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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar as espécies de Aspergillus section
Nigri em amostras de amendoim e no solo cultivado por essa cultura, bem como a
presenca de Ocratoxina A (OTA) nas amostras de amendoim. Um total de 583
cepas de Aspergillus section Nigri foram isoladas, sendo 316 provenientes de 42
amostras de solo e 212provenientes de 52 amostras de amendoim. Com relacéo
as amostras de solo, os fungos da secédo Nigri e da sec¢ao Flavi foram os mais
encontrados, com uma frequéncia de ocorréncia de 71% e 100%, respectivamente.
Foi realizado a caracterizacdo morfolégica e a identificagdo molecular de
representantes dos morfogrupos. Foram identificadas seis espécies de A. section
Nigri: Aspergillus brasiliensis, Aspergillus niger, Aspergillus neoniger, Aspergillus
welwitschiae, Aspergillus japonicus e Aspergillus costaricaensis. Dentre as
espécies identificadas, 3 isolados de Aspergillus niger e 9 de Aspergillus
welwitschiae produziram OTA, 7 isolados de Aspergillus niger e 2 de Aspergillus
welwitschiae produziram fumonisina B2 (FB2) e 2 isolados de Aspergillus niger
produziram ambas as toxinas. Quanto a presenca de OTA, das 52 amostras de
amendoim analisadas, 15 apresentaram contaminagao por essa toxina em valores
de 0,060 pg/kg a 0,387 pg/kg. Esses dados revelam que 0 amendoim € uma matriz
favoravel a infeccao por fungos produtores de OTA e FB2, e a OTA pode estar

presente no amendoim.

Palavras-chave:
Ocratoxina A; Fumonisina B2; Aspergillus section Nigri; Infeccao; Fungos.
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ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the species of Aspergillus section Nigri in
peanuts and in the soil and the presence of ochratoxin A (OTA) in peanuts. A total
of 583 fungi of Aspergillus section Nigri were isolated, 316 from soil and 218 from
peanut samples. In the soil samples, fungi from the A. section Nigri and A. section
Flavi were the most found, with a frequency of occurrence of 71% and 100%,
respectively. Morphological characterization and molecular identification of
representatives of morphogroups were performed. Six species of A. section Nigri
were identified: Aspergillus brasiliensis, Aspergillus niger, Aspergillus neoniger,
Aspergillus welwitschiae, Aspergillus japonicus and Aspergillus costaricaensis.
From these identified species, 3 isolates of Aspergillus niger and 9 of Aspergillus
welwitschiae produced ochratoxin A (OTA), 7 isolates of Aspergillus niger and 2 of
Aspergillus welwitschiae produced fumonisin B2 (FB2) and 2 isolates of Aspergillus
niger produced both toxins. As for the presence of OTA, from 52 samples of
peanuts, 15 showed the presence of this toxin ranging from 0.060 pg/kg to 0.387
Hg/kg. These data reveal that peanuts is a favourable substrate for infection of OTA
and FB2 producing fungi and OTA can be found in peanuts

Key words:

Ochratoxin A; Fumonisin B2; Aspergillus section Nigri; Infection; fungi
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INTRODUGAO

O amendoim é considerado uma leguminosa de alto valor nutricional por ser
rico em lipideos e proteinas e pode ser usado na forma in natura ou como matriz
para producao de 6leo (SPINELLI; LONGON; SILVEIRA, 2018). Suas sementes
possuem alto valor energético devido a presenca de acidos graxos insaturados,
além de ser rico em vitamina Ee vitaminas do complexo B (BONIFACIO et al.,
2015).

De acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), no ano
de 2019/2020 a area plantada de amendoim foi de 160,5 mil hectares, sendo 153,3
mil hectares para a primeira safra e 7,2 mil hectares para a segunda safra. Ja em
janeiro de 2021, a estimativa de area plantada é de 157,9 mil hectares para a
primeira safra, representando um aumento de 3% com relacao a safra anterior. A
producéo no periodo de 2019/2020 foi de 554,8 mil toneladas para a primeira safra
e 12,7 mil toneladas para a segunda. Para janeiro de 2021 a estimativa é de 561,6
mil toneladas para a primeira safra e 12,8 mil toneladas para a segunda, mostrando
um aumento de 3,1 % e 0,8%, respectivamente, em comparacdo com a safra
anterior (CONAB, 2020). Em 2020/2021 o Brasil ocupou a 152 no ranking mundial
na producao de amendoim.

