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IDENTIFICACAO E PESQUISA DE ESPECIES DE FUNGOS
ASPERGILLUS NIGER E ASPERGILLUS CARBONARIUS
ENCONTRADAS EM FRUTAS SECAS VENDIDAS NO COMERCIO DE
MARINGA-PR
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RESUMO: A presenca de fungos em alimentos vem causando uma grande preocupagdo com a salde
publica, pois estes sdo responsaveis pela produgcédo de micotoxinas. Estas sdo metabdlitos secundarios dos
fungos e quando presente nos alimentos e ingeridas com grande frequéncia podem levar a efeitos
teratogénicos, neurotdxicos, imunossupressores e nefrotoxicos. As principais micotoxinas produzidas sédo as
ocratoxinas A, e estas sdo produzidas com grande frequéncia por Aspergillus niger e Aspergillus
carbonarius. Um dos alimentos com maior incidéncia de ocratoxina A s&do os frutos secos e a contaminagéo
destes ocorre durante o processamento dos mesmos. Como as caracteristicas destes fungos séao
insuficientes para distinguir espécies préximas, € preciso 0 uso de técnicas moleculares para uma segura
distincdo. Neste estudo, foram coletadas 26 amostras de frutas secas a partir varios pontos de venda
escolhidos aleatoriamente no comércio de Maringd - Parand. Nas amostras analisadas verificou-se o
desenvolvimento de varios géneros, entre os quais foram considerados somente 0s pertencentes ao
agregado Niger. De todas as amostras analisadas, 38,46% apresentaram aspecto morfolégico de agregado
Niger, onde uvas passas escuras obtiveram o maior numero de amostras infectadas e amostras de uvas
passas claras e damascos apresentaram baixa incidéncia ou auséncia de fungos. Com o uso de técnicas
moleculares verificou-se que nenhuma das amostras estavam infectadas com as espécies pesquisadas.

PALAVRAS-CHAVE: Aspergillus; frutas secas; Ocratoxina A.

1 INTRODUCAO

A presenca de fungos em alimentos gera uma grande preocupac¢do para a saude
publica, pois sabe-se que os mesmos sado responsaveis pela producdo de micotoxinas. As
micotoxinas sdo metabdlitos secundarios de fungos e podem estar presentes em
alimentos e vegetais. Sua toxicidade atinge seres humanos e animais, e inclui efeitos

teratogénicos, neurotdxicos, imunossupressores e nefrotoxicos (PERRONE et al. 2006).

As micotoxinas ocorrem em peguenas quantidades nos alimentos, no entanto a sua
ingestdo continua, mesmo que em microdosagem, pode resultar em acumulagdo no
organismo (KOVACS, 2011). As principais micotoxinas descritas sdo produzidas por

fungos dos géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium (WELKE et al. 2009).
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A ocratoxina A (OTA) foi uma das primeiras micotoxinas a ser descoberta, sendo
isolada e identificada a partir de uma cultura de Aspergillus ochraceus por VAN DER
MERWE (1965). Esta aparece com grande freqiéncia na natureza sendo a mais toxica
dentre as ocratoxinas. Dentre as espécies de Aspergillus, as principais espécies
produtoras de ocratoxina A sao A. ochraceus, A. niger e A. carbonarius (PEREYRA et al.
2010). Esta toxina recebe destaque devido ao seu elevado efeito nefrotdxico e sua
classificacdo B2 quanto a efeitos carcinogénicos pela Agéncia Internacional de Pesquisa
em Cancer (FUNGARO & SARTORI, 2009). A contaminacdo dos alimentos pode ocorrer
no campo, antes e apos a colheita, e durante o transporte e armazenamento do produto
(CALDAS et al., 2002), visto também que a contaminacdo depende de fatores climaticos.
As fontes alimentares com maior incidéncia de ocratoxina A sdo 0s cereais,
mas niveis significativos de contaminacdo podem ser encontrados em uvas e vinho tinto,
café, cacau, nozes, especiarias e frutos secos (WALKER, 2011). Segundo IAMANAKA
(2004), o Brasil € um dos maiores produtores e exportadores de frutas secas. Este motivo
associado a alta toxicidade da ocratoxina A, direciona esta pesquisa para a busca de
Aspergillus niger e Aspergillus carbonarius em frutas secas consumidas na regidao de
Maringéa, com o objetivo de estimar a contaminacéo deste alimento com as respectivas

espécies flngicas, pois sabe-se que estes sdo 0s principais produtores da micotoxina.

