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RESUMO

A ocratoxina A (OTA) € uma micotoxina encontrada em varios alimentos como, por
exemplo, cereais, café, cacau, uva, especiarias, cerveja, vinho, ovos e carnes,
sendo produzida por fungos dos géneros Aspergillus e Penicillium. O Brasil € o
maior produtor e exportador de café, entretanto, a OTA tem sido avaliada com niveis
de contaminacao variando significativamente no pais. Atualmente, muitos paises
possuem legislacdes estabelecendo limites maximos de OTA em vérios alimentos.
Na tentativa de minimizar as concentracfes desta micotoxina nos alimentos, sao
utilizados métodos de controle fisicos, quimicos ou biolégicos. Embora, métodos
fisicos e quimicos de desintoxicacdo tenham sido testados, nenhum possui
realmente a eficacia e seguranca necessarias. Dessa forma, recentemente,
pesquisas tem relatado a utilizacdo de micro-organismos e extratos de plantas como
possiveis controladores da OTA. Neste sentido, os objetivos do presente trabalho
foram avaliar fungos isolados de grédos de café na inibicdo de crescimento e
producdo de OTA pelos fungos Aspergillus ochraceus, Aspergillus westerdijkiae,
Aspergillus niger e Aspergillus carbonarius; avaliar o potencial de extratos de erva
mate na inibicdo de crescimento dos mesmos fungos produtores de OTA; e utilizar a
técnica da espectroscopia no infravermelho para a elaboracdo de um modelo
guimiométrico eficiente na identificacdo das espécies de Aspergillus produtoras de
OTA. Os testes de inibicdo de crescimento foram realizados pela técnica do
crescimento radial. Para a quantificacdo de OTA, trés plugs de 6mm do meio de
cultivo foram retirados, apés o teste de crescimento, e extraidos com metanol, em
seguida avaliados por Cromatrografia Liquida de Alta eficiéncia (CLAE). Para as
analises da espectroscopia no infravermelho os fungos foram crescidos por 4 dias a
28+0,5°C, o micélio foi raspado e em seguida os espectros foram capturados no
modo transmitancia com intervalo espectral de 4000 a 400 cm™. O modelo
guimiométrico desenvolvido com base na espectroscopia no infravermelho foi capaz
de distinguir corretamente as espécies altamente relacionadas, tais como A. niger e
A. carbonarius. No entanto, a diferenciacao de A. ochraceus e A. westerdijkiae ndo
foi possivel em todos os casos. Em relagcéo a inibicdo de crescimento e producao de
OTA por fungos, todos os fungos testados foram capazes de inibir tanto o
crescimento quanto a producéo de OTA. As porcentagens de inibicéo de
crescimento variaram de 18,30% a 100% e porcentagens de inibicdo da producéo de
OTA variaram de 43,45% a 100%. A linhagem A. niger C187 nao toxigénica,
apresentou os melhores resultados para ambos os testes. A utilizacdo de extratos de
erva-mate na inibicdo de crescimento de fungos produtores de OTA, apresentou
uma inibicdo discreta para os fungos A. westerdijkiae e A. ochraceus (0,54% a
13,27%) com extratos nas concentracdes de 0,1g/L, 0,5¢/L e 10g/L. Para as
espécies A. niger e A. carbonarius néo foi observado inibicdo em nenhuma das
concentracdes e extratos testados. Os fungos isolados de graos de café
apresentaram-se como uma alternativa no controle da OTA em alimentos.

Palavras chave: Aspergillus; Espectroscopia no infravermelho; Modelo
quimiométrico; Inibigdo; Ocratoxina A.



ABSTRACT

Ochratoxin A (OTA) is a mycotoxin found in several foods, such as cereals, coffee,
cocoa, grapes, spices, beer, wine, meat and eggs, being produced by fungi
Aspergillus and Penicillium genera. Brazil is the leading producer and exporter of
coffee, however, the OTA have been evaluated with levels varying significantly in the
country. Currently, many countries have legislation setting maximum limits of OTA in
several foods. Control methods are used in order to minimize the concentrations of
this mycotoxin in foods, the methods used may be physical, chemical or biological.
Although physical and chemical methods of detoxification have been tested, none
really has the necessary effectiveness and safety. Thus, recently, studies have
reported the use of microorganisms, and plant extracts as possible controllers of
OTA. In this regard, the aims of this study were to assess fungi isolated from coffee
beans in growth and OTA production inhibition by Aspergillus ochraceus, Aspergillus
westerdijkiae, Aspergillus niger and Aspergillus carbonarius; to evaluate the potential
of yerba mate extract in inhibiting growth of the same OTA producing fungi; and to
use infrared spectroscopy technique for the development of an efficient chemometric
model to identify the Aspergillus species producing OTA. Growth inhibition test were
performed by the radial growth technique. For the quantification of OTA, three plugs
6mm culture medium were removed after growth test, extracted with methanol and
then analyzed by High Performance Liquid Chromatography (HPLC). For the
analysis of infrared spectroscopy, fungi were grown for 4 days at 28 + 0.5°C, the
mycelium was then scraped and the spectra were captured in transmittance mode
with a spectral range 4000-400 cm. The chemometric model developed based on
infrared spectroscopy was able to correctly distinguish the highly related species,
such as A. niger and A. carbonarius. However, the differentiation of A. ochraceus and
A. westerdijkiae was not possible in all cases. With regard, growth and production
OTA inhibition by fungi, all the fungi tested were able to inhibit growth and production
OTA. The percentage growth inhibition ranged from 18.3% to 100% and the
percentage inhibition OTA production ranged from 43.45% to 100%. The strain A.
niger C187 non-toxigenic, showed the best results for both tests. The use of yerba
mate extracts in growth inhibition of OTA producers fungi has shown a slight
inhibition to fungi A. westerdijkiae and A. ochraceus (0.54% to 13.27%) with extracts
at concentrations of 0.1g/L, 0.5g/L and 10g/L. For A. niger and A. carbonarius
inhibition was not observed in any of the tested concentrations and extracts. The
fungi isolated from coffee beans are presented as an alternative to control the OTA
food.

Keywords: Aspergillus; Infrared Spectroscopy; Chemometric model; Inhibition;
Ochratoxin A.
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1. INTRODUCAO

O café é um produto agricola de extrema importancia econémica e social para
o Brasil. A ocratoxina A (OTA) em gréos de café tem sido avaliada com niveis de
contaminacdo variando significativamente no pais (BATISTA et al., 2009;
IAMANAKA et al., 2014).

Diversos efeitos toxicos da ocratoxina A tém sido descritos, como inibicdo da
sintese de proteinas, estresse oxidativo e danos no DNA (ALMELA et al., 2007;
MECA, RITIENI, 2009). Além disso, esta micotoxina € considerada nefrotdxica,
citotdxica, imunossupressora (RINALDI et al., 2007; PATHARAJAN et al., 2011) e
segundo a Agéncia Internacional de Pesquisa do Cancer, a OTA € possivelmente
carcinogénica (IARC, 1993; FIORI et al., 2014).

Varios paises estabeleceram limites maximos de ocratoxina A para alimentos.
A Uniao Européia introduziu limites de OTA para o café, de 5 ug/kg para café torrado
e 10 pg/kg para café soluvel (EUROPEAN COMMISSION, 2006). Em 2011 a
ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), publicou a RDC n°7 que dispbe
sobre limites maximos tolerados (LMT) para micotoxinas em alimentos. Nesta RDC
foram dispostos os LMT para OTA em café torrado e soluvel de 10 pg/kg.

Por tais efeitos, como medida de precaucéo é geralmente recomendado que a
incidéncia de OTA, como de outras micotoxinas, em produtos alimentares, seja
minimizada tanto quanto possivel. O controle do crescimento dos fungos produtores
de micotoxinas € feito através de produtos sintéticos, entretanto, estes produtos
podem ser prejudiciais a saude, assim, pesquisas tém sido realizadas na tentativa
de encontrar meios naturais capazes de inibir o crescimento de fungos produtores
de micotoxinas.

O controle de fungos produtores de micotoxinas por micro-organismos
antagonistas € uma alternativa eficiente para o uso de fungicidas sintéticos
(BARBERIS et al. 2014). Extratos de plantas surgem com o mesmo objetivo, como a
erva-mate, na qual varios compostos quimicos foram identificados e acredita-se que
eles sdo os responséaveis pelas propriedades da planta, como acdo antioxidante,
antimicrobiana e anticancerigena (FUJII et al., 2004).

A OTA deriva do nome de Aspergillus ochraceus, do qual foi primeiramente
isolada (VAN DER MERWE et al., 1965). Entretanto ela pode ser produzida por
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varios outros fungos, tais como A. carbonarius, A. niger, A. westerdijkiae e
Penicillium verrucosum (TEREN, PALAGYI, VARGA, 1997; SAMSON et al., 2004;
FRISVAD et al., 2004; ABRUNHOSA, SANTOS, VENANCIO, 2006). No Brasil,
estudos tém demonstrado que A. ochraceus, A. westerdijkiae, A. steynii, A.
carbonarius e A. niger sdo as principais espécies responsaveis pela presenca de
OTA em graos de café (TANIWAKI et al., 2003; FRISVAD et al., 2007; MATA et al.,
2007).

A espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR) tem
sido utilizada em varias areas da microbiologia, como taxonomia (GARON et al.,
2010; NAUMANN, 2009), diagndstico clinico (ESSENDOUBI et al., 2007; JINENDRA
et al., 2010), controle da qualidade de alimentos (TALLADA et al., 2011), deteccéo
de micotoxinas (DACHOUPAKAN, PUTTHANG, SIRISOMBOON, 2013; BOZZA et
al., 2013). Na espectroscopia FT-IR uma amostra é irradiada por luz vermelha,
resultando na absorcdo de energia pelas vibracdes moleculares. Os espectros
formados podem ser atribuidos a vibracées moleculares de compostos especificos
tais como lipidios, proteinas, compostos contento fosfato como RNA e DNA e
fosfolipidios, fornecendo impressdes digitais que podem ajudar a classificar espécies
de micro-organismos (NAUMANN, 2009).

As espécies de Aspergillus produtoras e nao produtoras de OTA séo
extremamente relacionadas e morfologicamente similares. Identificacdo por
marcadores moleculares sdo muitas vezes limitados e abordagens mais modernas,
como perfil polifdsico, mostram resultados relevantes, entretanto podem ser
demorados e improprios para o uso rotineiro (TRALAMAZZA et al., 2013).

Assim, os objetivos do presente trabalho estdo envolvidos com as estratégias
de controle da ocratoxina A em alimentos, sendo avaliado o potencial de inibicdo do
crescimento de fungos potencialmente produtores de ocratoxina A, por extratos de
erva-mate. Ao mesmo tempo foi avaliado o potencial inibitério dos fungos isolados
de gréos de café frente ao crescimento e producdo de ocratoxina A de espécies de
Aspergillus. Adicionalmente, a técnica de FT-IR foi utilizada para identificagdo de
espécies de Aspergillus produtoras de ocratoxina A através do desenvolvimento de

um modelo quimiométrico.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a capacidade de fungos isolados de gréos de café e de extratos de
erva-mate no controle de fungos produtores de ocratoxina A e utlizar a

espectroscopia no infravermelho na identificagdo de espécies de Aspergillus.

2.2 Objetivos especificos

e Adaptar um método tradicional de preparo de amostra para andlises por
espectroscopia no infravermelho;

e Desenvolver um modelo quimiométrico com base na espectroscopia no
infravermelho capaz de identificar corretamente as espécies de Aspergillus
isoladas de graos de café;

e Avaliar o potencial de fungos isolados de gréos de café e de extratos de erva-
mate na reducéo de crescimento de fungos produtores de ocratoxina A;

e Analisar o potencial de fungos isolados de graos de café na reducdo da

producado de ocratoxina A produzida por espécies de Aspergillus.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1Micotoxinas

As micotoxinas sao produtos do metabolismo secundéario (metabdlitos que
nao sdo essenciais para 0 seu normal crescimento, desenvolvimento e reproducao)
de algumas espécies de fungos, que quando ingeridas por animais, incluindo o
homem, causam alteracBes bioldgicas prejudiciais a saude (ABRUNHOSA,
PATERSON, VENANCIO, 2010).

Segundo Abrunhosa (2008), as micotoxinas sao produzidas a partir das vias
metabdlicas dos policetideos, dos terpendides e de alguns processos que usam
aminoacidos essenciais. Possuem baixa massa molecular e estruturas quimicas
diversificadas. A diversidade das estruturas quimicas das micotoxinas vai desde a
presenca de um unico anel heterociclico a até oito anéis associados, 0 que esta
relacionado a diversidade de efeitos téxicos (EDWARDS, O’CALLAGHAN,
DOBSON, 2002).

Desde a idade média tem-se o conhecimento de doencas causadas por
micotoxinas, como o "fogo de Santo Antbnio". Entretanto, somente na década de 60
as micotoxinas ganharam relevancia, quando cem mil perus morreram devido a
deficiéncia e necrose hepatica na Inglaterra. Apés investigacoes, foi descoberto que
os animais foram alimentados com uma dieta rica em amendoim e este estava
altamente contaminado com Aspergillus flavus, sendo sua toxina posteriormente
denominada aflatoxina (GOLDBLATT, 1969). A aflatoxina pode causar fortes efeitos
carcinogénicos e gerar problemas hepéticos (CARDWELL, 2001).

As micotoxinas mais comuns sdo as aflatoxinas, ocratoxinas, tricotecenos
(deoxinivalenol e toxina T2), zearalenonas e fumonisinas (BHAT et al.,, 2010;
AFSAH-HEJRI et al., 2013). Embora aproximadamente 300 micotoxinas diferentes
tenham sido identificadas, apenas 20 tipos de micotoxinas, produzidas por diferentes
espécies, sdo encontradas com frequéncia em quantidades suficientes para
constituirem um verdadeiro risco para a saude alimentar, como observado no
QUADRO 1 (GEISEN, 1998 apud SARTORI et al., 2006).
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Género Micotoxinas

Alternaria Acido tinuazénico, alternariol, alternariol metil-éter

Aspergillus Aflatoxina, Ocratoxina, Acido Ciclopiazénico, Patulina, Citrinina e Ergo
Alcaloides

Claviceps Ergo-alcalbides

Fusarium Fumonisina, Zearalenona, Deoxinivalenol, Nivalenol, Toxina T2

Penicillium Aflatoxina, Ocratoxina, Acido Ciclopiazonico, Patulina, Citrinina e Ergo
Alcaloides

QUADRO 1 - MICOTOXINAS MAIS RELEVANTES PARA A SEGURANCA ALIMENTAR
PRODUZIDAS POR DIFERENTES GENEROS DE FUNGOS FILAMENTOSOS.

FONTE: ABRUNHOSA, 2008; KRSKA, CREWS 2008; AFSAH-HEJRI et al., 2013.

As micotoxinas podem ser encontradas em varios produtos agricolas, como
cereais, milho, frutas secas, frutas in natura, sementes oleaginosas e especiarias.
Entretanto, as micotoxinas sdo capazes de se acumular ao longo da cadeia
alimentar, podendo ser encontradas em produtos pecuarios, como o leite, ovos e
carne de animais (QUADRO 2) (ABRUNHOSA, 2010; PFOHL- LESZKOWICZ,
MANDERVILLE 2007; AFSAH-HEJRI et al., 2013).

Na grande maioria dos casos, as micotoxinas sdo formadas no campo,
enquanto as colheitas agricolas acontecem (BHAT et al., 2010). Nestas situacdes
sdo produzidas por fungos que possuem frequentemente uma associacdo ecologica
com a planta. Assim, é comum encontrar a ligacdo entre certas espécies de
micotoxinas com determinados produtos agricolas (Aspergillus flavus/ aflatoxinas em
amendoins; Penicillium expansum/ patulina em macas). Entretanto, as micotoxinas
também podem ser formadas no periodo de pds-colheita, durante o seu transporte e
armazenagem, especialmente se as condicfes ndo forem as mais adequadas
(ABRUNHOSA, 2008; BHAT et al., 2010).
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Produtos agricolas Micotoxinas
Amendoins Aflatoxina, acido clicopiazénico
Café Ocratoxina A, esterigmatocistina
Carnes e ovos Patulina, citrinina, ocratoxina A, acido clicopiazdnico
Cereais Desoxinivalenol, nivalenol, toxina T-2, zearalenona, alternariol,

alternariol metil-éter, acido tenuazonico, fumonisinas, ocratoxina A,
citrinina, esterigmatocistina

Figos Ocratoxina A

Frutos secos Aflatoxina, ocratoxina A

Macas Patulina, citrinina

Milho Aflatoxina, desoxinivalenol, nivalenol, zearalenona, fumanisinas, toxina
T-2, citrinina

Produtos lacteos Aflatoxina M1 e My, acido clicopiazdnico, ocratoxina A

Sementes oleaginosas Aflatoxina, acido tenuazénico, alternariol

Uvas Ocratoxina A

QUADRO 2 — PRINCIPAIS MICOTOXINAS ENCONTRADAS EM ALGUNS PRODUTOS AGRO-
ALIMENTARES.

FONTE: ABRUNHOSA, 2008.

3.20cratoxina A

O grupo das micotoxinas designadas como ocratoxinas (ocratoxina A, B e C),
caracteriza-se por possuir uma estrutura molecular que consiste basicamente de
uma B-fenilalanina ligada a uma isocumarina, mediante uma ligacdo amida (FIGURA
1). A ocratoxina A (OTA) apresenta fluorescéncia verde quando exposta a luz
ultravioleta e possui uma molécula de cloro em sua estrutura (EDWARDS,
O’'CALLAGHAN, DOBSON, 2002).

COOH

a

FIGURA 1 — ESTRUTURA QUIMICA DA OCRATOXINA A.

FONTE: VAN DER MERWE et al., 1965.
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A OTA possui a formula empirica C20H180sNCI com uma massa molecular de
403,822 Da. E altamente solivel em solventes organicos polares, solivel em
solucdo aquosa de hidrogenocarbonato de soédio, fracamente solivel em agua e
termoestavel (ABRUNHOSA, PETERSON, VENANCIO, 2010).

Fuchs et al. (1984), observaram que a ocratoxina C pode ser convertida em
ocratoxina A, 0s autores analisaram esta conversdo administrando as toxinas de
forma oral e intravenosa em ratos.

A via biossintética da OTA ainda ndo foi totalmente elucidada em qualquer
espécie de fungo, mas acredita-se que 0 grupo isocumarina € um pentacitideo
formado a partir do malonato de etila e através de uma sintese de policetideo,
requerendo a presenca da enzima policetideo sintetase (PKS). A reacdo de
halogenacdo é também necesséaria para adicionar o 4tomo de cloro, esta reagéo
pode ser realizada pela enzima cloroperoxidase ou halogenase, sendo mais
provavel a ultima. A porcao fenilalanina € sintetizada através da via do &cido
chiguimico e provavelmente é ligada a di-hidroisocumarina clorada no carbono 10
por uma sintetase peptidica ndo ribossémica (PNR) (HARRIS, MANTLE, 2001,
GALLO et al., 2009; O'CALLAGHAN et al., 2013).

A contaminac@o por OTA pode ocorrer principalmente na pré-colheita e em
condicbes de pos-colheita em cereais como trigo, milho, centeio, cevada e aveia.
Também ocorre em amendoim, cacau, café, péo, arroz e frutos secos. A presenca
de OTA nos produtos alimentares tais como café, vinho, cerveja e carnes, € devido a
sua relativa estabilidade quimica durante o processamento industrial (AL-ANATI,
PETZINGER, 2006). Outros itens alimentares, como leite, tecidos animais,
musculos, 6rgdos e ovos também podem ser contaminados (DINIS, LINO, PENA,
2007). No quadro 3 estdo representados alguns produtos alimentares e
concentracdes de OTA ja descritos.
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Produtos alimentares

Niveis de contaminacédo

Referéncias

Gréos 0,25-0,92 ug/Kg DOMIJAN et al., 2005

Cacau 0,35-14,8 pg/Kg AMEZQUETA et al., 2004

Milho 0,11-0,15 pg/Kg SHOTWELL et al., 1969

Figos secos <0,1-35,1 ug/Kg SENYUVA et al., 2005

Frutas secas 0,1-30 pg/Kg IAMANAKA et al., 2005

Uvas 0,008-1,6 pg/Kg SERRA, MENDONCA, VENANCIO, 2006
Gréos de café verde 0-48 pg/Kg ROMANI et al., 2000

Leite 0,011-0,058 pg/L SKAUG, 1999

Rins de porco 0-15 pg/Kg JORGENSEN, PETERSEN, 2002
Carne de porco 0-2,9 ug/Kg JORGENSEN, PETERSEN, 2002
Uva passas 0,2-53,6 pg/Kg MCDONALD et al., 1999

Arroz 1,0-27,3 yg/Kg GONZALEZ et al., 2006
Temperos 4,2-103,2 ug/Kg THIRUMALA-DEVI et al., 2001

Trigo, cevada e aveia

0,1-17,8 ug/Kg

SCUDAMORE, PATEL BREEZE, 1999

Trigo, aveia e centeio

0,03-27 ug/Kg

SCOTT etal., 1972

Comida para bebé

0,06-2,4 pg/Kg

LOMBAERT et al., 2003

Cerveja

<0,01-0,135 ug/L

VISCONTI, PASCALE, CENTONZE, 2000

Cereal matinal

0,4-8,8 pug/Kg

MOLINIE et al., 2005

Produtos com cacau

0,22-0,77 ug/Kg

TAFURI, FERRACANE, RITIENI, 2004

Suco de uva

<0,003-0,311 pg/L

ZIMMERLLI, DICK, 1996

Produtos de porco

<0,03-10,0 ug/Kg

PIETRI et al., 2006

Café torrado

3,2-17,0 ug/Kg

TSUBOUCHI et al., 1988

Salame

<0,006—0,40 yg/Kg

MONACI et al., 2005

Vinho

<0,003-0,388 pg/L

ZIMMERLI, 1996

QUADRO 3 - NIVEIS DE OTA EM ALGUNS PRODUTOS AGRICOLAS, PRODUTOS ANIMAIS E
ALIMENTOS PROCESSADOS PELO MUNDO.

