFFIN (1994), o metabolismo secundario freqlientemente ocorre apos o crescimento
ter estacionado devido a limitacao de nutrientes, mas com excesso de fontes de carbono
disponiveis. Nos testes de producdo de amilase, foi utilizado um periodo de 7 dias de
incubacdo. E possivel que este intervalo de tempo nao tenha sido suficiente para que o
fungo A. niger demonstrasse sua capacidade amilolitica, apesar de ser uma espécie muito
utilizada industrialmente por esta caracteristica. Pois de acordo com GRIFFIN (1994)
alguns fungos necessitam de um periodo maior de adaptacao ao substrato.

A avaliagao do perfil toxigeno das cepas de referéncia em Agar Coco (CAM)
mostrou que A. flavus foi produtor de AFB1, 0 A. ochraceus € o A. niger produziram OTA,
enquanto o A. carbonarius (UFPE 1546) ndao se mostrou toxigeno (Tabela 6). Os
resultados obtidos de producao das aflatoxinas estdo de acordo com a literatura (DAVIS &
DIENER, 1983; GATTI et al, 2003; VAAMONDE et al., 2003) a qual cita que o A.
parasiticus € capaz de produzir as aflatoxinas dos tipos B e G, enquanto geralmente o A.

flavus apenas produz as aflatoxinas do tipo B.
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A utilizacdo do meio Agar coco proposta por LIN & DIANESE (1976) para a
caracterizagao de fungos aflatoxigenos, teria inicialmente seu uso limitado a estes fungos.
Entretanto, sua aplicabilidade tem sido ampliada, j4 sendo conhecida sua utilidade na
verificagao de fungos produtores de citrinina (CRUZ et al., 1992) e ocratoxinas (HEENAN
etal., 1998).

Tabela 6. Teste de fluorescéncia em meio agar coco e confirmag¢do da producdo de
toxina pelas cepas de referéncia por cromatografia em camada delgada (CCD).

Fungos Fluorescéncia Toxina/ CCD

A. carbonarius - —

A. flavus + (azul) AFB;
A. niger + (esverdeada) OTA
A. ochraceus + (esverdeada) OTA
+ positiva

- negativa ou ndo detectada

Os resultados de perfil toxigeno foram obtidos por fluorescéncia em CAM e por
CCD. A necessidade de confirmacdo da toxina produzida no meio CAM, através de
andlises cromatograficas complementares foi relatada por CRUZ (1997) e GATTI et al.
(2003), estes ultimos verificaram que a auséncia de fluorescéncia em CAM nao implica
em carater atoxigeno. O Unico fungo, neste experimento, a ndo apresentar fluorescéncia
em CAM foi 0 A. carbonarius, a partir do qual também nao foi detectada a toxina através
de CCD. Desta forma, o A. carbonarius foi excluido do experimento de avaliagao do
substrato radicula para a producao das micotoxinas testadas.

Seguindo recomendagdes da literatura (SOARES, 2003) foi feita a validagdo do
método de extragdo de micotoxinas intralaboratorialmente. Foram selecionados quatro
processos de extragdo: utilizando 100 mL de cloroférmio para cada 25 g da radicula com
agitacio por 60 minutos (SABINO & CORREA, 1981); método citado por SOARES &
RODRIGUES-AMAYA (1989); método anterior com metade do tamanho da amostra a
ser extraida e metade de todos os reagentes e, ainda também utilizando a metade da
amostra e dos reagentes com aumento do tempo de extragao para 60 minutos sob agitacao.
Através da adi¢do dos padrdes de OTA e AFB; foi feita a recupera¢dao dos métodos citados
acima. O ultimo foi o selecionado para este experimento por ter apresentado o melhor

resultado, obtendo uma recuperagao média de 86% e de 82% para amostra de radicula com
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150 ng g de AFB; e 150 ng g' de OTA, respectivamente. Esta recuperagdo pode ser
considerada boa de acordo com HORWITZ & ALBERT (1991), os quais aceitam
recuperagoes superiores a 60% como validas.

Entre o periodo de julho de 2001 e dezembro de 2003, foram feitas pesquisas de
micotoxinas na radicula. A partir de um total de 30 amostras analisadas apenas uma
apresentou concentragao trago de ocratoxina A (>0,7 ng g"), em todas as amostras restantes
nao foram detectadas micotoxinas. Estas amostras vieram diretamente da malteria e
encontravam-se armazenadas com baixa atividade de agua (ao redor de 0,53). A grande
preocupacdo com este substrato ¢ o periodo de armazenagem, principalmente quando
realizado nos estabelecimentos destinados a criacao de suinos e bovinos, os quais podem
nao apresentar um controle adequado.