O estado de Sao Paulo concentra a maior producéo no pais. O cultivo de
amendoim ¢é tradicionalmente conduzido com esquema de rotacdo de culturas,
alternando com cana-de-acucar e pastagens. Um dos beneficios das areas de
rotacdo é a baixa incidéncia de plantas daninhas na cultura principal, além de
contribuir com o enriquecimento de nutrientes no solo que minimizam os custos dos
canaviais (CONAB, 2020).

As caracteristicas de sua producao, como o desenvolvimento no interior do
solo, maturacao desuniforme e ocorréncia de chuvas na etapa da secagem tornam
0 grao de amendoim susceptivel a invasao por microrganismos, especialmente por
fungos, podendo ocorrer a deterioracdo do grao e a reduc¢ao do poder germinativo
(SANTOS et al., 2013).



Os fungos toxigénicos produzem varios metabdlitos secundarios, mas
apenas alguns sao classificados como micotoxinas. Condigdes ambientais
favoraveis, particularmente temperatura e umidade relativa do ar, favorecem o
desenvolvimento desses microrganismos e a producado das micotoxinas, que pode
ocorrer desde o campo até a etapa de armazenamento (TANIWAKI; PITT; MAGAN
2018; NEME, 2017). O desenvolvimento de fungos toxigénicos em alimentos nas
etapas de pré e pés-colheita pode levar ao acumulo de micotoxinas, acarretando
em risco a saude do consumidor (OYEDELE, 2017).

De acordo com SACRAMENTO (2016), o clima tropical do Brasil e as
condi¢cbes inadequadas na cadeia produtiva de grdos e cereais, como colheita,
secagem, transporte e armazenamento favorecem o desenvolvimento de fungos. A
contaminacdo de graos e seus subprodutos por micotoxinas causam grandes
impactos econdmicos na agricultura, deixando-os inviaveis para consumo
(GONCALVES; SANTANA; PELEGRINI, 2017). De acordo com TANIWAKI;
IAMANAKA; SILVA (2014), os principais géneros associados a producao de toxinas
sao Aspergillus, Penicillium e Fusarium.

A legislagéo brasileira para aflatoxinas estabelece o limite maximo tolerado
de 20 ug/kg para amendoim com casca, descascado, cru ou tostado além de pasta
de amendoim e manteiga de amendoim (Brasil, 2011), mas nao estabelece limites
com relagdo a ocratoxina A (OTA) e fumonisina B2 (FB2). Alguns estudos relatam
a presenca dessas micotoxinas no amendoim, causando uma preocupagao a saude
do consumidor. O International Agency for Researchon Cancer (IARC, 1993)
classificou a ocratoxina A e as fumonisinas como possivelmente carcinogénicas
para humanos (grupo 2B), além de causar efeitos hepatotéxicos, nefrotdxicos e
acao imunossupressora. Apesar da fumonisina B1 ser a mais relatada, a fumonisina

B2 é mais citotdxica e por isso seu potencial deve ser estudado (IARC, 1993).



OBJETIVOS

OBJETIVO PRINCIPAL

* Investigar a ocorréncia de Aspergillus section Nigri nas amostras de
amendoim e solo.

» Investigar a biodiversidade das espécies de Aspergillus section Nigri
produtoras de ocratoxina A e fumonisina B2, isoladas do amendoim e

do solo.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Verificar a ocorréncia de Aspergillus section Nigri no amendoim e no
solo onde 0 amendoim foi cultivado;

* Identificar os isolados de Aspergillus section Nigri através das
caracteristicas morfoldgicas, fisiol6gicas e moleculares;

* Investigar a producado de ocratoxina A (OTA) e fumonisina B2 (FB2)
pelos isolados de Aspergillus section Nigri;

+ Otimizar a metodologia de analise de OTA amendoim;

» Verificar a presenca de OTA nas amostras amendoim.

REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. ASPECTOS GERAIS

O amendoim é um grao que pertence a familia das leguminosas, sendo
cultivado em paises de clima tropical e subtropical. E consumido principalmente na
forma torrada, cru como ingrediente de alimentos processados ou usado como
matéria prima na obtencao de 6leo (LOZANO et al., 2019). Uma das suas origens
sugerem que o amendoim tenha vindo do Peru, onde era cultivado pelos povos
Incas (AKRAM; SHAFIQ; ASHRAF, 2018).