FONTE: ABRUNHOSA, PETERSON, VENANCIO, 2010.

A ocorréncia da OTA em graos de café foi descrita, pela primeira vez, por
Levi, Trenk, Mohr (1974). Esta toxina destaca-se como a mais frequente em
amostras de café, seguida pela esterigmatocistina (NAKAJIMA et al., 1997). Desde
sua descoberta por Van der Merwe et al. (1965), a partir de Aspergillus ochraceus,
uma variedade de estudos subsequentes vem mostrando a existéncia de outras
espécies fungicas, principalmente dos géneros Aspergillus e Penicillium, como
produtoras desta micotoxina (VARGA et al., 2001).

A OTA é produzida em produtos alimentares em todo o mundo por fungos do
género Aspergillus, principalmente em regibes temperadas e subtropicais e
Penicillium, especialmente em regides temperadas e mais frias (VAN DER MERWE
et al., 1965; ABARCA et al., 1994; FRISVAD et al.,, 2004; SAMSON et al., 2004,
PERRONE et al.,, 2006). No quadro 4 estdo descritas as principais espeécies

produtoras de OTA dos géneros Aspergillus e Penicillium.
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Espécies de fungos Referéncias

Aspergillus secao Circumdati

A. cretensis FRISVAD et al., 2004

A. flocculosus FRISVAD et al., 2004

A. melleus HESSELTINE et al., 1972

A. ochraceus VAN DER MERWE et al., 1965; FRISVAD et al., 2004

A. ostianus HESSELTINE et al., 1972

A. persii CIEGLER, 1972

A. petrakii HESSELTINE et al., 1972

A. pseudoelegans FRISVAD et al., 2004

A. roseoglobulosus FRISVAD et al., 2004

A. sclerotiorum FRISVAD et al., 2004; HESSELTINE et al., 1972; VARGA et
al., 1996

A. steynii FRISVAD et al., 2004

A. sulphureus FRISVAD et al., 2004; HESSELTINE et al., 1972; VARGA et
al., 1996

A. westerdijkiae FRISVAD et al., 2004

Aspergillus sec¢ao Flavi

A. alliaceus VARGA et al., 1996; BAYMAN et al., 2002

Petromyces albertensis FRISVAD et al., 2006

Aspergillus sec¢do Nigri

A. carbonarius HORIE, 1995; SAMSON et al., 2004

A. lacticoffeatus SAMSON et al., 2004

A. niger SAMSON et al., 2004; ABARCA et al., 1994

A. sclerotioniger SAMSON et al., 2004

Penicillium

P. nordicum LARSEN et al., 2001

P. verrucosum PITT, 1987; VAN WALBEEK et al., 1969; CIEGLER et al.,
1973

QUADRO 4 - FUNGOS PRODUTORES DE OTA.

FONTE: ABRUNHOSA, PETERSON, VENANCIO, 2010.

Trés principais espécies produtoras de OTA, Aspergillus ochraceus, A.
carbonarius e Penicillium verrucosum, possuem varias diferencas ecolbgicas e
fisiologicas, tornando-se relativamente facil determinar quais espécies sao
responsaveis pela formagcdo de OTA em um determinado alimento ou localizagéo
geografica. Em resumo, A. ochraceus e espécies estreitamente relacionadas
crescem a atividade agua baixa e em temperaturas moderadas. Eles sao, na sua
maioria, associados com os alimentos secos e armazenados, especialmente cereais
(PITT, 2002; OSTRY, MALIR, RUPRICH, 2013).

A segunda espécie de Aspergillus, A. carbonarius (intimamente relacionada
com A. niger, que produz OTA em menor frequéncia) cresce em altas temperaturas
e produz hifas e esporos pigmentados, que os torna resistentes aos raios UV.

Consequentemente A. carbonarius € comumente encontrado em uvas e frutas
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semelhantes, que maduram na luz do sol e em altas temperaturas (PITT, 2002;
OSTRY, MALIR, RUPRICH, 2013).

Os principais alimentos para o crescimento de Penicillium verrucosum
parecem ser cereais cultivados em regifes temperadas, variando através da Europa
central e Canada, sendo o P. verrucosum a principal fonte de OTA em cereais
nestas regides e outras de clima temperado. A OTA também pode ser produzida por
fungos toxigénicos que crescem sobre produtos feitos com carne de porco, durante
seu amadurecimento (contaminacdo direta). Penicillium nordicum, um importante
produtor de OTA cresce em carnes e produtos derivados (RODRIGUEZ et al., 2012).
A OTA também é encontrada em carnes provenientes de animais que s&o
alimentados de racfes a base de cereais contaminados (contaminacdo indireta)
(DUARTE, LINO, PENA, 2012).

3.2.1 Efeitos téxicos da OTA

A OTA persiste no organismo por um longo periodo, tendo uma meia vida de
35 dias em humanos, 72 - 120 horas em porcos e 77 horas em animais ruminantes
(AL-ANATI; PETZINGER, 2006). Os elevados tempos médios de vida da OTA em
diferentes animais devem-se ao fato desta ser excretada com dificuldade através da
urina, devido a sua grande afinidade com algumas proteinas do plasma sanguineo,
essencialmente para a albumina. Kumagai (1985), verificou que ratos deficientes em
albumina foram capazes de eliminar mais rapidamente esta micotoxina do que ratos
normais. A OTA é, ainda, parcialmente excretada através da via biliar, sendo esta
via de excrecdo a predominante nas espécies que apresentam tempos médios de
vida mais baixos, como os ratos, por exemplo, ao contrario do que acontece em
humanos e macacos em que a via urinaria € a preponderante (ABRUNHOSA, 2008).
A OTA é considerada um composto toxico cumulativo de facil absorcédo e lenta
eliminacao.

A presenca da OTA em varios alimentos e sua longa meia vida pode explicar
0 porqué de que 70 a 100% de todas as pessoas testadas nos Estados Unidos e na
Europa possuirem niveis mensurais de OTA no sangue (AL-ANATI; PETZINGER,
2006). Em humanos, a OTA foi primeiramente detectada em sangue de residentes
de uma area endémica da Croacia (PERAICA et al., 2008).
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Quando ingerida, a OTA é absorvida pelo trato gastrointestinal, entra na
circulacdo e liga-se as proteinas do soro. A maior toxicidade da OTA em mamiferos
esta relacionada aos rins, o que se deve, em parte, a reabsorcao ativa pelo tubulo
proximal, no sistema de transporte de anions, acumulando altas concentraces de
OTA neste o6rgao (FUNGARO et al., 2004).

A toxicidade da OTA, de forma geral, pode estar relacionada com sua
capacidade de interagir e se ligar a certas macromoléculas formando espécies
reativas, inibindo a respiracdo mitocondrial e formando ligagbes com o DNA
(RINGOT et al., 2006 apud ABRUNHOSA, 2008).

Varios efeitos téxicos da OTA tém sido descritos, como inibicdo da sintese
protéica, inducéo da peroxidacao de lipidios, estresse oxidativo e danos no DNA, em
espécies e tecidos especificos diferentes (ALMELA et al., 2007; AL-ANATI,
PETZINGER, 2006). Entretanto, esta micotoxina é ainda considerada nefrotoxica,
citotéxica, e imunossupresssora (SUAREZ-QUIROZ et al., 2004; ABRUNHOSA,
SANTOS, VENANCIO, 2006; GHALI et al., 2008; LINO et al, 2008;
DACHOUPAKAN, et al.,, 2009; ZHANG et al., 2009). Ela ainda pode induzir
mutagcbes génicas através de mecanismos genotoxicos ainda ndo muito claros
(RINALDI et al., 2007).

Estudos apontam que a OTA é teratogénica em muitos animais, incluindo
camundongos, hamsters, coelhos e galinha, entretanto ndo existem dados sobre
efeitos teratogénicos em humanos (MALIR et al.,, 2014). Porém sabe-se que a
exposicdo a OTA representa um grande risco para fetos e bebés humanos. A OTA é
excretada através do leite materno e essas criancas também sdo expostas aos
riscos desta micotoxina, embora a quantidade de OTA encontrada no leite materno
ser de cerca de 10 vezes menor do que a encontrada no sangue (BREITHOLTZ-
EMANUELSSON et al., 1993).

Os efeitos citotdoxicos da OTA estdo baseados na inibicdo e/ou ativacdo de
enzimas, varias das quais utilizam a fenilalanina como um substrato, pois a OTA é
um analogo deste aminoacido (AL-ANATI, PETZINGER, 2006). Acredita-se que a
fracdo fenilalanina da molécula de OTA interage como um substrato substituto. A
principal enzima alvo € a fenilalanina-tRNA sintetase, a qual € inibida pela OTA em
procariontes, micro-organismos eucarioticos, células de mamiferos e em

experimentos com animais in vivo. Esta inibicdo causa a reducdo da sintese
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proteica, além disso, a sintese de RNA e a sintese de DNA s&o alvos da toxicidade
da OTA (STORMER, LEA, 1995 apud AL-ANATI, PETZINGER, 2006).

Matle, Kulinskaya, Nestler (2005), realizaram um estudo no qual avaliaram a
OTA como um agente carcinogénico renal, para isso, 0s autores administraram
100mg de OTA por dia a ratos Fisher masculinos. Os primeiros tumores foram
visualizados ap6s 75 semanas de tratamento; 20% dos ratos desenvolveram
carcinoma renal, geralmente associado a ndédulos metastaticos, situados ao longo do
mesentério abdominal, enquanto alguns tumores se espalharam também para os
pulmdes.

A OTA foi classificada pela International Agency for Research on Cancer
(IARC) como pertencente ao grupo 2B, ou seja, possivel carcinogénico humano
(IARC, 1993; FIORI et al., 2014).

Esta micotoxina despertou grande interesse de pesquisadores ao ser
associada a doencas renais em humanos como a Nefropatia Endémica dos Balcas,
sindrome caracterizada por apresentar disfuncdo renal crénica e degenerativa,
endémica na regiao dos Balcas (RADIC et al., 1997).

A nefropatia endémica é uma doenca renal que ocorre em algumas areas
rurais da Bosnia, Bulgaria, Croacia, Kosovo, Roménia e Servia (PERAICA et al.,
2008). A etiologia da doenca é ainda desconhecida, apesar de haver um nimero
razoavel de hipGteses. As principais caracteristicas da nefropatia endémica sao a
distribuicdo geografica limitada, ocorréncia em familias de agricultores, alta
mortalidade por uremia e alta incidéncia de tumores uroteliais (MILETIC-MEDVED,
PERAICA, DOMIJAN, 2005).

A teoria da micotoxina sobre a origem da nefropatia endémica é baseada na
analogia entre lesdes de rins de porcos causadas pela OTA em paises
escandinavos e lesdes em rins humanos em pacientes com a nefropatia endémica
(KROGH, 1974 apud PERAICA et al., 2008). Vérios estudos que envolvem as
micotoxinas na etiologia da nefropatia endémica tentaram provar que pessoas que
residiam em areas endémicas eram mais expostas a OTA que pessoas que residiam
em outras regides. Porém, baixas concentracfes de OTA tém sido frequentemente
encontradas em alimentos e sangue de pessoas residentes em areas endémicas e
em sangue de pessoas com doencas renais cronicas em todo o mundo. Mas, este
fato ndo descarta a teoria que as micotoxinas estdo envolvidas no desenvolvimento

da nefropatia endémica, pois pessoas em areas endémicas estdo expostas a
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quantidades varidveis de OTA que frequentemente excedem a exposicdo de areas
ndo endémicas. Ainda, os alimentos nunca s&o contaminados com uma unica
linhagem de fungica, e outras micotoxinas nefrotdxicas podem ser produzidas por
fungos que produzem a OTA (PERAICA et al., 2008).

Recentemente pesquisas tém indicado que a OTA pode afetar também o
sistema neural. Embora o potencial neurotoxico da OTA seja conhecido, 0s
mecanismos moleculares de sua neurotoxicidade ainda n&o estdo bem elucidados
(ZHANG et al.,, 2009). Dados obtidos do estudo feito por Zhang et al. (2009),
sugerem que a inducdo da neurotoxicidade da OTA, é ao menos, mediada em parte
pela apoptose.

Estudos tém demonstrado que a OTA esta relacionada com o estresse
oxidativo, medido por um aumento da peroxidacdo em lipidios e danos no DNA de
cérebros de camundongos, caracteristicas que estdo associadas com um numero de
desordens neurodegenerativas incluindo as doengas de Parkinson e Alzheimer
(SAVA, REUNOVA, VALASQUEZ, 2006).

Muitas micotoxinas sao imunossupressoras, entre elas, a OTA (BEREK et al.,
2001). A atividade imunossupressora da OTA é caracterizada pela reducédo do
tamanho de oOrgdos vitais do sistema imune, tais como timo, bago e nddulos
linfaticos, depressado das respostas dos anticorpos, alteracées no numero e funcdes
de células do sistema imune, e modulacdo da producdo de citocinas. A atividade
imunotéxica da OTA provavelmente resulta de mudancas degenerativas e morte
celular por necrose e apoptose, em combinacdo com uma lenta reposicdo das
ANATI, PETZINGER, 2006).

Alguns dados mostram que a OTA pode atuar como um desregulador
enddcrino, por interferir nas enzimas envolvidas na sintese dos esteroides ou
hormoénios. A OTA nédo interage diretamente com o receptor, como € 0 caso da
micotoxina zearealenona. Além disso, a OTA pode afetar o sistema reprodutivo
masculino, a fertilidade masculina pode ser afetada pela redugcéo da producéo de
esperma e/ou danos nos testiculos (ZINEDINE et al, 2007; VERMA,
CHAKRABORTY, 2008; MALIR et al., 2013).

A umidade, temperatura, o tipo de substrato e outros fatores desempenham
um papel importante no desenvolvimento de linhagens de fungos produtoras de

OTA. Os fatores de afetam o desenvolvimento dos fungos durante a armazenagem
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de grédos séo, principalmente, a atividade agua e temperatura (NORTHOLT et al.,
1979). Estudos relacionando estes dois fatores na producao de OTA por espécies de
Aspergillus em graos de café tém sido descritos (TANIWAKI et al., 2001; CABRERA
et al., 2001; SUAREZ- QUIROZ et al., 2004).

3.2.2 Legislagbes para OTA

Em geral, o quadro legislativo de um pais estabelece que qualquer alimento
que contenha um contaminante em quantidade que € inaceitavel do ponto de vista
de saude publica, e em particular, a um nivel toxicolégico, ndo pode ser
comercializado no pais. Os niveis de contaminantes devem ser mantidos tdo baixos
guanto pode ser alcancado através de boas praticas (EMAN, 2012).

Na unido Europeia, a Comissao de regulamento (EUROPEAN COMMISSION
n.° 1881/2006, de 19 de dezembro de 2006), estabelece limites maximos especificos
de OTA para alimentos como cereais e produtos derivados de cereais nao
processados, uva passas, grdos de café e café soluvel, vinho, suco de uva,
especiarias e produtos para criangas. Limites maximos nacionais adicionais para
OTA séao estabelecidos nos estados membros da unido europeia, como Dinamarca,
Hungria, Italia e Alemanha na sua legislagéo nacional.

Egito e Bbosnia e Herzegovina consultam a Comissdo de regulamento para a
criacdo de seus limites maximos nacionais para OTA. Embora, os limites
estabelecidos ndo sejam idénticos a Unido Europeia, eles sdo muito semelhantes
(EMAN, 2012).

Na RuUssia, sdo estabelecidos limites maximos de OTA para varios cereais e
produtos de cereais, bem como diversos produtos para criangas. O limite de trigo,
cevada, centeio, aveia, produtos de cereais € fixada em 0,005mg/kg, enquanto o
limite para produtos especificos para criancas € de 0,5 pg/kg. Na China, o limite de
5,0 mg/kg para OTA esta definido para cereais, produtos de cereais, legumes e
leguminosas. (RSNF, 2001; GB, 2011).

No Codex Alimentarius, um limite de 5 pug/kg esta definido para trigo, cevada e
centeio, somente. Esses limites s&o adotados na Nigéria e Quénia. Na india, um
limite maximo para OTA é estabelecido para os mesmo produtos da Codex,

entretanto, o limite estabelecido € 20 pg/kg (FSS, 2011).
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N&ao ha limites especificos para OTA em alimentos fixados no EUA, Canada,
Austréalia, Nova Zelandia, México e Africa do Sul (EMAN, 2012).

Em 2011 a ANVISA, publicou a RDC n°7 que dispde sobre limites maximos
tolerados para micotoxinas em alimentos no Brasil. A legislacdo inclui cereais e
produtos de cereais, feijdo, café torrado e café soluvel, vinhos e derivados, suco de
uva e polpa de uva, especiarias, alimentos a base de cereais para alimentagéo
infantil, produtos de cacau e chocolate, améndoa de cacau e frutas secas. Os limites
variam de 2 pg/kg (vinho, suco de uva, polpa de uva e alimentos a base de cereais
para alimentacéo infantil) a 30 pug/kg (especiarias). No quadro 5 estdo descritos os

limites maximos de OTA em café verde, café torrado e café instantaneo em alguns

paises.
Pais Limites de OTA (ug/kg)
Café verde Café torrado Café instantdneo

Brasil - 10 10
Republica Checa 10 10 10
Egito - 5 10
Finlandia 5 5 5
Alemanha - 3 6
Grécia 20 - -
Hungria 15 10 10
Indonésia - 5 10
Italia 8 4 4
Japéo 5 - -
Malasia - 5 10
Portugal 8 4 4
Espanha 8 4 4
Suica 5 5 5
Coreia do Sul - <5 <10
Holanda - 10 10
Vietna - 5 10
Unido Europeia - 5 10

QUADRO 5 — LIMITES DE OTA FIXADO EM ALGUNS PAISES PARA CAFE VERDE, CAFE

TORRADO E CAFE INSTANTANEO.
LEGENDA: - NENHUM LIMITE FIXADO.

FONTE: GOPINANDHAN, BASAVARAJ, RAGHURAMULU, 2013; EMAN, 2012;

3.2.3 Métodos de controle da OTA
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APPCC (Andlise de perigos e pontos criticos de controle - Hazard Analysis
and Critical Control Point - HACCP) € um sistema de qualidade que identifica, avalia
e controla perigos significativos para a seguranca alimentar. E uma abordagem
estruturada para o controle da seguranca alimentar, em todo o sistema mercantil.
Este sistema requer uma boa compreensao da relacdo entre causa e efeito, sendo
um elemento chave na gestdo de qualidade total. APPCC baseia-se nos
fundamentos da qualidade, tais como boas praticas de fabricacdo (BPF), Boas
praticas de higiene (BPH), Boas praticas agricolas (BPA) e Boas praticas de
armazenamento (BPAr) (FAO, 2001).

Ao aplicar o conceito do APPCC para a gestao de risco de um efeito adverso
na saude, como resultado a exposicdo a micotoxinas, um adequado, saudavel e
seguro fornecimento de alimentos serdo mantidos. A fim de projetar e desenvolver
um programa de gestdo eficaz baseado em APPCC contra micotoxinas um
determinado pais deve considerar fatores como o clima, sistema agricola, técnicas
de pré-colheita e pos-colheita, importancia para a saude publica, a disponibilidade
de recursos analiticos e até mesmo a economia. Em um sistema de gestédo
integrado ideal que incorpora o conceito de APPCC, as micotoxinas seriam
minimizadas em todas as fases da producéo, colheita, processamento e distribuicao
(FAO/WHO/UNEP, 1999).