No experimento para avaliar a capacidade da radicula de cevada como substrato
para a producgao de micotoxinas, foi constatada sua condi¢ao para a produgao de AFB; pela
cepa de A. flavus (NRRL 5520), mas principalmente, para a sintese de OTA pela cepa de
A. ochraceus (NRRL 3174). Os valores médios de producao encontram-se na Tabela 7. Os
cromatogramas no sistema CLAE dos extratos do experimento de producdo de AFBI1 e

OTA estao exemplificados nas Figuras 4 e 5, respectivamente.

Tabela 7. Produ¢ao média de AFB; e OTA sobre radicula com diferentes atividades
de agua, inoculada com espécies de Aspergillus e incubada a 25 e 30°C, apos trés
periodos de incubacao (7, 14 e 21 dias).

Concentracdo da toxina (ng toxina / g de radicula)

Espécies de

Aspergillus Aa - 250.C - - 3OO.C ;

7 dias 14 dias 21 dias 7 dias 14 dias 21 dias
A. flavus 0,82 48.47 176,65 45,49 23,72 44,76 90,85
(NRRL 5520) 0,91 135,16 39,56 60,83 27,00 19,53 58,15
AFB1 0,95 136,57 93,00 1150,83 15,59 18,63 35,91

A. ochraceus 0,82 3103,55 28877,01 22120,37 683,22 27995,55 24910,36
(NRRL 3174) 0,91 16294,56 728475 5197,64 9441,56 5475,60 4399,56

OTA 0,95 903552 7209,40 9473,42 2281,98 295393 2627.66
A. niger 0,82 ND ND ND ND ND ND
(ATCC 1004) 0,91 ND ND ND ND ND ND
OTA 0,95 ND ND ND ND ND ND

ND - Nio detectada
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Figura 4. Cromatogramas: (A) padrio de AFB; com 10,4 pg mL!; (B) amostra de
radicula de cevada com Aa 0,95 inoculada com Aspergillus flavus (NRRL
5520) e incubada a 25°C por sete dias. Detector Merck-Hitachi UV-VIS
L-4250 ajustado para comprimento de onda de 350 nm. Coluna: Silica de
150 x 4,6 mm 1.d. Fase movel composta por acetato de etila: n-hexano (3:
2,5, v/v), com fluxo de 1,5 mL/min.
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Figura 5. Cromatogramas: (A) padrdo de OTA com 51 ,36 ug mL!; (B) amostra de
radicula de Cevada com Aa 0,91 inoculada com Aspergillus ochraceus
(NRRL 3174) e incubada a 30°C por 14 dias. Detector de fluorescéncia
Waters (modelo 420) e de absorvancia Lambda-Max Waters (modelo 481)
equipado com filtro de excitacdo de 330 nm e de emissdao de 460 nm.
Coluna- Octadecilssilano Microsorb MV C18 de 250 x 4,6 mm id. Fase
movel: metanol: 9% acido acético em agua Milli-Q, pH 2,3 (72: 28 - v/v)
com um fluxo de 0,5 mL/min.
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A producao de AFB; pela cepa de A. flavus foi analisada em trés diferentes
condi¢des de atividade de dgua (Aa) e duas temperaturas de incubagdo. Dentre as
amostras incubadas a 25°C as que tinham Aa inicial 0,95 alcancaram a maior
producio média (1151 ng g™) aos 21 dias apds a inoculagdo (Figura 6A). BRESLER
et al. (1998) também obtiveram o maximo de producao de aflatoxina aos 21 dias, ao
avaliar graos de amaranth incubados a 25°C com Aa 0,90. No entanto, sob a
temperatura de 30°C, a Aa 0,82 mostrou-se mais adequada a produgdao de AFBi na
radicula, alcangando a concentragio média de 91 ng g'! também aos 21 dias de
incubagdo (Figura 6B), O que esta de acordo com a literatura (PITT & MICAMBLE,
1995), a qual cita que com o aumento da temperatura ha uma diminui¢do da Aa
minima necessaria ao desenvolvimento do 4. flavus.

Os niveis de aflatoxina produzidos foram mais baixos sob a temperatura de
incubacao de 30°C, independente da Aa inicial utilizada. Essa concentragdo mais
baixa pode ser atribuida ao mais rapido uso do substrato para o desenvolvimento
micelial e crescimento fungico (ELLIS et al., 1993).

