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Resumo

Muitos alimentos sdo susceptiveis a contaminagdo por fungos. Os graos, como o amendoim, sdo largamente
acometidos, tendo como consequéncias o comprometimento de sua integridade e inviabilidade para o consumo
humano e animal. Além disso, representam riscos a saude, principalmente pela produgdo de micotoxinas. Dentre
estas, as aflatoxinas, produzidas principalmente por Aspergillus flavus e A. parasiticus, produzem diversos efeitos
toxicos carcinogénicos, teratogénicos, imunossupressores, hepatoxicos e nefrotoxicos. Técnicas moleculares tém
sido utilizadas para identifica¢@o e discriminagao de espécies de fungos em alimentos. O objetivo deste trabalho
foi realizar a detec¢do molecular de espécies de Aspergillus em amostras de amendoim coletadas no comércio
varejista de Maringa-PR, através da amplificagdo do material genético fingico com primers especificos para
o espagador intergénico aflR-aflJ e posterior corte com enzimas de restri¢do. Das 50 amostras de amendoim
analisadas, 27 foram positivas em relagdo a presenga do espacador intergénico affR-aflJ, sendo que destas sete
foram identificadas como Aspergillus flavus. Dessa forma, verifica-se a presenca de amostras de amendoim
contaminadas com fungos com potencial toxigénico no comércio varejista de Maringa/PR.
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Abstract

Molecular detection of toxigenic potential of fungi in peanut samples collected in retail shops
in Maringa/PR, Brazil. Many foods are susceptible to fungal contamination. Grains, such as peanuts, are
commonly affected, with consequences including compromised integrity and infeasibility for human and animal
consumption. Furthermore, some fungi may pose a health risk, largely due the production of mycotoxins. Among
these, aflatoxins produced by Aspergillus flavus and A. parasiticus produce various carcinogenic, teratogenic,
immunosuppressive, hepatotoxic and nephrotoxic effects. Molecular techniques have been used to identify and
distinguish fungal species in foods. The objective of this study was molecular detection of Aspergillus species
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in peanut samples collected in stores in Maringa-PR, by amplification of fungal genetic material with specific
primers for the intergenic spacer affR-aflJ and later cutting with restriction enzymes. Of the 50 peanut samples
analyzed, 27 were positive for the intergenic spacer afiR-aflJ, seven of which were identified as Aspergillus
Sfavus. Our results demonstrate that peanuts sold in retail stores in this region have potential for contamination

with toxigenic fungi.
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Introducao

Em diversos ecossistemas, os fungos sdo organismos
decompositores, importantes parasitas facultativos,
podendo obter nutrientes a partir de matéria organica
morta ou de organismos vivos (BLACK, 2002). A agua,
o solo e os residuos orgénicos constituem seus habitats
naturais (BROOKS et al., 2012).

O Brasil tem uma grande quantidade de produtos
agricolas contaminados por fungos. A invasdo por
esses organismos pode ocorrer no solo, durante o
processo de formacdo das sementes (ROSSETTO et al.,
2003), na colheita, assim como nas fases de secagem,
beneficiamento ¢ armazenamento (FONSECA, 1976;
BRUNO, 2000). Um dos fatores primordiais para a
contaminagdo dos graos por fungos é o elevado teor
de agua presente nas sementes. De acordo com Moraes
e Mariotto (1985), os fungos contaminantes mais
frequentes pertencem aos géneros Aspergillus P. Micheli
ex Haller, Penicillium Link, Fusarium Link e Rhizopus
Ehrenb.

Diferentes grupos de fungos podem ser produtores
de micotoxinas, que sdo substancias quimicas derivadas
do metabolismo secundario de fungos filamentosos,
altamente toxicas, que causam sérias consequéncias
em humanos e animais (MURRAY et al., 2009). O
desenvolvimento dessas toxinas depende de muitos
fatores tais como composi¢do do substrato, umidade
relativa do ar e temperatura. Além disso, nem todos os
fungos de um mesmo género ou espécie as produzem,
e mesmo a presenca de fungos produtores nao implica
em presenca da toxina, ja que esta depende de condigoes
bioldgicas e ambientais favordveis. Conhecer essas
condigdes torna-se importante para desenvolver medidas
de prevengdo que evitem o desenvolvimento dos fungos
e das toxinas (OGA et al., 2008).