Dois projetos foram realizados para aplicar o sistema APPCC no controle da
OTA em careais e café. O primeiro, Projeto PREV OTA, estabelece um sistema
APPCC especifico para a prevencdo de OTA em culturas de cereal na Unido
Européia (OLSEN, 1999; AMEZQUETA et al., 2009). O segundo projeto foi proposto
durante a Conferéncia Internacional sobre Micotoxinas FAO/WHO/UNEP (1999) para
controlar a ocorréncia de OTA em culturas de café em todo o mundo. Neste sentido,
a Organizacdo das Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO), a
Organizacéo Internacional do Café e a industria de café européia, juntamente com
paises produtores de café, distribuiram guias sobre a correta produgcédo de café,
colheita, processamento, armazenamento e transporte, sendo também definida uma
série de ferramentas necessarias para estabelecer um sistema especifico de APPCC
(FAO, 2006 apud AMEZQUETA et al., 2009).

Além disso, outras estratégias tém sido desenvolvidas para prevenir o
crescimento de fungos produtores de OTA e também descontaminar alimentos e
races (KABAK, 2006; HATHOUT, ALY, 2014).
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3.23.1 Prevencao da contaminagéo por OTA

A prevencdo como estratégia complementar para descontaminacdo de
micotoxinas é uma questdo de grande importancia. Geralmente, qualquer
abordagem que visa reduzir o impacto toxico e econdémico das micotoxinas deve
estar envolvido no maximo possivel dos seguintes requisitos: (1) prevenir, destruir,
remover ou descontaminar as micotoxinas de alimentos e racdes; (2) ndo produzir
ou deixar residuos toxicos e/ou cancerigenos ou mutagénicos nos produtos finais;
(3) nao alterar significativamente a importancia tecnoldgica e propriedades
nutricionais de alimentos e racfes; (4) ser tecnicamente e economicamente viavel
(AWAD et al., 2010; KOLOSOVA, STROKA, 2011).

Medidas praticas comuns incluem o plantio de variedades mais resistentes de
cereais, selecdo de sementes de alta qualidade, gestao preventiva no sentindo das
infestacBes de insetos, bem como a gestdo adequada de residuos de culturas que
muitas vezes sdo o indculo primario de fungos micotoxigénicos (KABAK et al., 2006).

A prevencdo de infeccBes fangicas durante o crescimento dos cultivos
(plantas), a colheita, o armazenamento e distribuicdo parece ser a forma mais
racional e eficiente para evitar as micotoxinas em produtos agricolas (DOYLE et al.,
1982; HUWIG et al., 2001; KOLOSOVA, STROKA, 2011).

Para impedir o crescimento fungico em graos, deve-se seca-los totalmente e
manté-los em local fresco. Para prevenir a formacdo de OTA por A. ochraceus, por
exemplo, a atividade agua do grdo deve ser reduzida a menos de 0,8. O
armazenamento vedado e a atmosfera controlada, especialmente em regides
tropicais e semitropicais, onde os danos causados por inseto sdo um problema
critico, é de grande importancia. A atmosfera controlada no armazenamento é
baseada na aplicacdo da atmosfera por baixo oxigénio ou alta densidade de dioxido
de carbono. A utilizacdo de uma atmosfera melhorada no controle de insetos
contribui para o controle de fungos (AMEZQUETA et al., 2009). A utilizacdo dos
agentes antifungicos durante o armazenamento pode levar a uma diminuicdo do
crescimento do fungo, entretanto, ndo descontamina produtos ja contaminados
(AWAD et al., 2010).

Quando as condi¢des sdo favoraveis para a contaminacao por fungos, ndo é
incomum que mais de um tipo de fungo esteja envolvido. Durante o0 armazenamento,

0os graos sao frequentemente colonizados por uma sucessdo de fungos,
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dependendo da temperatura e umidade. Devido a estas interacbes de varias
espécies de fungos o grdo pode ser contaminado com um numero diferente de
micotoxinas (BINDER, 2007). Estudos indicam que importantes interacdes inter e
intra-especificas ocorrem, dependendo das espécies presentes e as condicdes
ambientais prevalecentes. O dominio de certas espécies foi demonstrado sob
condicbes de mudancas, especialmente com mudancas no conteudo de &agua
(KOLOSOVA, STROKA, 2011).

3.2.3.2 Descontaminacgao de OTA

Para os graos de café e derivados alguns métodos de processamento podem
levar a uma reducdo da OTA nesses alimentos (AMEZQUETA et al., 2009). O
manufaturamento pés-colheita do café pode ser realizado utilizando dois processos.
O método seco consiste em uma fase de secagem natural (no sol) ou uma fase de
secagem artificial, seguido de descasque mecéanico. No método Uumido, as cerejas
sdo despolpadas, os graos resultantes sdo secos e descascados. O despolpamento
nao resulta em qualquer alteracdo significativa nos teores de OTA. No entanto, ha
uma diferenca entre a remoc¢do da mucilagem por fermentacao ou método fisico, no
altimo caso ha uma reducéo substancial nos niveis de OTA. Para o método seco ha
um aumento no teor de OTA, 0 que sugere uma producao durante a secagem. No
entanto, a remocao da casca provoca 0 desaparecimento ou reducdo da toxina. Em
seguida, a recontaminagcdo durante a fase de armazenamento pode ser permitida
através da producdo da toxina (SUAREZ-QUIROZ et al., 2005).

Uma vez o café contaminado, o processo de descafeinacdo industrial pode
reduzir os niveis de OTA de 60% a 90% (AMEZQUETA et al., 2009). Alguns estudos
sobre a influéncia do processo de torrefacéo sobre os niveis de OTA indicaram uma
reducao de 77% a 87% (LEVI, TRENK, MOHR, 1974).

Durante a fabricacdo da bebida, a moagem do café implica na diminuicdo da
OTA em 20%. A vaporizacdo do café pode também promover a diminuicdo da OTA,
com reducao de 25%. Em relacdo a preparacao da bebida, existem varios estudos
contraditorios: alguns autores apontam que ap0s a preparacao, a toxina encontrada
no grdo de café ainda estava presente (AMEZQUETA et al., 2009), enquanto Micco

et al. (1989), observaram uma reducéo de 90% a 100% de OTA ap0s a preparacao
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da bebida. Pérez de Obanos et al. (2005), apontaram que, dependendo do método
de preparacéo utilizado as perdas de OTA podem variar de 15% a 50%.

Estratégias de descontaminacdo séo classificadas de acordo com o tipo de
tratamento — fisica, quimica, biolégica ou microbiologica — e seu objetivo € reduzir ou
eliminar os efeitos toxicos por OTA, destruir, modificar ou adsorver essa micotoxina,
além de ndo produzir compostos toxicos ou/e ndo alterar os paréametros de
qualidade dos alimentos (FAO/WHO/UNEP, 1999; AZIZI, RAHIMI, SHATERI, 2012).

A fim de evitar a OTA, camadas externas que estdo em contato com fungos
produtores desta micotoxina, devem ser eliminadas, este método é classificado
como um tratamento fisico para descontaminacdo de OTA. Este tratamento ndo é
viavel para todos os alimentos, como cereais e uvas (AZIZI, RAHIMI, SHATERI,
2012).

Tratamentos térmicos ndo eliminam completamente a OTA. Processo de
congelamento (-20°C) e descongelamento (26°C) e tratamentos de UV e gama sao
capazes de diminuir a producdo dos conidios dos fungos. No entanto, apenas a
radiacdo gama pode destruir a OTA (AMEZQUETA et al., 2009).

Para a descontaminacdo de OTA por compostos quimicos, varios materiais
adsorventes como carvdo ativado, colestiramina, silicatos de sddio e aluminio de
calcio (principalmente zeolitos) e bentonita sdo descritos. Apesar do carvao ativado
apresentar uma alta atividade, o seu uso tem sido rejeitado devido a retencédo de
nutrientes e envenenamento animal (GAMBUTI et al., 2005).

Agentes de refinagdo do vinho como caseinato de potassio ou carbono
ativado tém mostrado efeitos positivos na desintoxicagcdo de OTA, com reducéo de
até 82%, mas eles também tém prejudicado a qualidade do vinho. Uma fibra vegetal
insoltvel foi desenvolvida a fim de adsorver OTA de produtos alimentares liquidos,
como no caso da cerveja. Atualmente, os materiais adsorventes mais promissores
séo zeolitos modificados, mostrando bons resultados na descontaminacéo de alguns
produtos alimentares (DAKOVIC” et al., 2005).

Em relacdo ao café, tratamentos com acetato de etila, diclorometano e acido
formico com cloreto de metileno s&o capazes de reduzir niveis de OTA (BORTOLI,
FABIAN, 1997; HEILMANN et al., 1999).

Existe uma grande procura por uma nova abordagem para prevenir a
formagdo de micotoxinas em alimentos e ragbes. Embora numerosos métodos

fisicos e quimicos de desintoxicagdo tenham sido testados, nenhum possui
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realmente a eficacia e seguranca necesséarias. Dessa forma, recentemente,
pesquisas tém relatado que muitos micro-organismos, incluindo, bactérias,
leveduras, fungos e actinobactérias sdo capazes de remover ou degradar
micotoxinas em alimentos e racées (HATHOUT, ALY, 2014).

A carboxipeptidase A é uma enzima capaz de destruir a OTA (ABRUNHOSA,
VENANCIO, 2007) e o uso de linhagens de A. niger ndo toxigénicas como origem da
carboxipeptidase é sugerida (ABRUNHOSA, SERRA, VENANCIO, 2002; VARGA
RIGO, TEREN, 2000). Outras enzimas que podem ser obtidas a partir de linhagens
de A. niger e eficientes para degradar OTA sdo as lipases, enzimas brutas e
metaloenzima (ABRUNHOSA, SANTOS, VENANCIO, 2006; ABRUNHOSA,
VENANCIO, 2007).

Além disso, bactérias pertencentes aos géneros Streptococus,
Bifidobacterium, Lactobacillus, Butyribrio, Phenylobacterium, Pleurotus, Bacillus e
Acinetobacter e fungos pertencentes ao género Aspergillus (A. fumigatus, A. niger,
A. carbonarius, A. japonicus, A. versicolor, A. wentii e A. ochraceus), Alternaria,
Botrytis, Cladosporium, Phaffia, Penicillum e Rhizopus (R. stolonifer e R. oryzae) e
leveduras do género Saccharomyces sdo capazes de degradar a OTA in vitro mais
que 95%. Entretanto, alguns desses micro-organismos também apresentaram
propriedades degradadoras in vivo (FUCHS et al., 2008; AMEZQUETA et al., 2009;
HATHOUT, ALY, 2014).

Na industria, os processos microbiolégicos que reduzem o teor de OTA sdo: a
maltacdo e a fermentacdo final na fabricacdo de cerveja (KROG et al., 1974) e a
fermentacao malolactica na producao de vinhos (ICV, 2002).

Vérias plantas apresentam atividade antifingica, assim Oleos essenciais e
extratos etandlicos e aquosos sdo descritos como possiveis inibidores de
crescimento de fungos produtores de OTA (HUA et al., 2014). Oleos essenciais de
boldo, hortela e cravo podem inibir 0o crescimento de A. niger e A. carbonarius,
afetando também a biossintese de OTA (PASSONE, GIRARDI, ETCHEVERRY,
2012). A exposicao a vapores destes 0leos pode ser uma alternativa efetiva e nédo

toxica contra a contaminacao por OTA em gréaos estocados e alimentos.

3.3Cafe
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O género Coffea L., 1753, apresenta aproximadamente 100 espécies de
cafeeiros (CARVALHO et al., 2001). As evidéncias botanicas sugerem que a planta
do café originou-se na Etiopia Central e os holandeses foram os primeiros a iniciar o
seu cultivo comercial em 1658. No Brasil, as primeiras sementes e mudas foram
plantadas em Belém do Para em 1769 e somente em 1820, o Brasil foi considerado
um exportador de café (IBC/GERCA, 1981).

O Brasil é maior produtor e exportador mundial de café e colheu, na safra
2014, mais de 45,3 milhdes de sacas beneficiadas, sendo 32,3 milhdes de café
arabica e 13,0 milhdes de conilon. O Vietnd, segundo maior produtor, deve produzir
cerca de 29,3 milhdes de sacas. Neste pais predomina o cultivo de café conilon
(CONAB, 2015).

Sabe-se que ha diferencas na qualidade do café entre as espécies, sendo
que o café ardbica possui melhor qualidade, com concentracdes mais elevadas de
carboidratos, lipideos e compostos organicos, a exemplo da trigonelina. Ja os cafés
robustos (conilon) sdo considerados bebida neutra, possuem maiores teores de
cafeina e compostos fendlicos (ILLY; VIANI, 1995 apud MALTA; SANTOS; SILVA,
2002).

Estudos mostraram que a mucilagem do café pode ser um bom substrato para
diversos micro-organismos. A contaminagcdo ocorre principalmente durante o
processamento do café pela via seca, na qual a mucilagem nao é retirada (SILVA et
al., 2000). Vérios autores pesquisaram a microbiota de grdos de café e isolaram
bactérias (NAYAK et al. 2013), leveduras (VILELA et al. 2010) e fungos (IAMANAKA
et al., 2014)

A microbiota associada aos grdos de café € bastante diversificada e esta
diretamente relacionada a alguns sabores e aromas caracteristicos da bebida. Nas
bebidas tipo rio e riada (qualidade inferior), a infeccdo por Aspergillus € elevada, o
que pode estar relacionado com a taxa de umidade superior a 10% encontrada
nestes graos beneficiados. Nos cafés de bebida mole (qualidade superior) a infecgéo
pelo género Aspergillus € menor (PIMENTA, CHALFOUN, 2001).

3.4llex paraguariensis (erva-mate)

A erva-mate (llex paraguariensis St. Hil.), planta da familia Aquifoliaceae, é

originaria da América do Sul, encontrada na Argentina, Paraguai, Uruguai e no sul
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do Brasil (Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul). Também é cultivada em
pequenos nichos nos estados do Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo e Rio de Janeiro
(MAZUCHOWSKI, 1989; FILIP, FERRARO, 2004). A erva-mate nativa cresce
espontaneamente em associacdo com as araucarias (Araucaria angustifolia),
preferindo os solos Umidos e sombrios (EMATER, 1991).

Grande parte da producéo brasileira de erva-mate destina-se ao consumo na
forma de bebidas (chimarrdo, composto para chimarrédo, cha e tereré). No entanto,
por sua composicdo quimica complexa em razdo da presenca de compostos
organicos bioativos (cafeina, acidos fendlicos e saponinas) e de outros extratos da
planta, sdo promissoras as perspectivas de sua utilizagdo em novas areas, como na
elaboracdo de extratos e concentrados ou fonte de produtos farmacéuticos para a
fitoterapia (MIRANDA et al., 2008; VIEIRA et al., 2009).

A erva-mate possui alguns morfotipos, ou seja, aspectos que diferenciam
plantas de mesmo género, espécie e local. A erva-mate do morfotipo amarelinha
caracteriza-se por apresentar as folhas em tonalidade mais clara na regido do limbo
e as nervuras principais e secundarias em tonalidade amarela; no morfotipo cinza as
folhas apresentam o limbo com uma tonalidade cinza-esverdeada e as nervuras néo
tdo amarelas, como no morfotipo amarelinha. No morfotipo sassafrds as folhas
apresentam o limbo verde escuro brilhante na face adaxial da folha com nervuras
num tom mais claro. Os morfotipos podem se diferenciar em relacdo a elementos
nutricionais como Ca, Mn e Fe (REISSMANN et al., 2003 apud RIBEIRO, 2005)

A erva-mate € uma bebida estimulante: elimina a fadiga, estimula a atividade
fisica e mental, atuando beneficamente sobre os nervos e musculos e favorecendo o
trabalho intelectual. Por possuir vitaminas do complexo B, a erva-mate participa do
aproveitamento do aclUcar nos musculos, nervos e atividade cerebral. Com a
presenca de vitaminas C e E, age como defesa antioxidante e apresenta beneficios
sobre tecidos do organismo. A presenca de sais minerais, juntamente com a cafeina,
estimula o trabalho cardiaco, ajudando na circulacdo do sangue e diminuindo a
pressao arterial, devido a cafeina, a qual atua como vasodilatador. Em tais situactes
também pode ser suprida a sensacao de fome (BASSANI, CAMPOS, 1997).

A erva-mate favorece a diurese e atua também sobre o tubo digestorio, ativa
0S movimentos peristalticos, facilita a digestdo, suaviza os embaracos géstricos,

favorecendo a evacuacdo e a micgcao. Pesquisas do Instituto Pasteur de Paris
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atribuem também ao mate um papel importantissimo no processo de regeneracao
celular (ANDRADE, 1999; VALDUGA, 1994).

A erva-mate é uma fonte natural de compostos redutores de lipidios e
antioxidantes. Gao et al. 2013, investigaram os efeitos anti-hiperlipidémicos e
antioxidantes do cha mate em um modelo de rato hiperlipidémico. Em comparacéo
com o grupo controle o chid mate reduziu significativamente o peso corporal e niveis
séricos do colesterol total e triglicérides. Além disso, o tratamento com cha mate
melhora significamente a degeneracéo gordurosa das células do figado.

Diversos compostos quimicos foram identificados na erva-mate e acredita-se
que eles sdo o0s responsaveis pelas propriedades da planta. Os principais
compostos bioativos presentes sdo os compostos fendlicos, as saponinas e as
metilxantinas. Nesta Ultima classe de compostos encontram-se a cafeina, a
teobromina e a teofilina (ALIKARIDIS, 1987), componentes de reconhecida acéo
sobre o sistema nervoso central, aos quais € atribuida a acdo estimulante da erva-
mate. Dos trés compostos, a cafeina € encontrada em concentracbes mais
elevadas, 1 a 2% do peso seco da planta, seguida pela teobromina, 0,3 a 0,9% do
peso seco (ITO, CROZIER, ASHIHARA, 1997). Dentre as classes de saponinas
encontram-se triterpendides glicosilados, os A&cidos ursdlicos e oleandico
(GNOATTO et al., 2008). Tais substancias sao responsaveis pelo amargor e espuma
do mate, além de outras propriedades bioldgicas. Entre os compostos fendlicos
destaca-se o elevado conteudo de derivados de cafeoilquinicos, como o &cido
clorogénico e seus isdbmeros, aos quais se atribui a acdo adstringente e antioxidante
do produto (CLIFFORD, RAMIREZ-MARTINEZ, 1990; CARDOSO-JUNIOR et al.,
2007).

A cafeina (1,3,7 trimetilxantina) constitui um componente natural em café,
com atividade fungistatica, e efeito antimicotoxigénico. Isso acontece, pois as
metilxantinas consistem um grupo de compostos capazes de conferir propriedades
defensivas naturais a plantas contra micro-organismos. Fujii et al. (2004), verificaram
o efeito da cafeina sobre o crescimento micelial de fungos isolados de café. A
cafeina apresentou antibiose proporcional a dose, com inibicdo de 52,8 a 100% de
Aspergillus flavus, 9,4 a 72,5% de Fusarium semitectum, 8,8 a 66,8% de Penicillium
sp., 5,3 a 54,1% de Fusarium sp., 4,6 a 39% de A. niger e 4,7 a 37% de A.

ochraceus.
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A erva-mate contém altas concentracbes de compostos inorganicos. Os
minerais, aluminio, cromo, cobre, ferro, manganés, niquel, potassio e zinco s&o
particularmente interessantes devido a sua importancia no metabolismo e no
desenvolvimento humano (HECK, DE MEJIA, 2007).

3.5Espectroscopia no infravermelho

Espectroscopia é o estudo das caracteristicas fisicas de atomos ou moléculas
pela radiacdo da molécula na forma de emissao, absor¢cdo ou espalhamento. A
radiacdo eletromagnética possui caracteristicas de onda e particula. Quando a luz
incide sobre a matéria pode ser absorvida por atomos ou moléculas e estes podem
ser excitados a maiores niveis energéticos, dependendo do comprimento de onda e
da intensidade da fonte de luz. Este processo se chama absorcdo. O processo de
espalhamento define-se como uma parte da radiacdo eletromagnética que passa
pelo material e se espalha em outras dire¢cdes. Quando as moléculas excitadas com
alta energia retornam a um nivel de baixa energia pela radiacdo, denomina-se
emissao (SINGH et al., 2006).

A espectroscopia no infravermelho mede o comprimento de onda e a
absorcdo da luz do infravermelho (IR) que incide na matéria de interesse
(OSBORNE, FEARN, HINDLE, 1993). A regidao do infravermelho se estende de
regido visivel a de micro-ondas. Por convencao, a regido de infravermelho é dividida
em infravermelho préximo, médio e longo (NAUMANN, 2000).

