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RESUMO: Este estudo teve por objetivo identificar por técnica de PCR a ocorréncia de Aspergillus spp.
em pacocas de amendoim comercializada em Maringa-PR. Para tanto foram analisadas 10 amostras de
pagocas que foram inoculadas em meio PDA para verificar o crescimento fungico e destas 4 amostras
estavam contaminadas. O micélio e esporos das coldnias fungicas foram utilizadas para extracdo de DNA
e reacdo em cadeia da polimerase utilizada para a identificagdo molecular dos fungos. Foi observado que
embora 4 amostras tenham sido positivas para crescimento fungico, estes fungos ndo se tratam de
produtos de aflatoxinas, pois ndo houve amplificacdo do amplicons 1GS. No entanto, por meio deste
estudo ndo é possivel assegurar a seguranca destes alimentos quanto a presenca de aflatoxinas, sendo
sugeridos estudos que avaliem a presenca de aflatoxinas.

PALAVRAS-CHAVE: Derivados de amendoim, Carcinogénico, Contaminagao, Micotoxina, PCR.

1 INTRODUCAO

Considera-se contaminante quimico de alimento toda substancia que ndo seja um de seus
componentes naturais, mas apresente risco a quem os consome (MIDIO, 2000). Dentre essas substancias
estdo as aflatoxinas, que sdo micotoxinas produzidas como metabolito secundario de fungos como
Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus e Aspergillus nomius. O crescimento destes em produtos
agricolas resulta em prejuizos para a economia e riscos tanto para saude humana como para a dos
animais (IARC, 2002; OLIVEIRA et al., 2009; OLIVEIRA e KOLLER, 2011). E apontado que as aflatoxinas sdo
carcinogénicas e por este motivo a ANVISA estabeleceu um limite de contaminacdo maximo dos
alimentos para assegurar a qualidade de produtos comumente contaminados por estas substancias
(IARC, 2002; BRASIL, 2011).

Nesta perspectiva entre os produtos brasileiros frequentemente relatados o amendoim (Arachis
hipogaea) é sem duvida o grao mais investigado (SANTOS et al., 2001; OLIVEIRA; CASTILHO; KOLLER,
2011). Por esse entendimento, as pagocas de amendoim comercializadas podem estar contaminadas por
Aspergillus spp. e o emprego de técnicas de identificacdo molecular pode contribuir com informagdes
precisas sobre a identificagdo de fungos de aflatoxinas presente nestes alimentos. Assim, este estudo
teve como objetivo identificar por técnica de PCR a ocorréncia de Aspergillus spp. em pacocas de
amendoim comercializadas em Maringa-PR.

2 DESENVOLVIMENTO

Foram analisadas 10 amostras de pagocas oriundas do comercio no municipio de Maringa-PR
coletadas aleatoriamente em 2017. A verificagdo de contaminacdo fungica foi realizada por meio de
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semeadura de amostras de 10g de pacoca diluidas em agua peptonada e inoculadas em meio PDA por
pour plate (SWANSON et al, 1992; MARVIN, 1976). Apos 5 dias de incubacdo a 23°C +2°C foram
contadas as col6nias e os resultados expressos em unidades formadoras de colonia por mililitro
(UFC/mL). Em seguida foi realizado o isolamento das coldnias fungicas por meio do uso da técnica do
ponto central como descrito por Pitt et al. (1997).

Para extragdo de DNA a partir do micélio e esporos de Aspergillus spp. foi utilizada a metodologia
proposta por Hui-Yeng (2014), com modificacdes. Em um tubo Eppendorf foram adicionadas 3 alcadas
da colonia filamentosa e misturada junto com 500 pL do tampdo de lise (Tris- HCL 200 mM, NaCl 250
mM, EDTA 25 mM, SDS 0,5%). Em seguida foram adicionados 5 pL de RNAse (10mg/mlL) e
posteriormente aplicado igual volume (500 pL) da solucdo de cloarofane: IAA (24:24: 1). O DNA extraido
foi precipitado com isopropanol, desidratado com alcool 70% e ressuspendido com solucao TE.

Para visualizacao da qualidade do DNA extraido foi utilizado a metodologia de Kanbe et al. (2002)
com modificagoes.

A caracterizacdo molecular dos fungos foi realizada através da amplificagdo da regido IGS pela
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) seguindo o protocolo de (Khoury et al. 2011). A reacdo de PCR
foi realizada em um volume total de 50 pL, contendo 25 ng de DNA gendmico, tampéao de PCR 10x, 5 pL
de MgCl2, 0,5 pL de mix de dNTPs, 2 uL de cada primer reverse (5'-GTCCACCGGCAAATCGCCGTGCG-3) e
forward (5'- AGGAATTCAGGAATTCTCAATTG-3'), e 0,4 uL da Tag DNA Polimerase. A reacao foi realizada
em termociclador e os resultados visualizados em corrida eletroforética com gel de agarose na
concentragao de 2,5% e Ladder de 100pb.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo foi realizada a andlise por identificagdo molecular de fungos produtores de
aflatoxinas em pacocas. Foram analisadas 10 amostras de pacocas de amendoim de diferentes marcas
comerciais obtidas no comércio de Maringa-PR em 2017. Inicialmente amostras de cada pagoca foram
isoladas em meio de cultura PDA para verificar a ocorréncia de crescimento fingico e contagem de
Unidades Formadoras de Colbnias - (Tabela 1) e observados que 4 amostras estavam contaminadas por
fungos. Embora, as pagocas estivessem devidamente embaladas houve contaminacdo destes produtos
que podem ter ocorrido apds a producdo das pacocas. E reconhecido que o armazenamento de
alimentos envolve varios fatores que influenciam na proliferacdo de fungos como aeracao, atividade de
agua, temperatura e caracteristicas do préprio alimento que favorecem interacdes com fOmites de
fungos ao alimento (PINHEIRO, 2004).