As frutas secas sdo produtos obtidos a partir da perda parcial da agua da fruta
madura onde o processo € feito por técnicas de secagem. Por serem produtos naturais e
apresentarem alto teor de acUcar e baixa atividade de agua, acabam favorecendo o
crescimento de fungos. Além disso, A. niger e A. carbonarius por produzirem esporos,
garantem a resisténcia aos raios solares e acabam persistindo nas frutas durante a
secagem ao sol (IAMANAKA, 2004).

As técnicas tradicionais para identificacdo dos fungos produtores de micotoxinas
sdo demoradas e, normalmente, as caracteristicas morfolégicas sao insuficientes para
distinguir espécies proximas (MORELLO et al.,, 2007). Outro fator que dificulta esta
identificacdo macroscopica € a presenca de um agregado Niger, onde uma vasta gama
de espécies, deste mesmo género, sao descritas como semelhantes morfologicamente.
Portanto para a correta identificacdo se fazem necesséarias analises moleculares
(FERRACIN et al. 2009). O desenvolvimento de técnicas de biologia molecular para a
diferenciacdo genética das espécies resultou em avangos significativos na taxonomia,
devido a sua sensibilidade e especificidade (MAGNANI et al., 2005).
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2 DESENVOLVIMENTO
2.1 MATERIAIS E METODOS

Coleta das amostras:

Foram coletadas amostras de frutas secas a partir varios pontos de venda
escolhidos aleatoriamente no comércio de Maringa, Parana. Ao serem coletadas as frutas
foram transferidas para sacos plasticos estéreis a fim de se evitar qualquer tipo de
contaminacao fora do local de compra.

Preparacdo das amostras:

As amostras foram plaqueadas diretamente em meio de cultura Agar Sabourand
suplementado com Cloranfenicol, apds foram mantidas a temperatura ambiente por média
de 5 - 7 dias para o crescimento fungico. Posterior ao crescimento analisou-se as
caracteristicas morfologicas das culturas e as que apresentam caracteristicas desejadas
(Figura 1) foram inoculadas em microtubos contendo 500 ul de meio dextrose-batata por
72 horas a 25° C.

o

Figura 1: Colbnias com aspecto de agregado niger.
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Extracdo de DNA:

Este processo sO é possivel apds a inoculacdo das amostras em meio dextrose-
batata (Figura 2). Apés o crescimento centrifugou-se os microtubos a 13.000 rpm até
obter um pellet a partir do micélio. Em seguida, lavou-se o sedimento com 500 pl de
tampao TE e peletizou novamente através de centrifugacdo. O TE foi decantado e 300 pl
de tampéao de extracéo foi adicionado; (200 mM Tris HCI pH 8.5, 250 mM NaCl, 25 mM
EDTA, 0.5% SDS). O micélio foi "esmagado” completamente com auxilio de um objeto e
em seguida o tubo pode ser homogeneizado a 200 rpm por alguns minutos. Esta etapa

deve ser seguida rigorosamente a fim de se obter uma extracéo satisfatéria.

Figura 2: Colbnias de agregado niger inoculadas em meio Dextrose-Batata.

Posteriormente, adicionou-se 150 ul de 3M acetato de sddio pH 5,2 e manteve-se
0 tubo por 10 minutos a -20°C, este entdo foi centrifugado e o sobrenadante transferido
para outro tubo. Um volume semelhante de isopropanol foi adicionado e o tubo foi deixado
5 minutos a temperatura ambiente, sendo centrifugado apos para obtencdo do pellet. Em
seguida o tubo foi lavado com etanol 70% e secado bem, finalmente o pellet foi
ressuspendido em 30 ul de TE.
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Quantificacdo e amplificacdo de acidos nucléicos:

A guantificacdo das amostras extraidas foi feita por eletroforese em gel de agarose
1%. A partir desta quantificacdo as amostras de DNA foram diluidas para a concentracao
desejada e entdo foram amplificadas. O DNA extraido foi amplificado por PCR com Taq
polimerase utilizando o protocolo descrito por MULLER et al. (1998). Os produtos de PCR

foram entdo submetidos a eletroforese de gel de agarose 1,4% e visualizados sob luz UV.