Os nomes estéo relacionados com suas posicdes em respeito ao espectro
visivel. O infravermelho distante (FIR), aproximadamente 10 - 400 cm (1000 - 30
Mm) encontrando-se junto a regido das micro-ondas, possui baixa energia e pode ser
utilizado na espectroscopia rotatéria (relacionada com a rotacdo das moléculas). O
infravermelho médio (MIR), aproximadamente 400 - 4000 cm™ (30 - 1,4 um) e o
infravermelho préoximo (NIR) aproximadamente 4000 -14000 cm™? (1,4 - 0,8 um)
podem ser utilizados para estudar as vibragdes moleculares e a estrutura rotatorio-
vibratoria associada (SANTOS et al., 2010).

As moléculas apresentam diferentes movimentos de vibragbes e cada um
deles absorve ou emite uma quantidade de energia diferente que é detectada pelo

espectrometro no infravermelho. Existem diversos movimentos vibracionais, no caso
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da agua sdo estiramento simétrico, estiramento assimétrico e flexdo (FIGURA 2)
(ABRAMS, 1993).
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FIGURA 2 — VIBRACOES MOLECULARES ENCONTRADAS NA MOLECULA DA AGUA (H:0) E
SUAS BANDAS NO ESPECTRO NO INFRAVERMELHO.

FONTE: ABRAMS (1993).

Cada movimento absorve em uma determinada regido do espectro, assim
uma mesma molécula, dependendo do seu tamanho e diferentes movimentos
vibracionais, pode apresentar varias bandas no espectro (SANTOS et al., 2010).
Além disso, a informacdo espectral obtida permite a atribuicdo, de uma forma
gualitativa e quantitativa, de um sinal para o0s principais constituintes
macromoleculares (lipidios, polissacarideos, acidos nucléicos, proteinas e etc).
Assim, o espectro obtido representa uma “impressao digital molecular” global, que
pode ser utilizado para caraterizacdo, diferenciacdo e identificacdo de micro-
organismos (LECELLIER et al., 2014).

Os espectros de FT-IR de micro-organismos sdo complexas impressdes
digitais e requerem extensivos tratamentos dos dados pra obter uma identificagdo ou
classificacdo satisfatorias. Diferentemente da quimica, aonde espectros de FT-IR

exibem somente poucos picos, podendo ser avaliado a olho nu, espectros
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microbianos sé&o usados como impressdes digitais e devem ser analisados por
técnicas padrbes. Os métodos quimiométrico aplicados para estabelecer modelos de
classificagdo precisam garantir uma generalizacdo suficiente, o que é
particularmente dificil para amostras biolégicas quando comparadas com amostras
quimicas (KJELDAHL, BRO, 2010).

O campo da quimiometria tem sido aplicado com grande sucesso em Varios
ramos cientificos. As ferramentas quimiométricas permitem a analise de dados
multivariados complexos, onde a extracdo de informacdo € muito facilitada
(KJELDAHL, BRO, 2010).

A calibracdo multivariada € um processo para criagcdo de um modelo que
relaciona concentracdes ou propriedades de componentes a absorbancia de um
conjunto conhecido de amostras de referéncia, em mais do que um comprimento de
onda ou frequéncia (COCCO, 2008).

O PLS (Partial Least Squares) € um método no qual todas as variaveis sao
incluidas no modelo, o que implica que a calibracdo pode ser realizada
eficientemente mesmo na presenca de interferentes, ndo havendo necessidade do
conhecimento do nimero e natureza dos mesmos. As técnicas estatisticas, como o
PLS, séo realizadas em trés estagios: calibracéo, validacao/ otimizacédo e analise de
amostras desconhecidas (COCCO, 2008).

A espectroscopia no infravermelho ja € amplamente utilizada na industria de
alimentos, principalmente de grdos, para determinar a qualidade dos produtos
(SINGH et al., 2006). Na Microbiologia, a espectroscopia no infravermelho é utilizada
em diversas areas e com diferentes objetivos, como no estudo de Essendoubi et al.
(2007), no qual os autores obtiveram sucesso em discriminar diferentes linhagens de
Candida glabrata, um fungo infeccioso oportunista. Em 2005, Erukhimovitch et al.,
analisaram o potencial para identificar e discriminar géneros de fungos como
Fusarium e Pythium, através da espectroscopia no infravermelho préximo.

Este método ja& foi aplicado para a discriminacdo de 3 espécies fungicas de
dermatofitos (BASTERT et al., 1999) e para a identificacéo de 10 espécies de fungos
do ar e de origem clinica pertencentes ao género Aspergillus e Penicillium
(FISCHER et al., 2006). Em outro estudo a espectroscopia FT-IR foi utilizada com
sucesso na diferenciacdo de 16 isolados pertencentes a 5 espécies de Fusarium
(NIE et al., 2007). A espectroscopia FT-IR também permitiu a diferenciacdo de 3

espécies de Aspergillus e a discriminacdo de linhagens produtoras e ndo produtoras
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de aflatoxina (GARON et al., 2010). Shapaval et al. (2012), utilizou esta técnica para
classificar 59 isolados pertencentes a 19 espécies e 10 géneros comumente

envolvidos na deterioracdo de alimentos.
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4. CAPITULO I: Aplicacdo da espectroscopia no infravermelho médio por
transformada de Fourier na identificacdo de espécies de Aspergillus isoladas

de graos de café.

Angela Bozza de Almeida, Carolina Gracia Poitevin, Lilian Cristina Cocco, Carlos
Itsuo Yamamoto, Patricia do Rocio Dalzoto, Ida Chapaval Pimentel.

Resumo:

Na Micologia, um dos principais desafios é diferenciar espécies semelhantes.
Métodos baseados na morfologia sdo geralmente limitados, aumentando assim a
demanda por novos campos para se obter resultados melhores e mais confiaveis. A
espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR) € proposta
como um método alternativo para a classificagdo dos fungos altamente relacionados,
tais como Aspergillus ochraceus e Aspergillus westerdijkiae ou Aspergillus
carbonarius e Aspergillus niger. No entanto, as metodologias para o preparo de
amostras sdo demoradas e trabalhosas. Um método tradicional para preparo de
amostras foi adaptado para reduzir o tempo e manter a qualidade das analises
quimiométricas, em seguida, um modelo foi desenvolvido. Os fungos foram
cultivados em meio Sabouraud durante 4 dias, o micélio foi macerado com KBr e
analisados por espectroscopia no infravermelho médio por transformada de Fourier
(FT-MIR). A regressdo parcial dos minimos quadrados (PLS) foi aplicada aos
modelos de comparacédo de espécies e um teste de previsao foi utilizado para avaliar
os modelos. O coeficiente de determinacdo para calibracdo e erro quadratico médio
de calibracdo foram 0,94 e 0,23, respectivamente. Na validacdo externa, apenas um
A. westerdijkiae ndo foi corretamente classificado. Os resultados sugerem que a
adaptacdo da metodologia acelerou o processo de preparacdo da amostra,
mantendo a confiabilidade.

Palavras chave: Aspergillus; gréos de café; espectroscopia; identificacao.

4.1Introducao
Aspergillus € um dos géneros economicamente mais importantes de fungos;

dessa forma, rigor e estabilidade de sua taxonomia sdo de interesse pratico e
significativo (GEISER et al., 2007). Algumas espécies de Aspergillus sdo bem
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conhecidas como potenciais produtoras de ocratoxina A (OTA), uma micotoxina
capaz de produzir efeitos nefrotoxicos, teratogénicos, imunotoxicos, e cancerigenos
em animais (SARTORI et al., 2006) e considerado um potencial cancerigeno em
humanos pela Agéncia Internacional para Pesquisa sobre o Cancer (IARC, 1993;
PETZINGER, ZIEGLER, 2000) Resultados recentes indicam que Aspergillus
westerdijkiae, Aspergillus steynii, Aspergillus ochraceus, Aspergillus niger e
Aspergillus carbonarius séo responsaveis pela formacao de OTA nos gréos de café
(FRISVAD et al., 2007; MATA et al., 2007; VEGA et al., 2006).

Vérios estudos sugerem que A. ochraceus é a principal espécie que produz
OTA nos graos de café, sendo encontrado com maior frequéncia que as outras
espécies da secdo Circumdati (STACK et al, 1983). No entanto, Frisvad et al. (2004)
e Fungaro et al. (2004) observaram caracteristicas especificas de A. ochraceus e
propuseram uma subdivisdo de A. ochraceus em duas espécies, A. ochraceus e A.
westerdijkiae. Através analise genotipica (FUNGARO et al., 2004) e reorganizacéo
taxondémica (FRISVAD et al., 2004), concluiu-se que A. westerdijkiae esta fortemente
relacionada com a presenca de OTA nos graos de café produzidos no Brasil.

A taxonomia de Aspergillus secédo Nigri tem sido extensivamente estudada e
foi recentemente revista. Estudos taxondmicos utilizando métodos moleculares
levaram a separacdo do complexo A. niger em duas espécies, A. niger e A.
tubingensis (SAMSON, HONG, FRISVAD, 2006).

A sistematica de Aspergillus € complexa pela existéncia de divergéncia
morfologica entre os isolados da mesma espécie. Marcadores moleculares sao
muitas vezes limitados, levando a exploragdo de novos campos para obter
resultados melhores e mais confidveis. As abordagens modernas, tais como perfis
polifasicos de micro-organismos fornecem resultados relevantes para problemas
filogenéticos e taxondmicos; no entanto, eles podem ser demorados e improprios
para utilizacdo na rotina (TRALAMAZZA et al., 2013). A espectroscopia de
infravermelho foi reconhecida como uma alternativa valiosa para a caracterizagao
dos fungos (SHAPAVAL et al., 2013).

A espectroscopia no infravermelho & uma técnica com base na medicao de
modos vibracionais moleculares fundamentais (LECELLIER et al., 2014).
Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier é geralmente
utilizada para determinar a composi¢cao quimica de compostos organicos. A técnica

baseia-se no fato da radiacéo infravermelha ser absorvida por ligagdes moleculares
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como C-H, O-H, N-H, C=0 e C-C. A energia absorvida pelas amostras € resultante
de flexdo, alongamento e tor¢cdo das ligacfes levando a padrdes caracteristicos de
transmitancia e reflectancia (NAUMANN et al.,, 2005; CHALMERS, GRIFFITHS,
2002; GUNZLER, GREMLICH, 2002). O resultado é apresentado na forma de um
espectro de FT-IR e cada banda espectral é caracterizada por sua intensidade e
frequéncia, e o espectro global representa "a impressao digital molecular" (DUYGU
et al., 2009; NAUMANN, 2000). Estes perfis espectrais apresentam informacgdes
importantes sobre macromoléculas presentes em células, tais como proteinas,
lipidios, acidos nucleicos e carboidratos (LECELLIER et al., 2014).

A espectroscopia de infravermelho ja foi utilizada por varios autores para a
identificacdo de micro-organismos, com destaque para as aplicacdes desta técnica
(SHAPAVAL et al., 2013; ERGIN et al., 2013; MARQUES et al., 2013; ESSENDOUBI
et al., 2007; HELM et al., 1991). No entanto, métodos de preparacdo da amostra sao
demorados e laboriosos (TRALAMAZZA et al., 2013; LECELLIER et al., 2014,
GARON et al., 2010). Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi otimizar a
técnica tradicional de preparo de amostras, tornando-o mais rapido e mais facil e
também desenvolver um modelo quimiométrico satisfatério para a correta

identificacdo das espécies de Aspergillus.

4.2 Materiais e métodos

4.2.1 Material bioldgico

Foram analisados quarenta fungos do género Aspergillus, isolados a partir da
superficie de grdos de café de Londrina, PR (colheita 2011). Os isolados estéo
mantidos na coleg&o de cultura do LabMicro (Laboratorio de Microbiologia e Biologia
Molecular, Universidade Federal do Parana, Parana, Brasil). Caracteristicas
macroscopicas e microscopicas foram observadas (FRISVAD et al., 2004; SAMSON,
2000; PITT, HOCKING, 1997) e os isolados foram identificados ao nivel de secdo
(Nigri e Circumdati).

Quatro linhagens padrbes de Aspergillus, todas produtoras de OTA, foram
utilizadas: Aspergillus ochraceus 40013 (ATCC 22947) do Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Saude, Fundag¢do Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Brazil.
Aspergillus niger UEL 1, Aspergillus carbonarius UEL 187 e Aspergillus westerdijkiae
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UEL 91 foram cedidos pelo Laboratorio de Biologia Molecular da Universidade

Estadual de Londrina, Parand, Brasil.

4.2.2 ldentificacdo Molecular

Para confirmacdo das espécies, foi realizado o sequenciamento parcial dos
genes da B-tubulina e calmodulina e a regido do espaco interno transcrito (ITS)
usando oligonucleotideos iniciadores especificos. Para amplificagdo do gene B-
tubulina foram utilizados os oligonucleotideos iniciadores Bt2a (5'-
GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC-3’) e Bt2b (5'-
ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC-3’); para amplificacdo do gene calmodulina
oram utilizados o0s seguintes oligonucleotideos iniciadores CL1 (5'-
GARTWCAAGGAGGCCTTCTC-3’) e CL2A (5-TTTTGCATCATGAGTTGGAC-3’), os
oligonucleotideos iniciadores ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) e ITS4 (5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) foram utilizados na amplificacdo da regido ITS
(O'DONNELL et al., 2000; GLASS, DONALDSON, 1995; WHITE et al., 1990).

4.2.3 Preparacdo das amostras para espectroscopia FT-IR

Para as analises de espectroscopia, linhagens selecionadas por
sequenciamento foram selecionadas. As linhagens foram cultivadas em meio
Sabouraud (glicose 40g/L, peptona 10g/L e agar 15g/L) por 4 dias, a 28+0,5°C em
BOD, em triplicata. O micélio resultante foi raspado com auxilio de um cabo de Kolle

e transferido para tubos eppendorfs.

4.2.4 Espectroscopia FT-IR

Imediatamente apds a remocdo, o micélio foi macerado com KBr seco na
proporcdo de 1:100 e pressionado em pastilhas com uma prensa hidraulica
(CrushIR, PIKE Technologies, USA). Espectros foram capturados no modo
transmitancia a 64 “scans”, com resolucdo espectral 4 cm™ e intervalo espectral de
4000 a 400 cm?, usando um espectrometro FT-IR Nicolet 6700 (Thermo Scientific,
USA).
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4.2.5 Andlise espectros FT-IR

As analises quimiométricas foram realizadas com o software Unscrambler
(versdo 9.7, Camo Software AS, Oslo, Norway). Os espectros de FT-IR foram
cortados na regido 4000-750cm, para a remocéo de interferentes; a regido entre
4000- 750cm™ inclui a maioria das informacdes bioquimicas (LECELLIER et al.,
2014). A regido 2393-2283cm?, relacionada a contaminacédo por CO2 também foi
removida. O KBr foi utilizado como branco e o espectro de KBr foi subtraido durante
a manipulacdo espectral. Varios métodos de pré-processamentos matematicos
foram avaliados (APENDICE A) e o melhor foi selecionado. Espectros foram
normalizados e primeira derivada aplicada aos dados, com Savitzky-Golay com 5
pontos de alisamento seguido pela correcdo do espalhamento multiplicativo (MSC),
para a obtencdo de uma boa acuracia no modelo matemaético.

No presente estudo, regressao parcial dos minimos quadrados (PLS) foi o
método de classificacdo utilizado. Com a vantagem de que todos os dados
disponiveis podem ser utilizados para determinar o modelo de calibracdo, foi
adotado o método de validacdo cruzada para avaliar os modelos estabelecidos (LIU
et al.,, 2013; TRAVALLAIE et al.,, 2011; SZYDLOWSKA-CZERNIAK, 2007). Na
validagdo cruzada de um modelo de calibragdo, uma ou mais amostras séo
removidas a partir do conjunto de amostras de calibracdo. Modelos de calibracao
sdo entdo preparados com as amostras restantes com diferentes numeros de
principais componentes, com a predigdo da amostra removida determinada para
cada modelo. Este processo é repetido até que todas as amostras sao atribuidas
aos grupos corretos (THERMO GALACTIC, 2013).

O coeficiente de determinacdo para calibracdo (R?), o coeficiente de
determinacdo para validagdo cruzada (r?), a raiz quadrada do erro de calibracéo
(RMSEC) e a raiz quadrada do erro de validacao externa (RMSECV) foram utilizados
para avaliar os parametros do modelo PLS.

Para provar que o modelo matematico obtido pode ser utilizado para prever
as espeécies em estudo, uma validacao externa foi realizada com 9 novos isolados
fungicos. Nesta validagdo externa, o modelo matematico foi utilizado para prever
qual grupo os fungos isolados pertenciam. Os espectros para a validagao externa

foram colhidos 15 apés os demais.
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4 3 Resultados e discussao

4.3.1 Identificacdo morfolégica e molecular

Entre os 40 Aspergillus isolados, 30 espécies foram identificadas como
pertencentes a secao Nigri, sendo, 29 A. niger e 1 A. carbonarius; 10 isolados da
secado Circumdati foram identificados como A. westerdijkiae.

Doze linhagens selecionadas (TABELA 1) e linhagens padrbes foram
utilizadas para avaliar a acuracia da metodologia de espectroscopia de transmitancia
FT-MIR na discriminacdo de A. niger, A. carbonarius, A. ochraceus e A.
westerdijkiae. Devido ao numero desigual das linhagens das espécies de interesse,
repeticbes das culturas foram realizadas para que cada grupo tivesse ao menos
quatro representantes. Um numero uniforme de amostras para cada grupo é
necessario, para garantir que o0 modelo matematico possa representar

satisfatoriamente cada grupo.

TABELA 1 — LINHAGENS USADAS NA ANALISE DE ESPECTROSCOPIA DE FT-IR E SEUS
RESPECTIVOS NUMEROS DE ACESSO NO GENBANK.

Linhagens Genes sequenciados No. acesso GenBank Identificacéo
102 3F1 ITS KJ599601 A. westerdijkiae
107 3 F3 ITS KJ599602 A. westerdijkiae
104 2 F4 ITS KJ599603 A. westerdijkiae
1651 B1 B-tubulina KJ599623 A. westerdijkiae
1891 A3 B-tubulina KJ599618 A. westerdijkiae
144 3 K2 B-tubulina, calmodulina KJ599604/KJ599576 A. carbonarius
1772 F1 B-tubulina, calmodulina KJ599619/KJ599597 A. niger

136 1 C1 B-tubulina, calmodulina KJ599607/KJ599598 A. niger

132 3 L1 B-tubulina, calmodulina KJ599618/KJ599599 A. niger

187 2 H1 B-tubulina, calmodulina KJ599619/KJ599596 A. niger

1492 G1 B-tubulina, calmodulina KJ599605/KJ599594 A. niger

144 311 B-tubulina, calmodulina KJ599606/KJ599595 A. niger

FONTE: O AUTOR (2015).
Como nao foi encontrado nenhum isolado de A. ochraceus, e sabendo do

papel desta espécie na producdo da OTA, optou-se por realizar repeticbes da

linhagem padréo de A. ochraceus.

4.3.2 Andlise FT-IR: preparacdo da amostra

As vantagens da espectroscopia de FT-IR para discriminacéo e identificacao

de fungos sdo bem conhecidas, a técnica € ndo destrutiva, rapida e ndo requer o



50

uso de varios reagentes quimicos (GASPARDO et al., 2012; GIVENS, DE BOEVER,
DEAVILLE, 1997).

Diversos métodos de preparo de amostras para discriminacao e classificacao
de fungos pela espectroscopia de FT-IR tem sido descritas (LECELLIER et al., 2014;
GARON et al., 2010). Em seguida, além de desenvolver um modelo para diferenciar
as amostras de fungos corretamente, foi desenvolvido um método de preparacéo de
amostra rapido, facil e confiavel. O método de preparacdo simplificado desenvolvido
consiste na raspagem de micélio do meio sélido, apds 4 dias de crescimento e a
moagem deste micélio até a obtencao de um poé fino.

O micélio em pd € uma mistura lisa e homogénea que permite uma leitura
representativa de todo o organismo, ao invés de uma mistura heterogénea de
estruturas maiores e quimicamente distintas, tais como hifas (NAUMANN, 2009). O
micélio fungico tem uma composicdo bioquimica mais especifica e complexa que os
esporos, que sdao metabolicamente inativos (LECELLIER et al, 2014).

Tralamazza et al. (2013), também utilizaram micélio em p6 em seu estudo e
0s autores obtiveram resultados muito satisfatorios, identificando corretamente 100%
dos isolados, na discriminacdo entre A. niger, A. ochraceus e A. westerdijkiae; no
entanto, o método de preparo das amostras requer varios passos, incluindo
liofilizagdo e moagem com nitrogénio liquido.