De acordo FAO (2009), os fungos produtores de
micotoxinas sao responsaveis por perdas econdmicas em
diversos produtos agricolas, atingindo a produtividade
animal e o comércio nacional e internacional, com efeito
estendido ao consumidor. Aproximadamente 25% da
agricultura mundial ¢ afetada por fungos produtores de
micotoxinas o que leva a perda de alimentos em grande
escala (MIDORIKAWA, 2009).

Dentre as distintas micotoxinas ja isoladas, as
aflatoxinas produzidas pelo género Aspergillus, sobretudo
pelas espécies Aspergillus flavus P. Micheli e Aspergillus
parasiticus P. Micheli possuem grande relevancia
devido seu potencial hepatotoxico, carcinogénico e
teratogénico. Taxonomicamente, essas duas espécies
pertencem a secdo flavi do género Aspergillus (GAMS
et al., 1985). As aflatoxinas mais conhecidas pela sua
elevada toxicidade em ordem decrescente sdo: B1,
M1, G1, B2, M2 e G2. As denominag¢des B e G estdo
relacionadas a cor de fluorescéncia apresentada perante
a luz ultravioleta, na coloracdo azul (blue) e verde
(green) respectivamente (FOOD INGREDIENTS
BRASIL, 2009). Essas toxinas sdo substancias apolares
(lipossoluveis, portanto), soluveis em solventes como
cloroféormio e metanol, instaveis na luz UV, mas
estaveis em altas temperaturas (MIDIO; MARTINS,
2000) e estdo associadas principalmente a castanha, ao
amendoim e a soja (MIDORIKAWA, 2009); entretanto,
jé foram detectadas também em milho, feijao, café, trigo,
batata doce, arroz, mandioca, leite entre outros (HOBBS;
ROBERTS, 1993).

Dentre os graos, o amendoim possui altos indices de
proteinas e 6leos e se destaca pela grande susceptibilidade
a contaminag¢ao por fungos, que pode ocorrer em todas
as fases da producdo em decorréncia de alteragdes
de temperatura ¢ umidade. Isso acaba inviabilizando
o grdo e prejudicando a seguranca do alimento para
consumo humano e animal (EMBRAPA, 2004). Para



evitar essa situagdo, é necessario manter esses alimentos
em umidade inferior a 10%, principalmente durante o
armazenamento (SUASSUNA et al., 2008).

Atualmente, aspectos gerais de qualidade e
principalmente higiénico-sanitarios sdo fundamentais
na aceitacdo de qualquer produto, especialmente os
destinados a alimentag¢do humana. A contaminagio dos
graos por fungos traz grande preocupacao com relagao
a seguranca alimentar e a saude do consumidor, visto
que as informagoes disponiveis sobre a presenga das
aflatoxinas, bem como das consequéncias do constante
consumo sdo insuficientes ou inexistentes. Dessa forma,
torna-se necessario o emprego de tecnologias que
permitam identificar esses organismos em alimentos.

As espécies 4. flavus e A. parasiticus sdo
estreitamente relacionadas filogeneticamente e sua
discriminagdo microscopica requer especialistas em
taxonomia de fungos filamentosos (KLICH, 2002).
Diversos testes moleculares tém sido utilizados para
separacgdo dessas espécies como os baseados em PCR
(Polymerase Chain Reaction) e RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism) (CHEN et al.,
2002; SOMASHEKAR et al., 2004; KHOURY et al.,
2011; MOUBASHER et al., 2013). A utilizacdo de
primers especificos para a amplificagdo de genes que
codificam proteinas-chave da via de biossintese das
aflatoxinas, ou para amplificagdo de regides entre esses
genes, torna o procedimento rapido e com alto grau de
especificidade, uma vez que as regides analisadas sao
exclusivas de fungos do género Aspergillus produtores
de aflatoxinas (TRAIL et al., 1995; SHAPIRA et al.,
1996; KUSUMOTO et al., 1998; BROWN et al., 1999;
YU et al., 2004) . Entre essas regides se encontra a
regido intergénica afIR-aflJ que tem sido utilizada para
discriminagdo das espécies A. flavus e A. parasiticus
(KHOURY et al., 2011).