Ao comparar os niveis de AFB; produzidos na radicula com aqueles
encontrados no milho por MONTANI et al. (1988) sob condicdes similares de
incubagio, os quais Verificaram a produ¢do de mais que 200.000 ng g” com Aa 0,90
e mais que 20.000 ng g'! a 0,87 apos 16 dias a 30°C, pode-se considerar a radicula
pobre substrato para a producao de aflatoxina. Entretanto, uma conclusao mais segura
requer a utilizagdo de um numero maior de cepas flingicas aflatoxigenas, pois
diferencas na producdo podem ser atribuidas a cepa fungica utilizada (BRESLER et
al., 1998).
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Figura 6. Producao de AFB| por Aspergillus flavus (NRRL 5520), sob trés diferentes

condig¢des de Aa: (A) quando incubado a 25°C; (B) incubado a 30°C.
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A producdo de OTA pela cepa de A. ochraceus também foi avaliada sob
diferentes condigdes de Aa e temperatura. Para esta toxina, a Aa inicial de 0,82
mostrou-se melhor para a producdo, em ambas temperaturas de incubacdo (25 e
30°C). E, as maiores concentracdes foram atingidas aos 14 dias apods inoculagdo
(Figura 7A e B). BACON et al. (1973) sugerem que a produgdo de OTA ocorre
proximo as condicdes 6timas de crescimento do A. ochraceus, que corresponde a uma
temperatura de 24-3 IOC (PITT & HOCKING, 1997). As temperaturas de incubagao
utilizadas neste experimento encontram-se no intervalo descrito acima e, permitiram
a produ¢do de OTA em concentragdes de até quase 30.000 ng g™ de radicula, ou seja,
quase 30 ppm (partes por milhao).

Segundo WEARING & BURGESS (1979) ¢ MOSS (1996) a fonte de
nutrientes afeta a Aa minima para o crescimento fingico. Foi observado que para o
substrato radicula de cevada a Aa mais baixa (0,82) foi o suficiente para a producao
das micotoxinas avaliadas, o que torna ainda mais necessario o controle da umidade.
O tempo de incubagao também ¢ um fator a ser considerado, RAMOS et al. (1998)
Obtiveram uma produ¢do maxima de OTA em graos de cevada, com Aa 0,98 apos
tré€s semanas de incubacgdo. No entanto, neste experimento a maior produgdo de OTA
ocorreu apds duas semanas e com uma Aa bem mais baixa (0,82).

O A. niger (ATCC 1004) ndo produziu OTA na radicula, durante todo o periodo
do experimento, apesar de ter apresentado excelente conidiogénese (crescimento) nas
diferentes condicdes de Aa. A correlagdo entre esporulacdo e formagdo de toxina
também nao foi verificada por VELLUTI et al. (2000) ao avaliar o crescimento de
espécies de Fusarium. O A. niger ndo sintetizou a toxina na radicula embora a tenha
Produzido no meio Agar coco. Isto pode ser explicado por uma possivel perda da

capacidade amilolitica, como verificado na analise nutricional das cepas.
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A contaminacdo dos alimentos por fungos toxigenos ¢ um fato preocupante,
de tal maneira que, tem-se implementado medidas de controle destes em alimentos e
ragOes animais. O fato de ter ocorrido a producdo das micotoxinas na radicula em
concentragdes de até ppm, justifica a preocupacao de que havendo a producdo em
pequenos pontos isolados, possa ocorrer a contaminacdo de todo um lote, quando
realizada a mistura do material.

Os cuidados com a armazenagem dos alimentos destinados aos animais,
principalmente por aqueles em regime de confinamento, devem ser rigorosos mesmo
para substratos inicialmente secos, tais como a radicula de cevada. Eles sdo
necessarios para se evitar surtos de micotoxicoses, como o descrito por ROSA et al.
(1985), que ocorreu em criagdo de suinos devido a ingestdo de cevada contaminada
com a micotoxina citrinina. Neste experimento trabalhou-se com elevagdao da Aa
inicial, isto significa que se em algum momento do transporte ou armazenamento da
radicula ocorrer uma elevacao da umidade, esta pode favorecer a produgao de
micotoxinas, comprometendo a qualidade do alimento.

O conhecimento da micobiota toma importancia na medida em que a adigao
da radicula a ragdo animal possa servir de inoculo. Paralelo a este experimento deu-
se inicio a um levantamento da micobiota contaminante deste substrato.

Neste estudo foi verificado que o substrato radicula de cevada fornece
condicdes para o desenvolvimento fingico e a produgdo de AFB; e OTA. Entretanto,
serdo necessarios mais estudos utilizando um maior nimero de temperaturas de
incubacao e Aa mais baixas, a fim de verificar o limiar para o crescimento fungico e
producdo das micotoxinas, inclusive verificando a produg¢do das micotoxinas sob
influéncia da variacdo de pH. Tais estudos sdo necessdrios para a elaboracdo das
melhores medidas de controle. Segundo ABARCA et al. (2001), o mais efetivo
método para proteger os consumidores dos efeitos toxicos de AFB; e OTA ¢ realizar
boas praticas para prevencdo do crescimento fungico e da formacdo destas

micotoxinas durante a produgao e processamento do alimento.
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5- CONCLUSOES

1. Aspergillus flavus (NRRL 5520) foi produtor de AFB; quando cultivado em
Agar coco (CAM), A. ochraceus (NRRL 3174) e A. niger (ATCC 1004) produziram OTA
em meio CAM e, A. carbonarius (UFPE 1546) mostrou-se atoxigeno em CAM.