Naumann (2009), desenvolveu uma técnica de preparacdo da amostra
utilizando micélio em pd, no entanto, as amostras foram submetidas a medicfes por
Reflectancia Total Atenuada (ATR). Como validacdo interna o método classificou
99% dos espectros corretamente. O autor escolheu 0 ATR por ser um método rapido
e facil para pés, em que a amostra € simplesmente colocada sobre o cristal de ATR,
enquanto a pesagem e mistura de pequenas quantidades de amostra com KBr, para
a preparacao da pastilha € um procedimento elaborado.

Entretanto, o uso de pastilhas de KBr elimina a necessidade de uma
subsequente preparagédo de amostra, assim, a variabilidade que pode surgir na
preparacdo de amostra é evitada e os efeitos de dispersdo, potencialmente
significativos nas medi¢des de transmissdo e reflexdo, sdo minimizados (PARODI,
DICKERSON, CLOUD, 2013).

4.3.3 Analise FT-IR: Analise espectros
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Espectros foram rastreados entre a faixa que apresenta diferenca entre as
espécies testadas (A. niger, A. carbonarius, A.ochraceus e A. westerdijkiae). Os
espectros foram normalizados e as bandas de absorcdo de infravermelho

apresentados na FIGURA 3 séo tipicos de amostras bioldgicas.
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0 —

Wavelength

748 32562cm-1 1.272936+03cm-1 1.797526+03cm-1 2.433996+03cm-1 2.958590+03cm-1 3.48319¢+03cm-1
TV-052V-053V-0s

Comprimento de onda (cm™)

FIGURA 3 — VISTA GERAL (750-4000 CMt) DOS ESPECTROS DE ABSORCAO NORMALIZADOS

E ALISADOS.
LEGENDA: AZUL ESCURO - A. carbonarius; VERMELHO — A. niger; VERDE — A. westerdijkiae;
AZUL CLARO - A. ochraceus.

FONTE: O AUTOR (2015).

Os espectros de A. niger e A. carbonarius estdo mais proximos entre si do
gue os demais espectros, do mesmo modo, os espectros de A. ochraceus e A.
westerdijkiae sdo altamente similares (FIGURA 3). O espectro padrao reflete a
analise morfoldgica e fisiologica, pois A. niger e A. carbonarius ambos pertencem a
secdo Nigri, que compreende fungos com conidios pretos ou quase pretos
(PERRONE et al., 2007). A. ochraceus e A. westerdijkiae pertencem a secao
Circumdati, a qual compreende fungos do género Aspergillus com conidios que vao
do amarelo ao ocre (SAMSON, HONG, FRISVAD, 2006).

E possivel distinguir regides com diferentes padrdes de bandas conhecidos
por ser caracteristicos de certos compostos quimicos: polissacarideos (1185-900cm-

1); proteinas, lipidios e compostos de fosfato (1485-1185 cm?); amidas (1800-1485
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cm?); e lipidios (2996-2800 cm™) (TRALAMAZZA et al., 2013; NAUMANN et al.,
1991).

A. niger e A. carbonarius apresentaram 0S maiores picos para a banda de
1542cmt, designada “amida II” (TABELA 2). Além disso, existe uma diferenca na
amplitude da banda entre A. ochraceus e A. westerdijkiae. As banda em 1400 e
1458 cm sdo atribuidas aos lipideos. Enquanto estes dois picos sdo distintos nos
espectros de A. carbonarius e A. niger, A. ochraceus e A. westerdijkiae

apresentaram um Unico pico nesta regiao.

TABELA 2 - FREQUENCIAS DE ABSORCAO DE INFRAVERMELHO CARACTERISTICAS DE
MICRO-ORGANISMOS E SUA ATRIBUICAO BIOMOLECULAR.

Frequéncia (cm) Banda molecular Atribuicdo
biomolecular
4000-3500 O—H Grupos hidroxila
Lipideos
3200-2800 CHz, CHs
N—H Proteinas
1780-1700 Cc=0 Acidos graxos
1695-1625 C=0, C—N Proteinas
(amida I)
N—H
1560-1525 C—N Proteinas
(amida Il)
N—H
1480-1400 CHs, CH:2 Lipidios
C=0
1300-1200 P=0 Acidos
nucléicos
1200-900 C—0—C, C—0O, Ribose,

P=0, C—C/C—-0O glicogénio,
acidos nucléicos
900-700 C—H Grupos
aromaticos

FONTE: LECELLIER et al., 2014; NAUMANN, 2000.

No geral, todos os picos relacionados com proteinas, lipidios e agua eram

mais fortes nos espectros de A. niger e A. carbonarius.

4.3.4 Analise FT-IR: PLS

O pré-processamento de dados espectrais de FT-IR tornou-se parte
integrante da modelagem quimiométrica. O objetivo do pré-processamento é a
remocao de fendbmenos fisicos no espectro para melhorar a regressao multivariada

posterior, 0 modelo de classificacdo ou a analise exploratéria (RINNAN, VAN DEN
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BERG, ENGELSEN, 2009). Por exemplo, a normalizagdo compensa as diferencas
de absorgéo devido a variagdo de tamanho de amostra ou espessura de amostra
(WENNING, SCHERER, 2013). O uso de combinacdes de meétodos de preé-
processamento é abundante na literatura e, em principio, qualquer sequéncia de
métodos de pré-processamento € possivel (RINNAN, VAN DEN BERG, ENGELSEN,
2009).

Geralmente, as primeiras ou segundas derivadas sdo utilizadas, mas a
decisdo sobre qual aplicar normalmente € feita por tentativa e erro, pois iSso
depende do tipo do problema de identificacdo e o grupo de organismo que esta
sendo estudado. Um efeito positivo do calculo das derivadas é a eliminacdo de
desvios da linha de base que podem ter sido induzidos por dispersdo de luz néao
especifica (WENNING, SCHERER, 2013).

Varios métodos de pré-processamento, incluindo o MSC, atenuam o efeito de
dispersdo da luz. Com o sistema de particulas, é geralmente assumida que as
informacBes removidas do espectro pela aplicacdo deste método empirico séo
essencialmente a manifestacéo fisica de espalhamento de luz, e ndo ha nenhuma
perda significativa de informacédo quimica. Assim, o desempenho de modelos de
regressao multivariada € melhorado por meio da estimativa de informacfes quimicas
a partir dos espectros corrigidos (CHEN, THENNADIL, 2012). Neste trabalho,
normalizacdo, primeira derivada com 5 pontos de alisamento e finalmente o MSC
foram adotados, pois esta combinacdo produziu um modelo final mais preciso do
que outros tipos de pré-processamento.

A figura 4 mostra o grafico de “score” dos dois primeiros principais
componentes (PCs) ou variaveis latentes de PLS, com andlise de 22 espectros. Este
grafico mostra quatro grupos (A. carbonarius, A. niger, A. ochraceus e A.
westerdijkiae) no espaco bidimensional. Os grupos 1 e 2 correspondem aos isolados
da sec¢é&o Nigri e os grupos 3 e 4 consistem em isolados da sec&o Circumdati. Nota-
se que ha uma grande separacao entre as duas sec¢des, mostrando que o modelo foi

capaz de discriminar corretamente as sec¢des Nigri e Circumdati.
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FIGURA 4 — GRAFICO DE “SCORE” DA PRINCIPAL COMPONENTE 2 VS. PRINCIPAL
COMPONENTE 1.

LEGENDA: GROUPO 1 — A. carbonarius; GROUPO 2 — A. niger; GROUPO 3 — A. westerdijkiae;
GROUPO 4 — A. ochraceus.

A maior proximidade foi observada nos isolados dos grupos 3 e 4 e néo houve
uma separacao clara entre esses grupos. A discriminacdo entre A. ochraceus e A.
westerdijkiae ocorreu apenas em 2004 (FRISVAD et al.,, 2004), antes ambas as
espécies eram consideradas como A. ochraceus. O grupo 2 (A. niger) é melhor
definido que o grupo 1 (A. carbonarius) e ha uma separacéo entre esses grupos.

O desempenho dos modelos de calibragdo PLS foi avaliado por R?, r?,
RMSEC e RMSECV. Um bom modelo deve ter um baixo RMSEC e RMSECV (com
uma pequena diferenca) e um alto coeficiente de determinacdo (mais proximo de 1)
(WILLIAMS, 2001).

Com trés PCs, altos valores de R? (0,94) e r? (0,86) e baixos valores de
RMSEC (0,23) e RMSECV (0,37) foram observados, mostrando que o modelo pode
discriminar corretamente os grupos testados. Um maior numero de PCs pode ser
utilizado para melhorar a calibragcdo do modelo matematico, embora dentro de um
limite para evitar erros resultantes do “over-fitting”.

“Over-fitting” é prejudicial pois ndo incorpora caracteristicas preditivas de
dados ao modelo, mas também ruido, o que resulta no mau desempenho do modelo
na fase de predicdo. As consequéncias do “over-fitting” sdo mais graves para

7

modelos de calibracdo multivariada e esta é a razdo pela qual a selecdo de

componentes é considerada um passo critico na modelagem (FABER, RAJKO,
2007). Métodos de regressao com menos PCs podem fornecer melhores previsées
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de futuras observacdes. Ramada et al. (2006), para evitar o “over-fitting”, também
utilizou 3 PCs.

Cuadraro et al. (2005), propuseram critérios para avaliar resultados dos
modelos utilizando valores de R2?. De acordo com os autores, o modelo mostra
excelente precisdo quando os valores de R? sdo 0,90 ou superiores; boa precisdo
quando os valores de R? estdo entre 0,70 e 0,89 e uma discriminacédo entre boa e
baixa quando os valores estéao entre 0,50 e 0,69.

Para confirmar a qualidade do modelo, foi realizada uma validagdo externa;
na qual utilizou-se espectros de FT-IR de 9 amostras como entrada e realizou-se a
classificagdo utilizando o modelo PLS. Nesta validagdo, o modelo classificou
corretamente 88,88% das amostras (TABELA 3), com RMSEC de 0,35.

TABELA 3 — PREDICAO DOS GRUPOS.

Linhagens Identificacéo Grupo atual Grupo predito Correspondéncia
1 A. carbonarius 1 1 Sim
7 A. carbonarius 1 1 Sim
2 A. niger 2 2 Sim
8 A. niger 2 2 Sim
16 A. niger 2 2 Sim
3 A. westerdijkiae 3 3 Sim
11 A. westerdijkiae 3 3 Sim
4 A. ochraceus 4 3 N&o
4R A. ochraceus 4 4 Sim

A discriminacdo de espécies altamente relacionadas, tais como A. niger e A.
carbonarius confirma a robustez do modelo. Entretanto, 0 modelo ndo diferenciou
corretamente A. ochraceus e A. westerdijkiae: um isolado do grupo 4 (A. ochraceus)
foi predito como pertencente ao grupo 3 (A. westerdijkiae).

A secdo Circumdati é especialmente conhecida por sua producdo de
ocratoxina A. Esta toxina é nomeada apOs ser descrita primeiramente em A.
ochraceus, esta espécie levantou grande interesse devido ao seu papel na
contaminacao do café. Curiosamente, algumas linhagens de A. ochraceus ja foram
re-identificadas como A. westerdijkiae; dessa forma, muitas das linhagens relatadas
como A. ochraceus podem de fato ser A. westerdijkiae (MORELLO et al., 2007).

Esta dificuldade em diferenciar A. ochraceus e A. westerdijkiae também é
observada quando analises morfolégicas, fisiolégicas e por biologia molecular sédo
realizadas; assim, podemos dizer que os espectros de FT-IR ndo contém diferencas

significativas que ajudem a diferenciar esses dois grupos.
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4.4 Conclusao

O modelo quimiométrico desenvolvido neste estudo, com base na
espectroscopia de transmitancia FT-MIR, que foi capaz de distinguir corretamente
entre espécies altamente relacionadas, tais como A. niger e A. carbonarius. No
entanto, devido a semelhanca quimica entre A. ochraceus, e A. westerdijkiae, a
diferenciacéo destas duas espécies nao foi possivel em todos os casos.

A adaptacdo do método tradicional de preparacdo de amostra provou ser
muito rapido, sendo completado em 4 dias, e facil de aplicar, com poucos passos de
processamento. No entanto, acredita-se que mais testes devem ser realizados com
um numero adicional de linhagens para uma classificacdo exata de espécies de

fungos.
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5. CAPITULO II: Inibicdo de crescimento e de producdo de ocratoxina A em

espécies de Aspergillus por fungos isolados de graos de café.

Angela Bozza de Almeida, Isabela Pauluk Corréa, Thiago Pires, Patricia do Rocio

Dalzoto, Ida Chapaval Pimentel.

Resumo:

A ocratoxina A (OTA) é uma micotoxina encontrada em varios produtos
agricolas que podem representar problemas de seguranca alimentar. OTA é
produzida por fungos Aspergillus e Penicillium, € nefrotdxica, imunotdxica,
hepatotoxica e pode ser carcinogénica. Alguns paises possuem legislacdo que limita
a concentracdo de OTA em alimentos; algumas medidas preventivas podem ser
tomadas para este fim, entre eles, evitar o crescimento flngico e a producdo de
OTA. Os métodos biologicos tém sido cada vez mais considerados como uma
alternativa aos tratamentos fisicos e quimicos. Neste estudo, oito fungos (duas
linhagens de Rhizopus oryzae, Lichtheimia ramosa, Aspergillus westerdijkiae,
Aspergillus niger, Aspergillus tamarii, Aspergillus flavus e Aspergillus fumigatus),
isolados de grédos de café foram avaliadas quanto a capacidade de reducdo do
crescimento de Aspergillus ochraceus, Aspergillus westerdijkiae, Aspergillus
carbonarius e Aspergillus niger e quanto a capacidade de inibir a producdo de OTA.
Todos os fungos testados foram capazes de inibir o crescimento de todas as
espécies de Aspergillus e a producédo de OTA, ao passo que a linhagem de A. niger
C187 apresentou os melhores resultados para ambos os testes. A linhagem
Lichtheimia ramosa C118 apresentou o menor potencial de reducdo de crescimento,
os demais fungos apresentaram um potencial de reducgéo superior a 70% para todas
as especies de Aspergillus testadas. Em relacdo a inibicdo da producédo de OTA,
Lichtheimia ramosa C118 e Aspergillus flavus C176 inibiram completamente a
producdo da micotoxina por A. ochraceus e a A. niger C187 néo-toxigénica inibiu
completamente a producdo de OTA por A. niger. Os resultados indicam que as
linhagens testadas podem ser utilizadas como uma alternativa no controle do
crescimento de fungos produtores de OTA e controle da producao desta micotoxina
em graos de café.

Palavras chave: Fungos, grdos de café, Aspergillus, inibicdo de crescimento,

producao de ocratoxina A.



58

5.1Introducao

Ocratoxina A (OTA) é uma micotoxina produzida por varias espécies de
Aspergillus e Penicillium, ocorrendo em uma variedade de produtos alimentares
antes e durante a armazenagem (GALLO et al.,, 2009). A OTA é nefrotoxica,
imunotéxica, hepatotoxica (CASTEGNARO et al.,, 1998; PETZINGER, ZIEGLER,
2000; AL- ANATI, PETZINGER, 2006; PATHARAJAN et al.,, 2011) e tem sido
avaliada como potencial carcinogénico (grupo 2B) pela Agéncia Internacional de
Pesquisa do Cancer (IARC) (IARC, 1993; FIORI et al., 2014). Varios efeitos toxicos
da OTA tém sido descritos, como inibicdo da sintese proteica, estresse oxidativo e
danos no DNA (RINGOT et al., 2006; RINALDI et al., 2007; ALMELA et al., 2007,
MECA, RITIENI, 2009). Como uma medida de prevencdo, a Unido Europeia fixou
niveis maximos permitidos de OTA em 5 pg/Kg para café torrado (grédos ou moido) e
10 pg/Kg para café soluvel (“Commission regulation” No. 123/2005). No Brasil, os
niveis maximos permitidos de OTA em café torrado (grdos ou moido) e café soluvel
sdo de 10 pg/Kg (ANVISA RDC No. 7/2011).

Em regides temperadas a OTA € produzida principalmente por espécies de
Penicillium, enquanto em &reas tropicais e subtropicais a OTA € produzida por
espécies de Aspergillus (VARGA et al, 2001; MASOUD, KALTOFT, 2006). Os
principais fungos produtores de OTA em café s&do Aspergillus westerdijkiae,
Aspergillus steynii, Aspergillus ochraceus e espécies afins (secdo Circumdati), e
Aspergillus carbonarius, com um menor numero de isolados de Aspergillus niger
(secdo Nigri) (TANIWAKI et al., 2003; VEGA et al.,, 2006; MATA et al., 2007,
FRISVAD et al, 2007).

Estratégias tém sido empregadas para prevenir e controlar o crescimento de
fungos produtores de OTA em graos. Produtos quimicos e antifungicos tém sido
utilizados para o controle de micotoxinas em poés-colheita em varios alimentos.
Entretanto, estes produtos podem levar a um aumento do risco de residuos toxicos
em alimentos (HUA et al., 2014; CHEN et al., 2008; BAIRD et al., 1991), em adicéo,
0 uso indiscriminado de antifingicos pode resultar em resisténcia fungica (MA,
MICHAILIDES, 2005). Assim, o interesse atual por métodos de controle biologico
para OTA em alimentos tem aumentado; pesquisadores demonstraram o potencial
de bactérias, leveduras e fungos na inibicdo do crescimento de fungos que

produzem OTA e também na inibicdo da producao ou degradacéo desta micotoxina.
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Fiori et al. (2014), avaliaram 4 linhagens de leveduras (Cyberlindnera jadinii,
Candida friedrichii, Candida intermedia e Lachancea thermotolerans) contra A.
carbonarius produtor de OTA e sua capacidade de remover OTA do suco de uva.
Segundo os autores C. intermedia e L. thermotolerans mostraram uma significativa
habilidade em inibir A. carbonarius em cachos de uva e em experimentos “in vitro”.
Masoud e Kaltolf (2006), também obtiveram resultados satisfatorios testando
leveduras envolvidas na fermentacao do café na inibicdo do crescimento e producao
de OTA por A. ochraceus. As leveduras Pichia anomala, Pichia kluyveri e
Hanseniaspora uvarum foram utilizadas para reduzir o crescimento de A. ochraceus,
a maioria das leveduras apresentou uma porcentagem de inibicdo superior a 60%,
também impediu a biossintese de OTA no meio MEA. Piotrowska e Zakowska, 2005,
testaram bactérias laticas na eliminacdo de OTA e uma alta eliminacdo foi
observada por Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus rhamnosus de 70.5% e
87.5% respectivamente. Estudos utilizando fungos sdo escassos na literatura,
Barberis et al., (2014), estudaram o efeito de fungos isolados do solo na producéo
de OTA por Aspergillus carbonarius, os autores identificaram diversos géneros
capazes de inibir a producdo de OTA, como: Aspergillus, Trichoderma,
Cladosporium, Acremonium e Geotrichum.

Neste trabalho, o objetivo foi avaliar o potencial de inibicdo de crescimento e
producdo de OTA de oito fungos isolados de grédos de café contra A. carbonarius, A.
niger, A. westerdijkiae e A. ochraceus produtores de OTA.

5.2 Materiais e métodos

5.2.1 Material Bioldgico

Oito fungos foram selecionados a partir de um isolamento realizado de gréos
de café verde, de acordo com as diferencas morfologicas. Os fungos foram
identificados pela taxonomia classica de acordo com Samson et al. (2000) e De
Hoog (2000), sendo, dois isolados de Rhizopus spp., um isolado de Lichtheimia sp. e
cinco isolados de Aspergillus spp. Todos os isolados foram depositados na cole¢ao
de culturas de microrganismos de LabMicro (Laboratério de Microbiologia e Biologia

Molecular da Universidade Federal do Parana, Brasil).
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Para os testes de reducao foram utilizados A. westerdijkiae 91, A. niger 1 e A.
carbonarius 187, produtores de OTA, cedidos pelo Laboratério de Biologia
Molecular, Universidade Estadual de Londrina, Parand, Brasil. A. ochraceus 40013
(ATCC 22947), também produtor de OTA foi obtido do Instituto Nacional de Controle
de Qualidade em Saude (INCQS), Fundacdo Oswaldo Cruz.

As linhagens padrdo de Aspergillus foram avaliadas quanto a producdo de
OTA por CLAE (cromatografia liquida de alta eficiéncia), produzindo as
concentracbes: A. ochraceus 1,84 pg/L, A. westerdijkiae 1,45 pg/L, A. niger 0,40
Hg/L e A. carbonarius 12,30 pg/L (APENDICE B).