O objetivo desse trabalho foi realizar a detec¢do
molecular de fungos do género Aspergillus com
potencial toxigénico em amostras de amendoim vendidas
no comércio varejista da cidade de Maringa/PR, Brasil,
através da técnica de RFLP/PCR, com amplificagdo da
regido intergénica afIR-aflJ do DNA fingico e posterior
corte com enzimas de restri¢do.

15

Material e Métodos

Foram coletadas 50 amostras de amendoim
(Arachis hypogaea L.) em casas de produtos naturais
(18 amostras), feiras do produtor (14 amostras) e
supermercados do comércio de Maringa-PR (18
amostras). As amostras de graos foram acondicionadas
em sacos estéreis e transportadas até o Laboratdrio
de Microbiologia e Biologia Molecular do Centro
Universitario CESUMAR — UniCesumar, onde foram
mantidas sob refrigeracdo entre 6°C e 8°C, até o
momento das analises (trés dias apos as coletas). Além
disso, foram analisadas cinco amostras derivadas de
culturas puras da espécie Aspergillus flavus, obtidas do
Laboratorio de Microbiologia da UniCesumar.

A analise microbioldgica das amostras foi feita pela
inoculagd@o em triplicata no meio de cultura Sabourand-
dextrose (SDA) com cloranfenicol. As placas com
amostras de amendoim foram mantidas em temperatura
ambiente (25°C) de 7 a 15 dias e a leitura foi realizada
a partir do 5° dia.

As culturas foram analisadas de acordo com os
aspectos morfologicos da colonia como cor, textura
e reverso. O resultado foi considerado positivo para
A. flavus e/ou A. parasiticus quando as colonias
apresentavam coloracdo amarelo oliva a verde, tornando-
se acinzentada com o tempo e reverso de cor creme
podendo apresentar pregas (PITT; HOCKING, 1997).

Apos detecgdo das amostras positivas pela analise
microbiologica foi realizada a separacdo do fungo de
interesse por meio de repiques para uma nova placa de
Petri com meio Sabourand-dextrose com cloranfenicol.

Uma parcela do micélio das amostras consideradas
positivas foi transferida para microtubo contendo 500
uL de meio de cultura dextrose-batata. Os tubos foram
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mantidos por sete dias a 25°C e, ap6s o crescimento, 0
processo de extragdo do DNA foi realizado, segundo
Cenis (1992).

A quantificagdo do DNA extraido foi realizada
em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio e
posterior comparagdo com DNA lambda de concentragdo
conhecida.

A metodologia para amplificagdo de acidos
nucleicos foi baseada em Muller et al. (1998). Os
reagentes utilizados para a reagdo de PCR foram
tampdo 10X PCR Buffer (1,3 pl), agua ultra-pura
(6,48 ul), magnésio (0,52 pl), nucleotideos (1,0 ul),
primers (1,0 ul), Taq Polimerase (0,3 ul) e amostra de
DNA (2,0 pl).

Os primers especificos IGS-F/IGS-R e TubF/TubR
foram utilizados de acordo com Khoury et al. (2011),
que amplificam, respectivamente, a regido do espagador
intergénico afIR-aflJ (fragmento de 674 pb) e a regido
do gene da B-tubulina (340 pb), utilizado como controle
positivo da reagao.

O ciclo de PCR foi composto por desnaturagdo
inicial de 94°C por 4 minutos, seguido de 35 ciclos de
94°C por 40 segundos, 58°C por 40 segundos ¢ 72°C
por 1 minuto, seguido de extensao final a 72°C por 10
minutos (KHOURY, 2011).

A analise dos resultados da amplificacdo foi
realizada através de eletroforese em gel de agarose
1,4% corado com brometo de etidio. As bandas geradas
nas amostras a partir dos primers especificos foram
comparadas com o padrao de DNA Ladder 100 pb.

Os produtos de PCR foram digeridos com a enzima
de restrigdo Bgl/ll. O mix da reacdo de clivagem consistiu
de 15 unidades da enzima, 4 pl de tampao, 15 pl do
produto da PCR e 4gua ultrapura para 40 pl. A mistura
de reacdo foi incubada a 37°C por 3 h e os fragmentos
obtidos foram separados por eletroforese em gel de
agarose 2% e visualizados sob luz ultravioleta.

Para verificar a associacdo entre o local da coleta
¢ a contaminacao, foi realizado o teste de qui quadrado
utilizando-se 5% de significancia. Para analise dos dados
utilizou-se o pacote computacional R (2011).