A cadeia produtiva do amendoim pode ser separada em trés fases. A
primeira é a producdo, e envolve todas as etapas de pré e pds colheita como

arranque, secagem e debulha. A segunda fase, compreende todo o processamento



secundario dos graos, como descascamento e torragdo. Ja a terceira fase, envolve
todo o processo de fabricacao de produtos até chegar no produto final de interesse.
Para isso, nessa fase algumas etapas como moagem, prensagem, aquecimento e
uso de embalagem podem ser utilizadas (NASCIMENTO et al., 2018). Na etapa de
arranque, as plantas sdo colocadas em leiras com as vagens para cima para que
possam ser secas. A umidade do amendoim no momento do arranque é de
aproximadamente 45%. O grao continua secando até atingir uma umidade de 16 a
10%. Na etapa seguinte, as vagens sao separadas das plantas no processo de
despencamento quando atingem uma umidade de 8% (Brasil, 2008). Esse valor
garante a seguranca microbiolégica do grao.

O amendoim é composto por uma casca externa e no seu interior
normalmente ha de 2 a 3 sementes constituidas de 2 cotilédones e do germe
coberto por uma pelicula externa (testa). Dependendo da variedade do amendoim,
a cor da testa pode ser vermelha, marrom, roxa ou branca. A principal funcéao dessa
pelicula externa, é proteger a semente de pragas e doencas. Os cotilédones
compdem de 92 a 94% do peso da semente e a testa de 4 a 5% (FAO, 2002). Os
cotilédones da semente de amendoim sdo constituidos de material de reserva de
Oleos e proteinas, que conferem gosto e valor comercial ao grao (CONAGIN, 1995).

A caracteristica peculiar do amendoim é a formagao subterrédnea dos frutos
e o0 desenvolvimento das vagens ap6s a fertilizacdo através de uma estrutura
fibrosa chamada ginéforo ou “peg”. Para cada ciclo de crescimento, a planta produz
um numero de 250 a 350 flores dependendo da variedade botanica, mas nem todas
as flores produzem vagens. Esse fato se deve a baixa habilidade do gin6foro
desenvolver uma vagem viavel que fica em torno de 22% em gendétipos de porte
ereto (LUZ et al., 2010). Gendtipos que tem porte rasteiro possuem maior contato
das “pegs” com o solo e por isso tendem a apresentar maior numero de flores e
frutos viaveis (SANTOS et al., 1997).

As variedades comerciais de amendoim podem ser separadas em trés
grupos. As plantas do tipo Virginia podem ser eretas ou rasteiras e possuem ramos
mais longos e em maior quantidade. As flores se desenvolvem nos ramos
secundarios, mas nao no ramo principal. Esse grupo forma frutos e sementes
grandes, que medem de 2 a 5 cm. Ja as plantas dos grupos Spanish e Valéncia

possuem menor quantidade de ramos e apresentam flores no ramo principal e sdo



do tipo ereto. As flores se acumulam nos primeiros nés dos ramos e a frutificacéo
se concentra na base da planta. Os frutos irdo distinguir esses dois grupos: frutos
pequenos, de 1 a 3 cm, sdo caracteristicos do tipo Spanish e frutos longos, de 1 a
6 cm, sao do tipo Valéncia (CONAGIN, 1995).

Boote (1982) determinou os estagios reprodutivos das sementes de
amendoim com base em observacdes visuais. Os estagios foram analisados com
relacdo a floragédo, pegging, crescimento do fruto, crescimento das sementes e
maturidade. Ao todo, o autor apontou 9 estagios reprodutivos que sdo nomeados
de R1 a R9, sendo que o estagio inicial R1 compreende o inicio da floracéo, na qual
cerca de 50% das plantas tiveram flor aberta e o estagio R9 compreende a super
maturagdo das sementes acarretando em uma possivel perda dos frutos. Os 9
estagios estdo ilustrados na Figura 1.