5.2.2 Identificacdo dos fungos isolados de grédos de café

Para confirmacdo das espécies a extracdo de DNA foi realizada segundo
Badali et al., (2009), os isolados foram sequenciados usando oligonucleotideos
iniciadores especificos para a regido do espaco interno transcrito (ITS), e em alguns
casos, o0 gene parcial da B-tubulina. Oligonucleotideos iniciadores ITS1 (5'-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3) e ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) form
utilizados para amplificar a regiao ITS e Bt2a (5-
GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC-3)) e Bt2b (5'-
ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC-3’) foram utilizados para amplificar e gene -
tubulina (WHITE et al., 1990; GLASS, DONALDSON, 1995).

Para a regiao ITS, a reacado de amplificacdo de DNA ocorreu em um volume
de 25 L, contendo 1x buffer, 2,5mM de MgClz, 0,31mM de dNTPs, 0,5uM de cada
oligonucleotideo iniciador e 0,03 U/uL Taq DNA Polymerase (Applied Biosystems). A
reagdo de PCR ocorreu em um termociclador automatico sob as seguintes
condi¢cbes: desnaturacao inicial a 94°C por 2 minutos; 30 ciclos a 94°C por 35
segundos, 52°C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto; e extensao final a 72°C por 7
minutos. Para a amplificagdo de DNA do parcial gene da B-tubulina também ocorreu
em um volume de 25 puL contendo, 1x buffer, 2,5mM de MgCl2, 0,30mM de dNTPs,
0,2uM de cada oligonucleotideo iniciador e 0.03 U/uL Tag DNA Polymerase (Applied
Biosystems). A reacdo de PCR ocorreu em um termociclador automatico sob as
seguintes condi¢des: desnaturacéo inicial a 94°C por 5 minutos; 35 ciclos a 94°C por

50 segundos, 60°C por 50 segundos e 72°C por 1 minuto; e extensao final a 72°C
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por 7 minutos. Os fragmentos foram sequenciados em sequenciador automatico ABI
3500 (Applied Biosystems).

5.2.3 Inibicdo de crescimento

Todos os fungos foram crescidos em meio Sabouraud (glicose 40g/L, peptona
10g/L e &gar 15 g/L) por 7 dias a 28+0,5°C. A concentracdo de esporos dos fungos
isolados de grédos de café foi estimada por microscopia usando uma camara d
contagem (Neubauer) e a suspenséo foi diluida para uma concentracgéo final de 10°
esporos/mL. Em placas de Petri contendo meio Sabouraud, 0,1 mL da suspenséo de
esporos foi espalhada na superficie do meio. Um plug de 6mm de meio de cultura foi
removido do centro da placa e outro plug de 6mm contendo micélio de fungos
produtores de OTA o substituiu. As placas foram incubadas a 28 +0,5°C por 7 dias e
0 experimento foi realizado em 4 repeticdbes. Como controle, fungos produtores de
OTA foram crescidos em meio Sabouraud.

O diametro das colbnias foi medido apés 7 dias de crescimento e avaliados
pela formula de inibi¢cdo de crescimento: % reducdo=((Dc-Ds)/Dc) x100, sendo, Dc o
didmetro do controle e Ds o diametro das amostras (EDGINTON, KNEW, BARRON,
1971).

5.2.4 Inibicdo da producao de OTA

Apbs 7 dias de incubacéo, OTA foi determinada de acordo com a metodologia
proposta por Barberis et al., 2014, com algumas modificagbes. A partir das placas
dos testes de inibi¢éo, trés plugs, com 6mm de didmetro, foram removidos utilizando
1 cm de distancia cada, do centro da colbnia (ponto de inoculacéo) a borda da placa.
A extragdo de OTA iniciou com a adicdo de 1,5 mL de metanol, a mistura
permaneceu em repouso por 1 hora no escuro e centrifugado a 4000 rpm por 5
minutos. As solucdes foram filtradas através de 1& de vidro, evaporadas até a
secagem, redissolvidas em fase movel (acetonitrila/agua/acido aceético, 50:48:2),
filtradas novamente em filtro de seringa 0,22um (Millex, Millipore Co, Bedford, Mass),

e posteriormente injetadas no equipamento de CLAE.
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Para determinar a reducdo da producdo da OTA foi utilizada a férmula
mencionada previamente: % Reducdo=((Cc-Cs)/Cc) x100. Onde, Cc € a

concentracdo de OTA do controle e Cs a concentracdo de OTA das amostras.

5.2.5 Deteccao de OTA

A andlise de CLAE foi realizada de acordo com Bragulat et al. (2001), com
algumas modificacdes. A deteccdo de OTA foi realizada com o equipamento de
HPLC Varian com “autosampler” modelo 410 (50492) e detector de fluorescéncia
modelo 363 (00956). A separagédo foi realizada pela coluna Varian C18, 250 x
4,6mm, 5um, sob condi¢cdes isocraticas. A fase movel (acetonitrila/agua/acido
acético, 50:48:2) foi bombeada a 1,0 ml/min, o comprimento de onda de excitacdo e
emissado foram de 330nm e 470nm, respetivamente. O volume de injecao foi de 50
ML e o tempo de retencdo por volta de 8 minutos. A curva com o0s padrdes foi
construida de 0,1 a 15 pg/L de OTA (Sigma Chemical, St. Louis, MO, USA), com
coeficiente de correlacédo de 0,999774. A micotoxina foi quantificada correlacionando

as areas dos picos extraidos das amostras com a curva padrdo (APENDICE C).

5.2.6 Anédlise estatistica

A fim de inferir diferencas na inibicdo do crescimento e producdo de OTA
pelos fungos estudados, os procedimentos estatisticos foram realizados para
detectar as variacdes significativas entre os tratamentos. A andlise de variancia
(ANOVA) para medidas repetidas (DAVIS, 2002) foi aplicada, seguido pelo método
de Tukey para procedimentos de mdultiplas comparagbes (MCP) (TUKEY,
CIMINERA, HEYSE, 1985). A metodologia permite encontrar contrastes relevantes
entre o desempenho dos fungos entre si ou com o tratamento controle. A analise de
residuo foi aplicada para verificar os modelos. Todos os célculos foram realizados
com o programa R Ambiente para analise estatistica (IHAKA, GENTLEMAN, 1996).

5.3 Resultados e discussao

5.3.1 Identificacdo dos fungos isolados de graos de café
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Uma alternativa para o controle de OTA em alimentos é a utilizacdo de micro-
organismos capazes de reduzir o crescimento de fungos produtores de OTA, bem
como a producédo de micotoxinas. Neste contexto, fungos foram avaliados quanto a
capacidade para reduzir o crescimento e producdo de OTA em espécies de
Aspergillus.

Os fungos selecionados para os testes de reducdo foram sequenciados para
a confirmacdo das espécies (TABELA 4). Estes fungos tém sido descritos na
literatura (BOZZA et al.,, 2009; MAGNOLI et al., 2008; PIMENTA, VILELA, 2003;

SILVA et al., 2008) como contaminantes habituais de grdos de café.

TABELA 4 — IDENTIFICACAO DE LINHAGENS USADAS NESTE ESTUDO E OS RESPECTIVOS
NUMEROS DE ACESSO NO GENBANK.

Cédigo Identificacdo No. acesso Gene sequenciado
GenBank

C113 Rhizopus oryzae KP784371 ITS

C183 Rhizopus oryzae KP784372 ITS

C118 Lichtheimia ramose KP784373 ITS

c107 Aspergillus westerdijkiae KJ599602 ITS

ci187 Aspergillus niger KJ599619 B-tubulina

C122 Aspergillus tamarii KP784375 ITS

C143 Aspergillus fumigatus KP784370 B-tubulina

C176 Aspergillus flavus KP784374 ITS

5.3.2 Inibic&o de crescimento

Todos os oito fungos testados reduziram o crescimento de A. ochraceus, A.
westerdijkiae, A. carbonarius e A. niger (FIGURA 5). A linhagem L. ramosa C118
mostrou 0s menores potenciais de reducdo (18,3% A. ochraceus, 46,32% A.
westerdijkiae, 67,9% A. carbonarius, 63,95% A. niger), os demais fungos
apresentaram potencial de redugcdo superior a 70% para todas as espécies de
Aspergillus testadas. A linhagem A. niger C187 inibiu completamente o crescimento

de A. westerdijkiae.
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FIGURA 5 — PORCENTAGEM DE INIBI(;AO DE CRESCIMENTO DAS QUATRO ESPECIES DE
Aspergillus (A. ochraceus, A. westerdijkiae, A. carbonarius e A. niger) POR FUNGOS ISOLADOS DE
GRAOS DE CAFE.

LEGENDA: R. oryzae C113 e C183; L. ramosa C118; A. westerdijkiae C107; A. niger C187; A. tamari
C122; A. fumigatus C143 e A.flavus C176.

A andlise estatistica mostrou resultados significativos de inibicdo de
crescimento para todos os fungos testados, quando comparada com o tratamento
controle (p-valor critico <0,025) (APENDICE D).

Kogkaki et al. (2015), avaliaram a interacdo de Aspergillus carbonarius
produtor de OTA e fungos associados a uvas. Os autores relataram que houve um
ligeiro efeito inibidor sobre o crescimento das duas linhagens de A. carbonarius por
A. ibericus. No entanto, os fungos raramente tiveram um efeito consideravel sobre o
crescimento de A. carbonarius. Ao contrario do que relatado por Kogkaki et al.
(2015), no presente estudo, todos os fungos testados reduziram o crescimento das
qguatro espécies de Aspergillus produtoras de OTA testadas, o menor percentual de
reducado para A. carbonarius foi de 67,9% por L. ramosa C118.

A utilizagdo de fungos no controle de crescimento de fungos produtores de

micotoxinas é pouco mencionado na literatura, sendo leveduras e bactérias testadas
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pela maioria dos autores (FIORI et al., 2014; MASOUD et al., 2006), mostrando,
assim, a importancia dos dados obtidos neste estudo.

Zhu et al. (2015), avaliaram a inibicdo de crescimento de A. ochraceus e A.
carbonarius por leveduras, as linhagens Metschnikowia aff. Fructicola M179, Pichia
kluyveri M117, Candida zemplinina M3, Saccharomyces cerevisiae M114 e C297
apresentaram efeito inibitério significativo para ambos os fungos. Segundo os
autores as porcentagens de inibicao variam 26,45% a 100% para A. carbonarius e
79,56% a 100% para A. ochraceus. No presente estudo, as porcentagens de inibicdo
variaram diferentemente das reportadas por Zhu et al., 67,9% a 92,57% para A.
carbonarius e 18,3% a 96,59% para A. ochraceus. Em outro estudo, linhagens de
Saccharomyces cerevisiae foram avaliadas na inibicdo de A. carbonarius e A.
ochraceus, todas as linhagens de leveduras testadas apresentaram habilidade na
inibicdo de crescimento dos fungos com niveis superiores a 65% (Cubaiu et al.,
2012).

Piotrowska et al. (2014), avaliaram a inibicdo de A. westerdijkiae por bactérias
lacticas (Lactobacillus) e Saccharomyces cerevisae. O crescimento de A.
westerdijkiae foi completamente inibido por Saccharomyces cerevisae, entretanto,
apresentou uma discreta inibicdo pela bactéria lactica. No presente estudo as
porcentagens de inibicdo para A. westerdijkiae variaram de 46,36% por L. ramosa e
100% por A. niger.

5.3.3 Inibicdo da producao de OTA

Em relacédo a producédo de OTA, todos os fungos testados foram capazes de
reduzir a producao desta micotoxina. L. ramosa C118, A. niger C187, A. tamari C122
e A. fumigatus C143 apresentaram 0s mais altos potenciais de redugcdo para 0s
fungos da secao Circumdati (100%, 96,53%, 99,35% e 98,97 para A. ochraceus e
98,42%, 99,26%, 95,97% e 95,44% para A. westerdijkiae respectivamente), para os
fungos da secao Nigri (A. niger e A. carbonarius), a linhagem A. niger C187 mostrou
o maior potencial para reducdo de OTA, 100% e 83,73 respectivamente (FIGURA 6).
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FIGURA 6 — PORCENTAGEM DE INIBI(;AO DA PRODU(;AO DE OTA NAS QUATRO ESPECIES
DE Aspergillus (A. ochraceus, A. westerdijkiae, A. carbonarius e A. niger) POR FUNGOS ISOLADOS
DE GRAOS DE CAFE.

LEGENDA: R. oryzae C113 e C183; L. ramosa C118; A. westerdijkiae C107; A. niger C187; A. tamarii
C122; A. fumigatus C143 e A.flavus C176.

Barberis et al. (2014), avaliaram o efeito de fungos isolados do solo na
producdo de OTA por A. carbonarius, os resultados evidenciaram que todas as
linhagens de A. niger testadas inibiram completamente a producédo de OTA por A.
carbonarius. Em nosso estudo, A. niger C187 (ndo toxigénico) conseguiu reduzir
completamente a producdo de OTA por A. niger, porém nenhum dos fungos
testados foi capaz de inibir em 100% a producdo de OTA por A. carbonarius.
Abrunhosa, Serra e Venacio (2002), avaliaram o potencial de biodegradacdo da OTA
por fungos isolados de uvas e 27 fungos A.niger testados degradaram mais que 80%
de OTA. Os autores concluiram que a atividade de degradacéo de OTA pode esses
fungos pode estar envolvida com a carboxipeptidase. Bejaoui et al. (2006), testaram
espécies da sec¢do Nigri (A. carbonarius, A. niger e A. japonicus) na biodegradacao
de OTA e concluiram que A. niger pode ser uma espécie interessante no processo
de detoxificacdo. Abrunhosa et al. (2006), isolaram um extrato de enzima de A. niger

responsavel pela degradacdo de OTA, este extrato de enzima exibe uma elevada
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atividade hidrolitica nesta micotoxina, em que 99,8% da OTA inicial foi convertida em
OTa apds 25 horas. Em 2007, Abrunhosa e Venancio isolaram e purificaram a
enzima responsavel pela hidrélise da OTA, isolada de A. niger. De acordo com o0s
autores, os resultados sugerem que a enzima hidrolitica € uma metaloenzima, como
a carboxipepetidase, a atividade hidrolitica da OTA pela carboxipepetidase A é bem
descrita (PITOUT 1969; VARGA, RIGO, TEREN, 2000).

Duas linhagens de Rhizopus oryzae foram testadas em nosso estudo,
mostrando porcentagens de inibicdo de OTA superiores a 78%. A linhagem R.
oryzae C113 apresentou as porcentagens de inibicdo: 78,41% A. westerdijkiae e A.
ochraceus, 90,35% A. carbonarius e 94,84 A. niger. A linhagem R. oryzae C183
apresentou as seguintes porcentagens de inibicao: 97,47% A. westerdijkiae, 97,56%
A. ochraceus, 82,67% A. carbonarius e 89,61% A. niger. Ambos apresentaram forte
evidéncia estatistica para a inibicdo da producdo de OTA por A. carbonarius,
contrastando com o tratamento controle. VARGA et al. 2005, avaliaram o potencial
degradacdo de micotoxinas por isolados de espécies de Rhizopus. OTA foi
degradada com sucesso por R. stolonifer, R. microsporus, R. homothallicus e R.
oryzae, os isolados de Rhizopus ainda foram capazes de degradar mais que 95% da
OTA em 16 dias. A cinética da degradacao de OTA por Rhizopus foi comparada com
A. niger pelos autores, eles viram similaridades entre a cinética da degradacao de
OTA por Rhizopus e por A. niger, sugerindo que a atividade da carboxipeptidase A
pode ser responsavel pela decomposicdo de OTA nestes isolados, assim como em
A. niger. Segundo Valero et al. (2006), outros fungos tem a capacidade de degradar
a OTA pela atividade da carboxipeptidase, tais como Alternaria, Cladosporium e
Trichoderma.

Barberis et al. (2014), testaram outros fungos, incluindo um isolado de Absidia
sp., este isolado inibiu cerca de 90% da producéo de OTA por A. carbonarius. No
presente estudo, a linhagem L. ramosa C118 (anteriormente Absidia idahoensis var.
thermophila) (LINDE et al., 2014), reduziu em 100% a producdo de OTA por A.
ochraceus. A inibicdo de OTA produzida por A. carbonarius foi inferior do que o
apresentado no trabalho de Barberis et al. (2014), de 60,03%. Abrunhosa, Serra e
Venancio (2002), testaram Aspergillus das sec¢des Flavi e Circumdati. Uma linhagem
de A. ochraceus (secéo Circumdati) apresentou porcentagem de inibicdo de OTA de
95% a 100%. A linhagem da secdo Circumdati neste estudo, A. westerdijkiae C107,

reduziram a producdo de OTA em 43,45% em A. carbonarius, 76,89 A. niger,
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94,96% A. westerdijkiae e 97,97% A. ochraceus. Em relacdo a A. flavus C176,
representante da secdo Flavi, apresentou reducdo de 100% de OTA produzida por
A. ochraceus. No estudo anterior, Abrunhosa, Serra e Venancio (2002), dois
isolados de A. flavus degradaram a OTA em porcentagens variando de 50% a 80%.

A linhagem R. oryzae C113 apresentou 0os menores potenciais de reducdo
nos fungos da secdo Circumdati (78,41% A. westerdijkiae e A. ochraceus). Para a
secdo Nigri, a linhagem A. westerdijkiae C107 mostrou 0s menores potenciais de
reducdo de OTA (76,89% A. niger e 43,45% A. carbonarius).

Segundo Valero et al. (2006), existem trés fatores envolvidos na reducéo de
OTA por fungos: Limitagéo no crescimento do fungo, geralmente leva a uma redugéo
na producdo de OTA; os fungos antagonistas consomem nutrientes especificos
necessario para sintetizar a OTA e ainda a degradac&o de OTA por outros fungos. E
importante ressaltar que houve uma reducdo significativa de crescimento em
espécies que produzem OTA e isso pode ter sido causado pela competicdo de
espaco. No entanto, quando os fungos interagem podem excretar substancias que

se difundem para outros fungos, bloqueando o crescimento e a sintese de OTA.

5.4Conclusdo

A OTA é uma micotoxina encontrada em varios produtos agricolas, o que leva
a problemas de seguranca alimentar. A utilizacdo de métodos biolégicos (leveduras,
bactérias e fungos) é conhecida por varios autores como uma das alternativas mais
promissoras para controlar a producdo de micotoxinas. Desse modo, 0 potencial
inibitério de 8 fungos isolados de grdos de café foi avaliado contra o crescimento
Aspergillus produtores OTA e contra a producdo desta micotoxina por estes fungos.
A linhagem A. niger C187 ndo toxigénica, apresentou os melhores resultados,
levando em consideracdo os testes de inibicdo de crescimento e producdo de OTA.
Todos os fungos testados causaram inibicdo de crescimento e produgcdo de OTA
pelas espécies de Aspergillus.

Estes resultados indicam que as linhagens de fungos testadas podem ser
eficientes agentes no controle de OTA em produtos alimentares. Esses dados
também podem incentivar novas pesquisas sobre fungos, visando a sua utilizagcéo

como possiveis agentes de redugdo da contaminacao por micotoxinas.
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6. CAPITULO llI: Influéncia de extratos aquosos de erva-mate no crescimento de
fungos produtores de ocratoxina A

Angela Bozza de Almeida, Cristiane Vieira Helm, Dayanne Andrade, Beatriz de

Noronha, Inaiara Casapula, Patricia do Rocio Dalzoto, Ida Chapaval Pimentel.

Resumo

A ocratoxina A (OTA) € um metabdlito secundario produzido por algumas
espécies de Aspergillus e Penicillium e devido sua grande estabilidade molecular
dificiimente degradada. A OTA também pode estar relacionada com doencas
neurodegenerativas como doenca de Alzheimer e Parkinson, além de ser
potencialmente carcinogénica. O controle das micotoxinas esta centralizado no uso
de fungicidas sintéticos, mas a crescente exigéncia por produtos naturais tem
incentivado a busca por métodos alternativos de controle. Muitas plantas medicinais
possuem propriedades antimicrobianas que podem ser aplicadas como inibidores do
crescimento de fungos produtores de micotoxinas, dentre elas, a erva-mate. A partir
de seis plantas coletadas na cidade de Ivai do Sul (Parana, Brasil), foram
elaborados extratos aquosos das folhas erva-mate, posteriormente testados contra
espécies de Aspergillus produtoras de OTA (A. niger, A. carbonarius, A.
westerdijkiae e A. ochraceus). Foi observado que os extratos, nas concentragdes de
1 g/L, 5 g/L e 10 g/L inibiram o crescimento dos fungos da secdo Circumdati (A.
ochraceus e A. westerdijkiae), na concentracdo de 100 g/L todos os extratos
favoreceram o crescimento dos fungos da sec¢do Circumdati. Os extratos de erva-
mate, nas concentracfes testadas, ndo influenciaram no crescimento de A.
carbonarius e A. niger, quanto a inibicdo ou o favorecimento do crescimento colonial.