Amostra Contaminacao Fulingica (%) Numero de Colonias (UFC/mL)
1 0 0
2 100 8
3 100 10
4 100 8
5 0 0
6 17 7
7 0 0
8 0 0
9 0 0
10 0 0

Tabela 1. Analise de amostras de pacoca de amendoim em relagdo ao percentual de contaminacdo fungica.

ApoOs a confirmacao de contaminagdo fungica as 4 amostras foram utilizadas para analise
molecular de identificacao do fungo.
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Para tanto foi realizada a extracdo de DNA gendmico seguida de eletroforese em gel de agarose
a fim de averiguar os resultados e quantificar o DNA para preparacdo da reagdo em cadeia da polimerase
- PCR (Figura 2).

Figura 2. Eletroforese em gel de agarose de amostras de DNA de fungos contaminantes.
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Legenda: Gel de agarose a 1%, Ladder Amresco 1kb, A1: amostra 2; A2: amostra 3, A3: amostra 4; (A4): amostra 6.

Para amplificacdo da regido responsavel pela biossintese de aflatoxinas que identifica fungos
produtores desta micotoxina foi utilizada a PCR com primers IGS (Figura 3).

Figura 3: Resultado da PCR dos primers IGS.
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Legenda: Gel de agarose a 2,5%, Ladder LudwigBiotec 100pb, A1: amostra 2; A2: amostra 3, A3: amostra 4; A4:
amostra 6; A5: controle negativo (dgua).

Por meio deste resultado é possivel afirmar que embora as pagocas estivessem contaminadas por
fungos, os fungos ndo se tratam de espécies produtoras de aflatoxinas, pois ndo houve amplificacdo do
amplicon esperado. A ampliagdo da regido IGS compreende a regido do espacgador intergénico dos
genes responsaveis pela biossintese da aflatoxinas e a técnica molecular utilizada identifica as espécies
Aspergillus flavus e A. parasiticus (GARCIA, 2011), sendo estas de maior interesse.

No presente trabalho ndo é possivel descartar a existéncia de aflatoxinas em pacocas, caso a
contaminag¢do tenha acontecido no amendoim e devido ao processamento tenha ocorrido a morte dos
fungos.

UNICESUMAR - Centro Universitario de Maringé | Diretoria de Pesquisa | www.unicesumar.edu.br/pesquisa | pesquisa@unicesumar.edu.br @UniCesumar

ICETI - Instituto Cesumar de Ciéncia, Tecnologia e Inovacao
Maringé - Parana




*) De 23 a 26 de outubro de 2018
ik ISBN 978-85-459-1280-4
— Anais

IX Mostra Interna de Trabalhos de Inicia¢ao Cientifica
Il Mostra Interna de Iniciagao em Desenvolvimento Tecnoldgico e Inovagao

Em estudo realizado em racdes para aves foi verificado que em 50% delas havia presenca de
aflatoxinas mesmo na auséncia dos fungos, indicando que o crescimento do flngico ocorreu em etapas
anteriores ao processamento (CHALFOUN et al, 2008). Outra justificativa podem ser obtida por estudos
realizados por Sylos et al. (1996) que indicaram que o calor do processo de producao de alimentos pode
diminuir ou destruir a contaminacdo fungica advinda das matérias primas, porém nao é suficiente para
degradar totalmente as aflatoxinas, uma vez que estas sdo extremamente resistentes ao calor. No
entanto como este estudo analisou apenas a presenca destes fungos ndo é possivel fazer inferéncias
sobre este fato. Assim, sdo sugeridos estudos futuros que analisem e relacionem a presenca de fungos
produtores de aflatoxinas e aflatoxinas na matéria-prima antes do processamento, no produto e apds
armazenamento para verificar com seguranga na qualidade das pagocas em relagdo a contaminagdo por
aflatoxinas e desta maneira assegurar o consumo deste alimento.

4 CONCLUSAO

O presente trabalho proporciona conhecimentos a serem adicionadas as futuras pesquisas na
area de énfase ao consumo de alimento visando sua grande importancia. As metodologias utilizadas
neste trabalho se mostraram eficazes, contudo outras metodologias devem ser aplicadas ao ambito de
quantificar as micotoxinas para maiores conclusdes. As amostras de pagoca utilizadas na pesquisa se
mostraram proprias para 0 consumo e comercio, pois ndo apresentaram presenca de fungos produtores
e aflatoxinas.
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