2. Todas as cepas de referéncia utilizadas foram celuloliticas em meio de
Omelianski, chegando até agticar redutor (Fehling +).

3. A.flavus, A. carbonarius e A. ochraceus foram amilase +, enquanto o 4. niger
ndo se mostrou amilolitico.

4. O método de extragdo sugerido por SOARES & RODRIGUES-AMAYA
(1989), com modificacdes, apresentou adequada recuperagao para a radicula de cevada.

5. De 30 amostras de radicula analisadas, no periodo de julho de 2001 a
dezembro de 2003, apenas uma apresentou concentragao trago de ocratoxina A (> 0,7 ng
g?), em todas as amostras restantes ndo foram detectadas micotoxinas.

6. O A. carbonarius (UFPE 1546) nao foi usado na avalia¢do da radicula de
cevada como substrato para produgdo de micotoxinas, por ter se mostrado atoxigeno em
CAM.

7. O A. niger (ATCC 1004) ndo produziu OTA na radicula durante todo o
periodo do experimento.

8. Aradicula permitiu a producao de AFB; pela cepa de A4. flavus (NRRL 5520)
a partir dos sete dias de incubagao, atingindo o maximo aos 21 dias.

9. A radicula mostrou-se um bom substrato para a producao de OTA pela cepa
A. ochraceus (NRRL 3174), a partir dos sete dias, com méximo de produgdo observado
aos 14 dias de incubacio.

10. No substrato seco (Aa ao redor de 0,53), micotoxinas nao foram detectadas.

Entretanto, uma Aa de 0,82 permitiu a produgao em concentragdes de até ppm.
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7 - APENDICE

Composi¢ao dos meios de cultivo utilizados no isolamento dos fungos e
verificagdo do perfil toxigeno; meios e reagentes usados na caracterizagao nutricional
das cepas de referéncia.

e Agar coco (CAM)

Leite de coco (S0COCO) .....uvvvvvirerrirennreeennnen. 200 mL
AZAT-AZAT ..o, 12¢g
Aguadestilada ........ccoooeeeiiiiiiii s 600 mL

Autoclavar a 121 °C por /5 mm.
Ajustar o pH em 6,9 (GATTI, 1997).

e Agar Extrato de Malte (MEA)

Extrato de malte ...........cccceevviiiiiiiiieiiieciee, 20¢g
Peptona bacterioldgica .........cceeveeeeeeieecieennnennne. lg
GLICOSE vvveeiieeieeeieeee et 20¢g
AGAT-AZAT ..eiiiiiiiiiieeeiiee e 20g
Aguadestilada ........ccoooveeiiiiiiiii s 1000 mL

Esterilizar por autoclavac¢ao a 121 °C por /5 min. (PITT & HOCKING, 1997).

e Meio com amido

Amido soluvel ........ccoeevveviiiiiieieeeeee, 2¢g
Peptona ......cooociiieiiiiee e 10 g
AGAT-AZAT ..eieiiiiiiieeeeiieee e 30g
Agua destilada ..........cocoveeeeeeoieeieeeeeen, 1000 mL

Fundir e Autoclavar a 121 °C por /5 mm.
Para cada fungo utilizar uma placa com meio solido e 3 tubos com meio liquido (sem
agar-agar).

e Meio Omelianski

Sulfato de amonio .........cceevvveeeieecieniierieee lg
Fosfato di-potassio ........cccceeeeevveeciieecieennieenne, lg
Sulfato de magnésio .........ccccceevvvieeiieeernveeennne. 0,5¢g
Cloreto de sOdio ......c..eeeeeeevveeeeeciiieeceeiieeeen, tracos
Carbonato de calcio .......cccoecveecieerciieiieiiene, 2¢g
Aguadestilada........cocovveeiiiiiiiiiiiiiie 1000 mL

A solugdo pronta é armazenada sob refrigeracdo. E um meio isento de fontes de
carbono, que serd suplementado por tira de papel de filtro, previamente esterilizado.
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REAGENTES

e Solucgao de lugol

[odo Metalico ......ccvevvveeiieeieeiieeeee e, lg
KT e 2g
Aguadestilada .........ccceveeiiiiiiiiiiiee 300 mL

e Azul de Bromotimol

Azul de Bromotimol ... 1,6 g
Alcool a96°......cvieeeeee e 100 mL

e Reagente de Fehling

Sol. A: dissolver 34,65 de sulfato de cobre em agua destilada e completar para 500
mL.

Sol. B: dissolver 173 g de tartarato de potassio e sddio (sal de Rochelie ou sal
Seignette) e 125 g de KOH em agua destilada e completar para 500 mL.
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