Resultados e Discussao

Apods cultura, 50 amostras de amendoim
(Arachis hypogaea L.) coletadas no comércio varejista
de Maringa/PR, apresentaram, de acordo com a
analise microbiologica, crescimento fingico e foram
consideradas como positivas, seguindo para as proximas
analises. Das 50 amostras analisadas, 27 demonstraram
aspecto de coldnia caracteristico de Aspergillus,
apresentando coloragdo amarelo oliva tornando-se
acinzentada com o tempo e reverso de cor creme podendo
apresentar pregas (PITT; HOCKING, 1997). A analise
macroscopica das colonias ndo permitiu discriminar 4.
flavus e A. parasiticus. Outros grupos fungicos também
puderam ser observados nas culturas.

As 27 amostras consideradas positivas para
Aspergillus (54% do total), bem como as cinco
amostras provenientes de culturas puras do Laboratério
de Microbiologia da UniCesumar apresentaram
apos amplificacdo com os primers 1GS-F/IGS-R
um fragmento de DNA de aproximadamente 674pb
(Figura 1), correspondente a regido intergénica afiR-aflJ
(KHOURY etal., 2011). O gene da -tubulina, utilizado
como controle positivo, foi amplificado em todas as
50 amostras que apresentaram crescimento fungico
(fragmento de 340pb).

Considerando as amostras coletadas no comércio
varejista de Maringa que resultaram positivas para o
espagador intergé€nico afiR-aflJ, 12 foram encontradas
em casas de produtos naturais (66%). Das amostras
coletadas em supermercados, seis foram positivas (33%),
e em feiras livres nove amostras foram positivas (50%)
(Tabela 1).
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FIGURA 1: Amplificagdo de DNA de Aspergillus com primer especifico para espagador intergénico aflR-afl). (L) Marcador de peso
molecular Ladder 100 pb. (B) Controle negativo da reacdo. (1, 4, 7, 8, 9, 10, 11, 13, 14, 16, 17, 18, 20, 21, 25, 27 ¢ 28)
Amostras positivas para o espagador intergénico afIR-aflJ.
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TABELA 1: Percentual de contaminagao de amendoim por

fungos do género Aspergillus, em amostras do
comeércio varejista de Maringa/PR.

Numero de Numero de % de
Locais de coleta amostras amostras amostras
coletadas contaminadas contaminadas

Casas .de produtos 18 12 66%
naturais
Feiras livres 14 9 50%
Supermercados 18 6 33%
Total 50 27 54%

Nao houve associagdo significativa entre o local
da coleta e a contaminagdo (p> 0,05), verificando que
a contaminagao das amostras utilizadas nesse trabalho
independe do local da coleta. No entanto, houve uma
maior porcentagem de contaminagdo em amostras
coletadas em casas de produtos naturais e feiras livres.

As 27 amostras positivas para o espacador
intergénico aflR-aflJ foram clivadas com a enzima de
restricao Bglll. Dessas, sete amostras apresentaram trés
fragmentos de DNA (362pb, 210pb ¢ 102pb), assim
como as amostras derivadas de culturas puras. As demais
amostras nao apresentaram resultados conclusivos.