Palavras chave: Extratos; erva mate; Aspergillus; inibicdo de crescimento.

6.1Introducao

A ocratoxina A (OTA) é uma micotoxina produzida por varias espécies de
fungos dos géneros Aspergillus e Penicillium. No Brasil, as espécies relatadas como
principais produtoras de OTA sao A. carbonarius, A. niger, A. melleus, A. steynii, A.
ochraceus e A. westerdijkiae (COPETTI et al., 2013; COPETTI et al., 2010;
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TANIWAKI et al., 2003; VEGA et al., 2006; MATA et al., 2007, FRISVAD et al.,
2007).

Esta micotoxina tem sido encontrada em varios itens alimentares como graos,
paes, nozes, especiarias, café, cerveja e vinho e em niveis elevados em alimentos
para animais (OTTENEDER, MAJERUS, 2001; WANGIKAR, DWIVEVI, TELOG,
2005). Baseado em estudos experimentais em animais, a Agéncia Internacional de
Pesquisa do Cancer tem classificado a OTA como possivelmente carcinogénica
humana (IARC, 1993).

O ser humano esta exposto a OTA diretamente pelo consumo de alimentos
contaminados, como cereais e seus derivados (fontes vegetais), bem como
derivados de carne (origem animal) (CZERWIECKI, CZAJKOWSKA, WITKOWSKA-
GWIAZDOWSKA, 2002; DUARTE, PENA, LINO, 2010). A OTA ja foi detectada em
leite materno, devido a ingestdo de alimentos contaminados (GROSSO et al., 2003;
ALl et al., 2013).

O crescimento fungico em alimentos € geralmente controlado por fungicidas
sintéticos, entretanto, 0os agentes antimicrobianos naturais também tém mostrado
importantes propriedades antifingicas (LOPEZ-MALO, ALZADORA, GUERRERDO,
2000; LOPEZ et al., 2004). Extratos obtidos a partir de plantas com propriedades
antimicrobianas podem ser utilizados para controlar fungos micotoxigénicos em
alimentos e ra¢gfes animais, evitando assim, o uso de produtos quimicos (GARCIA et
al., 2013). O efeito antimicrobiano pode ser atribuido a diversas substancias
antioxidantes, principalmente compostos fendlicos, tais como polifendis e
flavonoides (EBANA, MADUNAGU, 1993; RADULOVIC, STOJANOVIC, PALIC,
2006; GARCIA et al., 2013).

Diversos compostos quimicos foram identificados na erva-mate e acredita-se
que eles sdo os responsaveis pelas propriedades da planta. Os principais
compostos bioativos presentes sdo os compostos fendlicos, as saponinas e as
metilxantinas. Nesta Ultima classe de compostos encontram-se a cafeina, a
teobromina e a teofilina (ALIKARIDIS, 1987). A cafeina (1,3,7 trimetilxantina) possui
atividade fungistatica, e efeito antimicotoxigénico, isso acontece, pois as
metilxantinas consistem um grupo de compostos capazes de conferir propriedades
defensivas naturais a plantas contra micro-organismos. Fujii et al. (2004), verificaram

gue a cafeina foi capaz de inibir o crescimento micelial de fungos isolados de café.
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Neste contexto, o propésito deste estudo foi testar o potencial inibitério de
extratos aquosos de folhas da erva-mate contra espécies de Aspergillus

potencialmente produtoras de ocratoxina A.

6.2 Materiais e métodos

6.2.1 Material biolégico

As folhas de erva-mate foram coletadas em um erval comercial na cidade de
Ivai do Sul, no estado do Parana e cedidas pela EMBRAPA Florestas (Empresa
Brasileira de Pesquisas Agropecuarias), situada na cidade de Colombo, Parana.

A linhagem de Aspergillus ochraceus 40013 (ATCC 22947) produtora de
ocratoxina A foi obtida no Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude
(INCQS) da Fundacdo Oswaldo Cruz localizado na cidade do Rio de Janeiro. As
linhagens de Aspergillus niger UEL, Aspergillus carbonarius 187 UEL e Aspergillus
westerdijkiae 91 UEL, também produtoras de ocratoxina A, foram cedidas pelo

Laboratdrio de Biologia Molecular da UEL (Universidade Estadual de Londrina).

6.2.2 Obtencao dos extratos

Foram coletadas folhas seis plantas de erva-mate e estas foram selecionadas
de acordo com o teor de cafeina, (3 plantas com alto teor e 3 plantas com baixo
teor), sendo, 3 delas pertencentes ao morfotipo “amarelinha” e 3 pertencentes ao
morfotipo “sassafras” (QUADRO 6).

Amostra Morfotipo Teor de cafeina (g/100g)
4-56-2 Amarelinha 3,39
3-158-2 Amarelinha 1,13
6-156-6 Amarelinha 1,33
4-76-2 Sassafras 2,16
7-61-3 Sassafras 2,33
3-65-1 Sassafras 0,36

QUADRO 6 — MORFOTIPOS E TEORES DE CAFEINA DAS AMOSTRAS DE FOLHAS DE ERVA-
MATE UTILIZADAS NO PRESENTE ESTUDO.

O extrato foi elaborado segundo ROSAL et al. (2009), com modificagdes. As

folhas de erva-mate foram inicialmente secas em micro-ondas, com 2 ciclos de 3
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minutos cada e posteriormente foram moidas em moinho com peneira de gramatura
0,5 g/m?. Foram elaboradas 4 concentracdes de extrato aquoso das folhas de erva-
mate: 1 g/L, 5 g/L, 10 g/L e 100 g/L. Para tal, foram utilizados frascos do tipo
Erlenmeyer de 500 mL, nos quais foram pesadas 0,1g, 0,59, 1,0g e 10,0g de folhas
moidas em seguida foi adicionado 100 mL de agua ultrapura. As amostras foram
fervidas por 15 minutos, filtradas com filtro de papel comum (15,0 cm de diametro) e
acondicionadas em frascos de vidro fechados e mantidos em freezer, a -20°C, para

posterior analise.

6.2.3 Teste de inibicdo de crescimento

Foi utilizado o método de diluicdo em agar para avaliar a atividade dos
extratos aquosos de erva-mate, descrito por Hadecek e Greger (2000). Neste
método, diferentes concentracbes do extrato testado séo incorporadas ao meio de
cultivo fundido (LOPEZ, 2010). Para este teste utilizou-se as linhagens padrées de
Aspergillus produtoras de OTA.

Em placas de Petri esterilizadas foi depositado 1 mL de extrato e em seguida
vertido o meio agar Sabouraud fundido. Posteriormente, utilizando um vazador de
rolhas, foi retirado um disco de 6mm de diametro do centro de cada placa e inserido
um disco de meio agar Sabouraud contendo micélio das linhagens padrbes de
Aspergillus apés 7 dias de incubacdo em BOD a 28+0,5°C.

A porcentagem de inibicdo foi determinada utilizando a formula (EDGINTON,
KNEW, BARRON, 1971): % reducdo= ((Dc-Dt)/Dc) x100, onde, Dc é o diametro
médio da colbnia das linhagens padrdes de Aspergillus no controle de crescimento
(sem extrato), e Dt é o didmetro médio da colénia das linhagens padrdes de
Aspergillus crescidas na placa contendo o extrato testado. O controle positivo

utilizado foi o fluconazol (20mg/mL).

6.2.4 Andlise estatistica

Realizou-se uma Analise de Variancia (ANOVA) segundo o delineamento
inteiramente casualisado (DIC) para todas as medi¢cOes de crescimento radial.
Quando encontrada significancia para o teste F, as analises foram complementadas

com o teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando o software
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ASSISTAT 7.6 2011 (SILVA, 1996). Os dados foram transformados para log(x+2)
com o intuito de estabelecer a normalidade dos dados.

6.3 Resultados e discussao

6.3.1 Inibicdo de crescimento

O teste de inibicdo de crescimento de fungos produtores de ocratoxina A por
extratos aquosos de erva-mate foram realizados em meio Sabouraud. Nas figuras 7
e 8 observam-se o0s resultados de inibicAo para os fungos A. ochraceus, A.
westerdijkiae, respectivamente.

A maioria dos extratos, nas concentracfes de 1 g/L, 5 g/L e 10 g/L inibiram o
crescimento dos fungos da secdo Circumdati, exceto o extrato 6-156-6-A na
concentracdo de 5 g/L, que nao foi capaz de inibir o crescimento de A. ochraceus (-
1,41%) e os extratos 3-1582-A e 3-65-1-S na concentracdo de 10 g/L, que nao
inibiram o crescimento de A. westerdijkiae (-1,12% e -0,18% respectivamente). A
concentracéo de 100 g/L de todos os extratos (4-56-2-A, 6-156-6-A, 3-158-2-A, 3-65-
1-S, 7-61-3-S e 4-76-2-S) favoreceu o crescimento dos fungos da sec¢do Circumdati
(FIGURA 9).
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FIGURA 7 — PORCENTAGENS DE INIBICAO E FAVORECIMENTO DE CRESCIMENTO DE A.
ochraceus, PRODUTOR DE OTA, POR EXTRATOS AQUOSOS DE ERVA-MATE.

NOTA — OS VALORES NEGATIVOS INDICAM FAVORECIMENTO DE CRESCIMENTO.
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FIGURA 8 — PORCENTAGENS DE INIBIGAO E FAVORECIMENTO DE CRESCIMENTO DE A.
westerdijkiae, PRODUTOR DE OTA, POR EXTRATOS AQUOSOS DE ERVA-MATE.

NOTA — OS VALORES NEGATIVOS INDICAM FAVORECIMENTO DE CRESCIMENTO.
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FIGURA 9 — INFLUENCIA DOS EXTRATOS DE ERVA-MATE NOS FUNGOS PRODUTORES DE
OTA.

LEGENDA: A - CONTROLE NEGATIVO DE A. ochraceus; B — INIBIGAO CRESCIMENTO DE A.
ochraceus EM MEIO ACRESCIDO DO EXTRATO 7-61-3-S, NA CONCENTRACAO DE 5 g/L
(INIBICAO DE 13,27%); C - CONTROLE NEGATIVO DE A. ochraceus; D — FAVORECIMENTO DE
CRESCIMENTO DE A. ochraceus EM MEIO ACRESCIDO DO EXTRATO 4-76-2-S, NA
CONCENTRAGAO DE 100 g/L (AUMENTO DE 18,73%); E - CONTROLE NEGATIVO DE A.
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carbonarius; F - CRESCIMENTO DE A. carbonarius EM MEIO ACRESCIDO DO EXTRATO 3-65-1-S,
NA CONCENTRACAO DE 1 g/L; G - CONTROLE NEGATIVO DE A. niger; H — FAVORECIMENTO
NA ESPORULACAO DE A. niger EM MEIO ACRESCIDO DO EXTRATO 3-158-2-A, NA
CONCENTRACAO DE 10 g/L; | - CONTROLE NEGATIVO; J - FAVORECIMENTO NA
ESPORULACAO DE A. niger EM MEIO ACRESCIDO DO EXTRATO 6-156-6-A, NA
CONCENTRACAO DE 100 g/L.

Os extratos de erva-mate, nas concentracdes testadas nao influenciaram no
crescimento de A. carbonarius e A. niger, quanto a inibicdo ou o favorecimento do
crescimento colonial. Entretanto, para A. niger foi observado um aumento na
esporulacéo destes fungos (FIGURA 9).

A inibicdo de A. ochraceus variou de 0,54% a 13,27%, sendo que a maior
porcentagem de inibicdo foi observada na concentracdo de 5 g/L do extrato 7-61-3-
S. Para A. westerdijkiae a inibicdo do crescimento variou de 0,75% a 10,22%, na
concentracéo de 1 g/L do extrato 4-56-2-A.

Quando realizada a analise de variancia observou-se uma diferenca
significativa ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01), entre os fatores testados:
fungos, extratos e concentracbes. Nao houve diferenca significativa em relacédo a
inibicdo do crescimento de A. niger e A. carbonarius em relacdo aos extratos e
concentracbes testadas. Entre as espécies A. ochraceus e A. westerdijkiae,
observou-se que A. westerdijkiae foi mais suscetivel a inibicdo pelos extratos e
concentracbes testadas em comparacdo com A. ochraceus, sendo os dados
estatisticamente diferentes (APENDICE E).

Dentre os extratos testados, somente o0 4-56-2-A e 0 3-65-1-S foram
estatisticamente diferentes dos demais. Quanto a concentracdo dos extratos, a de
100 g/L foi estatisticamente diferente das outras concentragdes testadas. Quando
avaliada a interacdo entre fungos e extratos observou-se que 0 Unico extrato
estatisticamente diferente dos demais foi o extrato 7-61-3-S, o qual apresentou um
padrao de inibicdo semelhante para as espécies A. ochraceus e A. westerdijkiae.

Soliman e Badeaa (2002), utilizaram a mesma metodologia do presente
trabalho para avaliar 0leos essenciais de 12 plantas na inibicdo de crescimento de
fungos produtores de micotoxinas (Aspergillus flavus, A. parasiticus, A. ochraceus e
Fusarium moniliforme). Os O6leos essenciais de tomilho, canela (< 500 ppm),
caléndula (< 200 ppm), hortelda, manjericdo e “quyssum” (3000 ppm) foram capazes

de inibir completamente os fungos em todos os testes. Os autores observaram que a
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inibicdo dos fungos foi dependente das concentracdes dos Oleos essenciais
utilizados, ao contrdrio do que foi visto no presente trabalho, onde ndo existe
dependéncia de dose, ja que na concentracado de 100 g/L observou-se um aumento
no crescimento das colbnias.

Em 2009, Rosal et al., avaliaram extratos aquosos de folhas de Mentha sativa
sobre o desenvolvimento micelial do fungo Penicilium. Foram testadas 3
concentracfes do extrato 20%, 40% e 80%, e observou-se que o0s extratos néo
foram eficazes no controle de Penicillium, e que houve um crescimento micelial até a
concentracdo de 40%, com uma pequena reducdo na concentracdo de 80%. Os
resultados do trabalho de Rosal et al. (2009), foram semelhantes aos resultados
obtidos no presente trabalho, nos quais foi observado um baixo potencial de inibicéo
dos extratos e concentracdes testadas, com a maior porcentagem de inibicdo de
13,27%.

Rosal et al. (2009), levantaram como hipétese a baixa concentracdo de 6leos
essenciais presentes nas solucfes testadas, ja que esse principio ativo seria o
responsavel pela inibicdo de crescimento de varios fungos, como Alternaria,
Fusarium, Sclerotium e Aspergillus. Segundo Rosal et al. (2009), a metodologia
utilizada para elaboracdo dos extratos ndo favoreceu uma eficiente extragdo dos
Oleos essenciais.

O efeito do Oleo essencial de Cinnamomum zeylanicum foi avaliado no
crescimento de espécies potencialmente patogénicas de Aspergillus, por Carmo et
al., (2008). As concentracfes dos Oleos essenciais testadas (20 uL/mL, 40 uL/mL e
80 pL/mL) foram capazes de inibir o crescimento de A. niger, A. flavus e A.
fumigatus. As concentragdes de 80 e 40 pL/mL causaram 100% de inibicdo da
esporulagcédo em todos os fungos testados.

Basilico e Basilico em 1999, avaliaram os efeitos inibitérios de Oleos
essenciais de orégano, horteld, manjericdo, salvia e coentro no crescimento de A.
ochraceus. Os autores verificaram que na concentracdo de 1000 ppm Oleos
essenciais de orégano e hortelad inibiram completamente o crescimento do fungo em
21 dias, enquanto o manjericdo foi efetivo em menos de 7 dias. Oleos essenciais de
salvia e coentro ndo apresentaram nenhum efeito na inibicdo do crescimento de A.

ochraceus.
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6.4Conclusdo

Dentre as estratégias aplicadas para o controle de crescimento de fungos
produtores de OTA esta a utilizacdo de fungicidas, entretanto o uso de fungicidas
quimicos pode levar a um aumento de residuos téxicos nos alimentos, além da
resisténcia fungica. Na busca de alternativas, as substancias antifiungicas naturais
surgem como promissoras na substituicdo dos fungicidas sintéticos. Dessa forma,
extratos de plantas de erva-mate foram avaliadas quanto a capacidade de inibir o
crescimento de fungos produtores de OTA. A. westerdijkiae e A. ochraceus
apresentaram uma discreta inibicdo (0,54% a 13,27%) pelos extratos nas
concentracfes de 0,1g/L, 0,5g/L e 10g/L, entretanto na concentracdo de 100g/L as
duas espécies apresentaram um favorecimento no crescimento. Ja para as espécies
A. niger e A. carbonarius nédo foi observado inibicdo em nenhuma das concentracdes

e extratos testados.
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. CONSIDERACOES FINAIS

O modelo quimiométrico desenvolvido a partir da espectroscopia de
infravermelho meédio por transformada de Fourier foi capaz distinguir
corretamente espécies altamente relacionadas como A. niger e A.
carbonarius;

A adaptacdo do método tradicional de preparo de amostra provou ser muito
rapida e de facil execucao;

Todos os fungos testados causaram inibicdo de crescimento e producdo de
OTA pelas espécies de Aspergillus;

A. westerdijkiae e A. ochraceus apresentaram uma discreta inibicdo pelos
extratos nas concentracbes de 0,1g/L, 0,59/L e 10g/L, entretanto na
concentracdo de 100g/L as duas espécies apresentaram um favorecimento no
crescimento;

Nas espécies A. niger e A. carbonarius ndo foi observado inibicdo em

nenhuma das concentracdes e extratos testados.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Utilizar um namero maior de isolados para os testes do modelo quimiométrico
desenvolvido a partir da espectroscopia de infravermelho médio por
transformada de Fourier, elevando a confiabilidade dos dados;

Testar novas concentragdes de esporos dos fungos isolados de graos de café
contra espécies de Aspergillus produtoras de ocratoxina A;

Utilizar a cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) na deteccdo e
quantificacdo de compostos de interesse nos extratos de erva-mate e

diferentes concentracdes avaliadas.
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APENDICE A

Métodos de pré-processamentos matematicos realizados, a partir de dados

do infravermelho, para a selecdo do melhor conjunto de pré-processamentos

matematicos.
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FIGURA- Sem aplicacdo de modelos quimiométrico.
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FIGURA- Modelo quimiométrico: Linha de base e MSC.
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Producédo de OTA pelos fungos A. westerdijkiae 91 UEL, A. ochraceus 40013

(ATCC 22947), A. carbonarius 187 UEL e A. niger 1 UEL.
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FIGURA- Producao de OTA por A. westerdijkiae 91 UEL.

ks Lo ks hoo hz3




114

w* R -

B b &
+ il s
Voits |[Estrastamanha D& un Flle:cisanassmanta (O,
Charnei:i = 1 Remuts
Last recaicnn,

1.00—

0.75 \
[ Ocratoxina A
0.50— \

0.25

bs o fs foo

FIGURA- Producao de OTA por A. ochraceus 40013 (ATCC 22947).

sl a* P
mohs |oserdarara oD s nn|

OcratoxinaA ——5 ||

oo I

e
e
5
ks

o Fs hoo hizg

FIGURA- Producao de OTA por A. carbonarius 187 UEL.



o R

| |, &
\3
250 72d
[l
|
i
200— | |
| | Ocratoxina A
|
150— ||
|
|II
100— I|I
]
]
50| 3'|
p-¢
: \ A T
St T
ks o ks Tioo has
Minutes.

FIGURA- Producao de OTA por A. niger 1 UEL.

115



APENDICE C

Print Date: 31 Oct 2014 02220031

Calibration Carve Report

File: cistaridata'metodosiisabela 11082014 metodo 5 curva 2.mth
Detector. 800 Interface Box, Address: B0, Channel ID: 1

PADRAD
Extemnal Standard Analysis Resp. Fact. RSD: 14.53%
Curve Type: Linear Coaff. Det () 0999774
Origin: Force (Edited)
= +2.014084=+006x

Fepleates T 7 1 i 1 1

30000000 4

25000000 -

20000000 1

mH T W
=
L

10000000

5000000 -
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FIGURA- Curva de calibracéo para OTA
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Niveis de significancia para inibicdo de crescimento e de producdo de OTA

por A. ochraceus, A. westerdijkiae, A. carbonarius e A. niger.