2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o estudo, 26 amostras de frutas secas de diferentes pontos de venda na
cidade de Maringa, Parana, foram coletadas e analisadas quanto a presenca de fungos
do género Aspergillus. Nas amostras analisadas verificou-se o desenvolvimento de varios
géneros, entre as quais foram considerados somente 0s pertencentes ao agregado niger.
Das 26 amostras analisadas (figura 3), 7 eram uvas passas escuras (26,92%), 7 uvas
passas claras (26,92%), 3 damascos (11,53%), 6 ameixas (23,07%), e 3 tamaras
(11,53%).

W UvaPassa Escura
W UvaPassa Clara
W Damascos

B Ameixas

mTamaras

Figura 3: Variedades de frutas secas coletadas no municipio de Maringa — PR.
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De todas as amostras analisadas (26), 38,46% apresentaram aspecto morfolégico
de agregado niger. Deste total de amostras positivas, 60% foram em uvas passas
escuras, 20% em tamaras, 10% em uvas passas claras e 10% em ameixas, sendo que
nenhuma das amostras de damasco apresentou infeccdo com qualquer tipo de fungo,
resultados quais apresentaram correlacdes com outras pesquisas (Figura 4). Segundo
IAMANAKA (2004), de 119 amostras de frutas secas estudadas, também foi observado
baixa incidéncia ou auséncia de fungos em uvas passas claras e damascos, uvas passas
escuras obtiveram o maior nimero de amostras infectadas e tamaras e ameixas

apresentaram baixa porcentagem de infeccao.

Amostras Positivas
70%
60%
50%
40%
30%
20%
| H B | |
Uvas passas Tamaras Uvaspassas claras  Ameixas Damasco
escuras

Figura 4: Relacao entre variedade de frutas secas e presenca de contaminacgéao fungica.

O fato da auséncia de infeccdo em damascos e baixa incidéncia em uvas passas
claras pode ser explicado pelo tratamento com didéxido de enxofre ao qual essas frutas
sdo submetidas. Esse tratamento € realizado para impedir reacdes indesejaveis
decorrente da reacdo de Maillard que provoca escurecimento dessas frutas. Esse
tratamento acaba auxiliando também na prevencdo do crescimento de fungos (PITTI E&
HOCKING, 1997).

Devido ao fato da existéncia do agregado niger ndo se pode fazer a identificacao

isolada de cada espécie de Aspergillus, portanto se fez necessario a utilizacdo de
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técnicas moleculares para a identificacdo das espécies desejadas. Neste estudo utilizou-
se primes especificos para A. niger e A. carbonarius, era preciso o aparecimento de uma
banda de 372 pb para confirmacéo de A. niger e uma banda de 809 pb para confirmar a
presenca de A. carbonarius. Das 10 amostras pertencentes ao agregado, nenhuma foi
identificada molecularmente como A. niger ou A. carbonarius, mas 1 destas (10%)
apresentou amplificacdo de bandas inespecificas quando utilizado os primers especificos
para cada espécie, portanto pode-se concluir que esta amostra estava infectada com

alguma outra espécie de Aspergillus pertencente ao agregado niger.

Figura 5: Amplificacdo de bandas inespecificas indicando outras espécies de Aspergillus.

ABARCCA et al. (2003) analisando uvas passas da Espanha, detectou a presenca
de A. niger e A. carbonarius em 98% e 58% das amostras analisadas respectivamente.

Dados bem diferentes dos encontrados na atual pesquisa.

Os resultados obtidos nesse estudo mostraram que as frutas secas, mesmo

apresentando baixos valores de atividade de agua, ndo estao isentas de desenvolvimento
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fungico e indicou ainda a alta incidéncia de infeccdo em frutas secas. De acordo com Pitt
& Hocking (1997), essas espécies sdao comuns em frutas secas devido as caracteristicas
de seus esporos. Por serem pretos e apresentarem alta resisténcia aos raios solares

ultravioletas do sol, sobrevivem ao processo de secagem.
3 CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo permitiu concluir que ndo € remota a presenca de fungos nas frutas
secas consumidas no Brasil, principalmente em uvas passas escuras, 0s resultados
sugerem a necessidade de mais analises moleculares a fim de confirmar e melhor
identificar as espécies presentes nas amostras. Apesar de trabalhos isolados, em todos
se observam a presenca de fungos em frutas secas, e por estas serem consumidas em
grande frequéncia pela populacdo, sugere-se a implementacdo de técnicas e medidas
para a reducdo desse numero e maior seguranca dos consumidores. Cabe a cada pais
estabelecer medidas que garantam o controle da qualidade sanitaria desses produtos

consumidos por sua populacao.
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