Taniwaki e Silva (2001) relatam que o principal

motivo da contaminagdo de grdos por fungos esta
relacionado ao manejo inadequado, que, somados as
variagdes ambientais, principalmente em relacdo a
umidade e a temperatura, facilitam o desenvolvimento
desses organismos. Entre esses fungos, Aspergillus ¢ um
género de grande importancia médica no que diz respeito
ainfecgdes oportunistas como a aspergilose (colonizagio
das vias e do trato respiratorio) e alergias respiratorias.
Atualmente constituem-se num dos principais problemas
de qualidade dos gridos armazenados, devido a
possibilidade da presenga de micotoxinas. Segundo
estudo realizado por Vaamonde et al. (2003), dos 130
isolados de diferentes substratos (amendoim, soja e trigo)
a espécie A. flavus foi a mais frequente. Nesse mesmo
estudo, nas amostras de amendoim foi obtida quase a
mesma propor¢ao entre A. flavus e A. parasiticus, as
principais espécies contaminantes de alimentos. Um
maior percentual de amostras de amendoim contaminadas
por A. flavus foi identificado por Gongalez et al. (2008) e
estudos realizados em milho e sorgo apontaram que dos
41% de graos de milho e 25% de sorgo contaminados,
obteve-se uma incidéncia maior de 4. flavus em relagao
a espécie 4. parasiticus (MPUCHANE et al.; 1997).
Testes diagnosticos baseados em PCR também tém
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revelado a presenca desses fungos em grios de diferentes
regides do pais (MIDORIKAWA, 2009; REIS, 2009;
GONZALES-SALGADO et al., 2011). No presente
trabalho, evidenciou-se expressiva contaminagdo de
amendoim por fungos do género Aspergillus (54% do
total de amostras analisadas), especialmente em casas
de produtos naturais e feiras livres, o que provavelmente
estd relacionado ao constante contato e manipulagdo
dos grdos vendidos a granel, muitas vezes também
associado ao armazenamento incorreto. A técnica
utilizada permitiu a amplificacdo especifica da regido
espacadora intergénica afIR-afl/, que indica a presenca
de contaminag@o das amostras com fungos com potencial
toxigénico. A regido analisada estd compreendida na rota
de genes relacionados a biossintese das aflatoxinas que
¢ exclusiva de fungos do género Aspergillus produtores
de aflatoxinas (TRAIL et al., 1995; SHAPIRA et al.,
1996; KUSUMOTO et al., 1998; BROWN et al., 1999;
YU et al., 2004). De acordo com Khoury et al. (2011),
os primers utilizados sdo altamente especificos para a
amplificagdo de um fragmento de 674 pb correspondente
aregido intergénica afliR-aflJ de A. flavus e A. parasiticus,
sendo que nenhuma outra espécie apresenta resultado
positivo com essa técnica. Além da presenca de fungos
com potencial toxigénico nas amostras, outros grupos
fungicos puderam ser observados nas culturas, no
entanto, uma analise macroscopica e microscopica
detalhada das colonias é necessaria para identificagao
correta das espécies, o que nao foi realizado nesse
trabalho.

A analise do padrao de bandas obtido com o corte
do fragmento de 674pb, com a enzima de restrigao
Bglll, permitiu identificar a presenga da espécie 4.
flavus nas amostras. O mesmo padrdo de bandas foi
obtido nas culturas puras analisadas nesse trabalho e
por Khoury et al. (2011) estudando a discriminagdo
de A. flavus e A. parasiticus em uvas contaminadas
com aflatoxinas. Analises de fragmentos gerados pelo
corte com enzimas de restri¢do, a partir de produtos
amplificados por PCR, tem se tornado adequadas para
estudos taxonOomicos e diferenciacdo entre espécies.
Paterson (2006) e Gonzalez-Salgado et al. (2005)
evidenciaram que a andlise de fragmentos de restricdo
obtidos de sequencias de rDNA amplificadas por PCR
foi adequada para estudos taxondmicos em varias

espécies de fungos produtores de micotoxinas. A
amplificagdo de espacadores internos (ITS) de DNA
ribossomal, combinada com sequenciamento e analise
de similaridade de sequencias obtidas no Gene Bank
permitiu a identificacdo de espécies de fungos do género
Aspergillus em trabalho realizado por Chen et. al (2002).
Somashekar et al. (2004), utilizando digestdo de um
fragmento do gene afIR, foram capazes de discriminar
A. parasiticus de A. flavus em milho.

Nesse trabalho, o método descrito por Khoury et
al. (2011) se mostrou rapido e eficaz para a identificacao
da espécie Aspergillus flavus em amostras de amendoim.
Métodos convencionais requerem, além do isolamento
do fungo de interesse, uma trabalhosa identificacdo
taxondmica, que inclui a analise microscopica de sua
estrutura reprodutiva. Considerando a diferenciagdo
entre A. flavus e A. parasiticus, a primeira possui a
morfologia da cabega conidial variavel e produz conidios
bastante variaveis na forma e no tamanho, com paredes
relativamente finas, podendo ser muito ou pouco rugoso;
a segunda espécie apresenta vesiculas unisseriadas
e conidios esféricos e com paredes rugosas (PITT;
HOCKING, 1997). A analise macroscopica da colonia
ndo permite a identificagdo das espécies, como observado
em nosso trabalho. Dessa forma tornam-se relevantes os
estudos que contemplam a identificagdo molecular desse
fungo contaminante em alimentos, principalmente aqueles
envolvidos com a alimentacdo diaria humana.
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