Table A : Tukey's method for Multiple Comparision Test (MCT) significances for growth inhibition

A. ochraceus
zvalue Pr(>|z])

C113- C107 -2,853 0,09947 .
C118 - C107 16,408 <0.001 ***
C122- C107 -3,091  0,052.
C143 - C107 -1,427 0,88791
C176 - C107 -2,853  0,1006
C183 - C107 -5,469 <0.001 ***
C187 - C107 -3,091 0,05185.
Control - C107 21,52 <0.001 ***
C118-C113 19,261 <0.001 ***
C122- C113 -0,238 1
C143- C113 1,427 0,88791
C176- C113 0 1
C183-C113 -2,616  0,1795
C187-C113 -0,238 1

Control - C113 24,374 <0.001 ***
C122-C118 -19,499 <0.001 ***
C143-C118 -17,834 <0.001 ***
C176- C118 -19,261 <0.001 ***
C183- C118 -21,877 <0.001 ***
C187-C118 -19,499 <0.001 ***

Control - C118 5,113 <0.001 ***
C143- C122 1,665 0,76817
C176- C122 0,238 1
C183-C122 -2,378 0,29592
C187- C122 0 1

Control - C122 24,611 <0.001 ***
C176-C143 -1,427 0,88785
C183-C143 -4,042 0,00179 **
C187- C143 -1,665 0,76841

Control - C143 22,947 <0.001 ***
C183-C176 -2,616 0,17951
C187 - C176 -0,238 1

Control - C176 24,374 <0.001 ***
C187-C183 2,378 0,29607

Control - C183 26,989 <0.001 ***
Control - C187 24,611 <0.001 ***

Signif. codes: ~Q o k¥
0,001 **
0,01 *
0,05
>0.1

A. westerdijkiae
zvalue Pr(>|z])

-2,266
7,608
-2,59
0,971

-1,861
-3,075
-4,209
17,805
9,874
-0,324
3,237
0,405
-0,809
-1,942
20,071
-10,198
-6,637
-9,469
-10,683
-11,816
10,198
3,561
0,728
-0,486
-1,619
20,395
-2,833
-4,047
-5,18
16,834
-1,214
-2,347
19,667
-1,133
20,881
22,014

0,3634
<0.01 ***
0,1912
0,9884
0,6404
0,0536 .
<0.01 ***
<0.01 ***
<0.01 ***

1
0,0331 *

1
0,9966
0,5842

<0.01 ***
<0.01 ***
<0.01 ***
<0.01 ***
<0.01 ***
<0.01 ***
<0.01 ***
0,0107 *
0,9984
0,9999
0,7952
<0.01 ***
0,1059
<0.01 **
<0.01 ***
<0.01 ***
0,9537
0,3135
<0.01 ***
0,9693
<0.01 ***
<0.01 ***

A. carbonarius

zvalue Pr(>|z])
-5,067 <0.001 ***

0,552 0,99979
-5,669 <0.001 ***

-2,257 0,36841
-5,117 <0.001 ***
-6,772 <0.001 ***
-6,17 <0.001 ***
20,718 <0.001 ***
5,618 <0.001 ***

-0,602 0,999
2,809 0,11277
-0,05 1

-1,706 0,74332
-1,104 0,97388
25,784 <0.001 ***
-6,22  <0.001 ***
-2,809 0,11235
-5,669 <0.001 ***
-7,324 <0.001 ***
-6,722 <0.001 ***
20,166 <0.001 ***
3,411 0,01909 *
0,552 0,99979
-1,104 0,97386
-0,502  0,9999
26,386 <0.001 ***
-2,859 0,09801 .
-4,515 <0.001 ***
-3,913 0,00319 **
22,975 <0.001 ***
-1,655 0,77349
-1,053 0,98045
25,834 <0.001 ***
0,602 0,9996
27,49 <0.001 ***
26,888 <0.001 ***

A. niger
zvalue Pr(>|z])
-2,197 0,40752
2,132 0,45134
-6,203 <0.001 ***
-1,68 0,75916
-5,169 <0.001 ***
-6,073 <0.001 ***
-7,818 <0.001 ***
24,939 <0.001 ***
4,329 <0.001 ***
-4,006 0,00217 **
0,517 0,99987
-2,972 0,07344 .
-3,877 0,00349 **
-5,621 <0.001 ***
27,136  <0.001 ***
-8,335 <0.001 ***
-3,812 0,00435 **
-7,301  <0.001 ***
-8,205 <0.001 ***
-9,95 <0.001 ***
22,807 <0.001 ***
4,523  <0.001 ***
1,034 0,98265
0,129 1
-1,615 0,79656
31,142  <0.001 ***
-3,489 0,01433 *
-4,393  <0.001 ***
-6,138 <0.001 ***
26,619 <0.001 ***
-0,905 0,99278
-2,649 0,16712
30,108 <0.001 ***
-1,744 0,71853
31,013 <0.001 ***
32,757 <0.001 ***



Table A : Tukey's method for Multiple Comparision Test (MCT) significances for OTA inhibition

C113- C107
C118 - C107
C122 - C107
C143- C107
C176 - C107
C183 - C107
C187 - C107
Control - C107
C118-C113
C122 - C113
C143- C113
C176- C113
C183-C113
C187 - C113
Control - C113
C122-C118
C143-C118
C176- C118
C183- C118
C187-C118
Control - C118
C143- C122
C176- C122
C183-C122
C187 - C122
Control - C122
C176-C143
C183-C143
C187-C143
Control - C143
C183-C176
C187 - C176
Control - C176
C187-C183
Control - C183
Control - C187

Signif. codes:

A. ochraceus

zvalue Pr(>|z])

0,342
-2,248
-1,152

-0,09
-2,248

0,031
-0,058

3,071

-2,59
-1,493
-0,432

-2,59
-0,311
-0,399

2,73
1,096
2,158

0

2,279

2,19

5,319

1,061
-1,096

1,183

1,094

4,223
-2,158

0,121

0,033

3,162

2,279

2,19

5,319
-0,089

3,04
3,129

~0
0,001
0,01
0,05
>0.1

1
0,3745
0,9661

1
0,3744

1

1
0,0547 .
0,1904
0,8592

0,1909
1
1
0,1378
0,9749
0,4339
1
0,355
0,4126
<0.001 ***
0,9795
0,9749
0,9602
0,9753
<0.001 ***
0,4338
1
1
0,0426 *
0,3551
0,4123
<0.001 ***
1
0,0599 .
0,0455 *

A. westerdijkiae
zvalue Pr(>|z])

-1,484
-1,818
-2,555
-1,657
-1,616
-1,732
-2,651
0,742
-0,334
-1,071
-0,174
-0,133
-0,249
-1,167
2,225
-0,737
0,161
0,202
0,086
-0,833
2,56
0,898
0,939
0,822
-0,096
3,297
0,041
-0,075
-0,994
2,399
-0,116
-1,035
2,358
-0,919
2,474
3,393

0,8636
0,6702
0,2061
0,7727
0,7964
0,7265
0,1655
0,9982
1
0,9783
1
1
1
0,9632
0,3888
0,9983
1
1
1
0,9959
0,2029
0,9931
0,9908
0,9962
1
0,0275 *
1
1
0,9866
0,2843
1
0,9826
0,308
0,992
0,2444
0,0198 *

A. carbonarius

zvalue
-2,192
-0,22
-0,431
0,069
-2,273
-2,231
-1,689
1,561
1,971
1,761
2,261
-0,081
-0,039
0,502
3,752
-0,21
0,29
-2,053
-2,01
-1,469
1,781
0,5
-1,842
-1,8
-1,259
1,991
-2,342
-2,3
-1,759
1,491
0,042
0,583
3,833
0,541
3,791
3,25

Pr(>]z])
0,41155
1
0,99997
1
0,35857
0,38588
0,75331
0,82609
0,56349
0,70797
0,36593
1
1
0,9999
0,0054 **
1
1
0,50574
0,5359
0,8699
0,69505
0,9999
0,65396
0,68222
0,94294
0,54952
0,31652
0,34183
0,70984
0,85993
1
0,99969
0,00391 **
0,99982
0,00455 **
0,03174 *

118

A. niger
zvalue Pr(>|z])
-1,379  0,9061
-0,237 1
-2,305 0,3387
-3,481 0,0148 *
-2,243 0,378
-2,283 00,3523
-4,495 <0.01 ***
0,383 1
1,142 0,9679
-0,926  0,9915
-2,102 0,4713
-0,864  0,9947
-0,904 0,9928
-3,116  0,0479 *
1,762 0,7071
-2,068 0,4961
-3,244  0,0318 *
-2,006 0,5389
-2,046  0,5112
-4,258 <0.01 ***
0,62 0,9995
-1,176  0,9616
0,062 1
0,022 1
-2,19 0,4123
2,689 0,1517
1,238 0,9481
1,198 0,9571
-1,014  0,9847
3,864 <0.01 **
-0,04 1
-2,252  0,3713
2,626 0,1755
-2,212  0,3976
2,666 0,1596
4,878 <0.01 ***

For evaluation of the method, OTA concetration was taken with log transformation.
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Andlise estatistica da inibicdo e/ou favorecimento de crescimento dos fungos

produtores de OTA por extratos de erva-mate.

ASSISTAT Verséao 7.6 beta (2011) - Homepage http://www.assistat.com
Por Francisco de A. S. e Silva DEAG-CTRN-UFCG - Atualiz.14/05/2012

EXPERIMENTO FATORIAL
QUADRO DE ANALISE

FV GL SQ QM F
Fatorl(F1) 3 1.08552 0.36184 6178.3366 **
Fator2(F2) 5 0.00204 0.00041  6.9802 **
Fator3(F3) 3 0.05927 0.01976 337.3653 **
Int. FIxF2 15 0.00263 0.00018  2.9966 **
Int. FIxF3 9 0.06075 0.00675 115.2525 **
Int. F2xF3 15 0.00437 0.00029  4.9696 **
Int.F1x2x3 45 0.01079 0.00024  4.0948 **
Tratamentos 95 1.22538 0.01290  220.2425 **
Residuo 192 0.01124 0.00006

Total 287 1.23662

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)

* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)

ns nao significativo (p >= .05)

GL GLR
192
192
15 192
192
192
15 192
45 192
95 192

Fator 1 = Fungos

Fator 2 = Extratos

F-crit
3.8777
3.1069

2.1263
3.8777
2.4942

2.1263

1.6527

1.4794

Fator 3 = Concentra¢tes

F p
6178.336 <0.001
6.9802 <0.001
2.9966 <0.001
337.3653 <0.001
115.2525 <0.001
4.9696 <0.001
4.0948 <0.001
220.2425 <0.001
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MEDIAS E MEDIDAS

Médias do fator 1
1 0.88386 b
2 1.00000 a
3 0.87121 ¢
4 1.00000 a

dms = 0.00330

Médias do fator 2
1 0.94073ab
2 093524 ¢
3 0.93636 bc
4  0.94324a
5  0.93900 abc
6  0.93806 bc

dms = 0.00450

Médias do fator 3

1 0.92904 c
2 0.93001 bc
3 0.93251 b
4 0.96352 a

dms = 0.00330

MEDIAS DE INTERACAO

Fator 1 x Fator 2 (AxB)

Bl B2 B3 B4 B5

0.8882 bAB 0.8788 bC 0.8805 bBC 0.8939 bA 0.8803 bBC
1.0000 aA 1.0000 aA 1.0000 aA 1.0000 aA 1.0000 aA
0.8747 cA 0.8622cB 0.8650 cB 0.8790 cA 0.8757 bA
1.0000 aA 1.0000 aA 1.0000 aA 1.0000 aA 1.0000 aA




Continuagao

Fator

1 x Fator 2 (AxB)

0.8815 bBC
1.0000 aA
0.8707 cAB
1.0000 aA

dms para colunas = 0.0081 dms paralinhas = 0.0090

Classific.c/letras mintsculas Classific.c/letras mailsculas

Fator

1 x Fator 3 (AxC)

C

C1

Cc2 C3 Cc4

Al
A2
A3
A4

0.8674 bBC 0.8615 bC 0.8704 bB 0.9361 bA
1.0000 aA 1.0000 aA 1.0000 aA 1.0000 aA
0.8487 cC 0.8585bB 0.8596 cB 0.9180 cA
1.0000 aA 1.0000 aA 1.0000 aA 1.0000 aA

dms para colunas = 0.0066 dms paralinhas = 0.0066

Classific.c/letras mintsculas Classific.c/letras mailsculas

Fator

2 x Fator 3 (BxC)

C

C1

c2 C3 C4

B1
B2
B3
B4
BS
B6

0.9291 aC
0.9279 aB
0.9261 aC
0.9296 aB

0.9379 aB 0.9306 aBC 0.9654 bA
0.9296 abcB 0.9306 aB 0.9528 cA
0.9286 bcBC 0.9356 aB 0.9552 cA
0.9345abB 0.9326 aB 0.9763 aA

0.9316 aBC 0.9245cC 0.9336 aB 0.9663 bA

0.9300 aB

0.9251cB 0.9321aB 0.9651 bA

dms para colunas = 0.0090 dms paralinhas = 0.0081

Classific.c/letras minGsculas Classific.c/letras mailsculas
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Fator 1 x Fator 2 x Fator 3 (AxBxC)

BxC
A
B1C1 B1C2 B1C3 B1C4 B2C1
Al 0.8652 bDEF 0.8881 bD 0.8690 bDE 0.9306 bBC 0.8731 bDE
A2 1.0000 aA 1.0000 aA 1.0000 aA  1.0000 aA 1.0000 aA
A3 0.8512 bFGH 0.8633 cFG 0.8533 bFGH 0.9309 bAB 0.8386 cH
A4 1.0000aA 1.0000 aA 1.0000 aA 1.0000 aA 1.0000 aA
Continuagao
Fator 1 x Fator 2 x Fator 3 (AxBxC)
BxC
A
B2C2 B2C3 B2C4 B3C1 B3C2
Al 0.8631 bEF 0.8652 bDEF 0.9137bC 0.8572 bEFG 0.8571 bEFG
A2 1.0000 aA  1.0000 aA 1.0000 aA 1.0000 aA 1.0000 aA
A3 0.8553 bFGH 0.8573 bFGH 0.8976 bCD 0.8471 bFGH 0.8571 bFGH
A4 1.0000 aA  1.0000 aA 1.0000 aA  1.0000 aA 1.0000 aA
Continuagdo
Fator 1 x Fator 2 x Fator 3 (AxBxC)
BxC
A
B3C3 B3C4 B4C1 B4C2 B4C3
Al 0.8731bDE 0.9345bBC 0.8711 bDE 0.8788 bDE 0.8652 bDEF
A2 1.0000aA  1.0000 aA 1.0000 aA 1.0000 aA 1.0000 aA
A3 0.8692 bEF 0.8865cDE 0.8471 cFGH 0.8593 cFGH 0.8652 bEFG
A4 1.0000aA 1.0000 aA  1.0000 aA 1.0000 aA 1.0000 aA
Continuacdo
Fator 1 x Fator 2 x Fator 3 (AxBxC)
BxC
A

B4C4 B5C1 B5C2 B5C3 B5C4

122



Al 0.9606 bA 0.8612bEFG 0.8388cG  0.8750 bDE 0.9461 bAB
A2 1.0000 aA 1.0000 aA 1.0000 aA 1.0000 aA  1.0000 aA
A3 0.9445DbA 0.8653 bEFG 0.8592 bFGH 0.8593 bFGH 0.9191 cBC
A4 1.0000 aA 1.0000 aA 1.0000 aA 1.0000 aA  1.0000 aA

Continuagao
Fator 1 x Fator 2 x Fator 3 (AxBxC)

BxC

B6C1 B6C2 B6C3 B6C4

Al 0.8768 bDE 0.8430 bFG 0.8751 bDE 0.9311 bBC
A2 1.0000 aA 1.0000 aA 1.0000 aA 1.0000 aA
A3 0.8430 cGH 0.8572 bFGH 0.8533 cFGH 0.9294 bAB
A4 1.0000aA 1.0000 aA 1.0000 aA  1.0000 aA

dms para colunas = 0.0162 dms paralinhas = 0.0230

Classific.c/letras minUsculas Classific.c/letras mailsculas

Fator 1 x Fator 2 x Fator 3 (AxBxC)

C
AxB

C1 Cc2 C3 C4

A1B1 0.8652 bcdC 0.8881bB 0.8690 bC  0.9306 cdA
Al1B2 0.8731bcB 0.8631cdB 0.8652bB 0.9137 deA
A1B3 0.8572 bcdeB 0.8571 cdeB 0.8731 bB  0.9345 cdA
A1B4 0.8711bcB 0.8788 bcB 0.8652 bB  0.9606 bA
A1B5 0.8612 bcdeB 0.8388 eC  0.8750 bB  0.9461 bcA
AlB6 0.8768bB 0.8430deC 0.8751bB 0.9311 cdA
A2B1 1.0000aA 1.0000aA 1.0000aA 1.0000aA
A2B2 1.0000aA 1.0000aA 1.0000aA 1.0000 aA
A2B3 1.0000aA 1.0000aA 1.0000aA 1.0000aA
A2B4 1.0000 aA 1.0000aA 1.0000aA 1.0000aA
A2B5 1.0000aA 1.0000aA 1.0000aA 1.0000 aA
A2B6 1.0000aA 1.0000aA 1.0000aA 1.0000 aA
A3B1 0.8512 cdeB 0.8633cdB 0.8533bB  0.9309 cdA
A3B2 0.8386eC 0.8553deB 0.8573bB 0.8976 efA
A3B3 0.8471deC 0.8571cdeBC 0.8692 bB 0.8865 fA
A3B4 0.8471deC 0.8593 cdeBC 0.8652 bB  0.9445 bcA
A3B5 0.8653 bcdB 0.8592 cdeB 0.8593 bB  0.9191 deA
A3B6 0.8430deB 0.8572cdeB 0.8533bB  0.9294 cdA
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A4B1
A4B2
A4B3
A4B4
A4B5
A4B6

1.0000 aA  1.0000 aA
1.0000 aA  1.0000 aA
1.0000 aA  1.0000 aA
1.0000 aA  1.0000 aA
1.0000 aA  1.0000 aA
1.0000 aA  1.0000 aA

1.0000 aA
1.0000 aA
1.0000 aA
1.0000 aA
1.0000 aA
1.0000 aA

dms para colunas =

Fator 1 x Fator 2 x Fator 3 (AxBxC)

AxC

Bl

B2

B3

Al1C1
A1C2
A1C3
Al1C4
A2C1
A2C2
A2C3
A2C4
A3C1
A3C2
A3C3
A3C4
A4AC1
A4C2
A4C3
AAC4

0.8652

dB 0.8612 cdB

0.8881cB 0.8388 eD
0.8690 cdBC 0.8750 cB

0.9306
0.8731
0.8631
0.8652
0.9137
0.8572
0.8571
0.8731
0.9345
0.8711
0.8788
0.8652
0.9606

bBC 0.9461 bB
cdB 0.8768 cB
dB 0.8430deC
dBC 0.8751cB
bBC 0.9311bB
dB 1.0000 aA
dB 1.0000 aA
cdB 1.0000 aA
bB  1.0000 aA
cdB 1.0000 aA
cdB 1.0000 aA
dB  1.0000 aA
aB 1.0000 aA

1.0000 aA
1.0000 aA
1.0000 aA
1.0000 aA
1.0000 aA
1.0000 aA
1.0000 aA
1.0000 aA
1.0000 aA
1.0000 aA
1.0000 aA
1.0000 aA
1.0000 aA
1.0000 aA
1.0000 aA
1.0000 aA

Continuagdo

Fator 1 x Fator 2 x Fator 3 (AxBxC)

AxC

BS B6

AlC1
A1C2
Al1C3
AlC4

0.8653cB  1.0000 aA
0.8592 cdC 1.0000 aA
0.8593 cdBC 1.0000 aA
0.9191 bC 1.0000 aA

1.0000 aA
1.0000 aA
1.0000 aA
1.0000 aA
1.0000 aA
1.0000 aA

0.0230 dms paralinhas = 0.0162

Classific.c/letras minGsculas Classific.c/letras mailsculas

B4

0.8512 defB
0.8633 deC
0.8533 defC
0.9309 aBC
0.8386 fC
0.8553 defBC
0.8573 defBC
0.8976 bC
0.8471 efB
0.8571 defB
0.8692 cdB
0.8865 bcC
0.8471 efC
0.8593 defC
0.8652 cdeB
0.9445 aB
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A2C1 0.8430dC 1.0000 aA
A2C2 0.8572 cdBC 1.0000 aA
A2C3 0.8533 cdC 1.0000 aA
A2C4 0.9294bB  1.0000 aA
A3C1 1.0000aA 1.0000 aA
A3C2 1.0000 aA 1.0000 aA
A3C3 1.0000aA 1.0000 aA
A3C4 1.0000 aA 1.0000 aA
A4C1 1.0000 aA 1.0000 aA
A4C2 1.0000 aA 1.0000 aA
A4C3 1.0000 aA  1.0000 aA
A4C4 1.0000aA 1.0000 aA

dms para colunas = 0.0217 dms paralinhas = 0.0180
Classific.c/letras mintsculas Classific.c/letras mailsculas

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

MG = 0.93877 CV% =0.82
Ponto médio = 0.91304