50% das plantas tem  50% das plantas tem 50% tém um fruto 50% tém pelo menos
uma cavilha alongada um pinc alongado e totalmente expandido uma fruta com

inicio da ponta do ovario cotilédones crescidos

e >
50% das plantas tém 50% das plantas tém 70 a75% com Estagio supermaturo

fruto com semente gue  uma vagem com colocaracdo do
preencha a cavidade colocaracdo do pelicarpo interno ou
da vagem pelicarpo interno cor da testa

Figura 1 - Estagios reprodutivos do amendoim (Boote, 1982).

1.2. PRODUCAO



No ano de 2020, a China ocupou a primeira colocac¢ao na producao mundial
de amendoim, com 17.500.000 toneladas, seguida da india e Nigéria com
6.500.000 e 3.900.000 toneladas, respectivamente. Os destaques no continente
americano ficaram com os Estados Unidos e Argentina com 654.000 toneladas e
350.000 toneladas, respectivamente. O Brasil ocupou a vigésima quinta colocagéao
com 160.000 toneladas (USDA, 2021). Com relacao ao consumo, ainda de acordo
com a USDA, no mesmo ano a China foi a maior consumidora de amendoim,
chegando a 7.450.000 toneladas seguida da Nigéria, Indonésia, Estados Unidos e
india. O Brasil ocupou a trigésima quarta posicdo, com um consumo de 81.000
toneladas (USDA, 2020).

O amendoim é uma cultura cultivada em duas safras. De acordo com o
terceiro boletim de levantamento da Companhia Nacional de Abastecimento
(CONAB), a estimativa de producdo de amendoim em dezembro de 2020 foi de
586,1 mil toneladas para a primeira safra e 12,8 mil toneladas para a segunda safra.
Com relacdo a area plantada, a estimativa para a primeira safra em dezembro de
2020 foi de 156,8 mil hectares e para a segunda safra de 7,2 mil hectares. A
produtividade para o mesmo periodo foi de 3.738 Kg/hectare na primeira safra e
1.771 Kg/hectare na segunda safra. Ainda de acordo com a CONAB, a estimativa
de area plantada para janeiro de 2021 sera de 157,9 mil hectares para a primeira
safra e 7,2 mil hectares para a segunda safra, mostrando um aumento de 0,7%
comparado com o més anterior. Com relagdo a producao, para a primeira safra de
janeiro de 2021 a estimativa foi de 561,6 mil toneladas e para a segunda safra sera
de 12,8 mil toneladas, mostrando uma queda de 4,2% com relacdo ao ano anterior
(CONAB, 2021).

O estado de Sao Paulo concentra a maior parte da produgédo nacional de
amendoim, sendo a regido de Jaboticabal de maior destaque. Na segunda safra, a
reducao da producdao de amendoim se deve a rotacdo com a cana-de-aglcar e
pastagens. Dessa forma, diversos beneficios sdo proporcionados a cultura
principal, como a baixa incidéncia de plantas daninhas e permanéncia de nutrientes
no solo que contribuirdo com a reducao de custos de implantagdo dos canaviais.

Além disso, o estado de Sao Paulo concentra as principais agroindustrias do



amendoim, como o beneficiamento, as industrias de éleo vegetal e confeitaria
(CONAB, 2021).

1.3. FUNGOS TOXIGENICOS

O crescimento fungico nem sempre implica diretamente na producao de
micotoxinas, porque nem todas os fungos produzem toxinas. Mas se houver fungos
toxigénicos e condicoes para a producdo de toxinas, esta podera ocorrer em
qualquer etapa do crescimento da planta, na colheita ou na estocagem, e esses
metabdlitos uma vez produzidos, podem permanecer no alimento mesmo apos a
destruicao do fungo produtor (IAMANAKA; OLIVEIRA; TANIWAKI, 2010).

De acordo com MILLER (1995), os fungos toxigénicos sao divididos em dois
grupos distintos. O primeiro compreende os fungos que produzem as micotoxinas
antes da colheita. Ja o segundo engloba os que produzem toxinas apos a colheita.
As interacdes biolégicas, como insetos, e plantas hospedarias sdo as principais
causas de invasao de fungos no campo; além de fatores abidticos como o estresse
hidrico. O crescimento do fungo toxigénico apds a colheita é governado por fatores
abiéticos como temperatura, e umidade relativa do ar, bibticos, como insetos,

pragas, e fatores culturais, como as variedades da semente e 0s seus nutrientes.

1.4. ASPERGILLUS SECTION NIGRI

Os fungos do género Aspergillus foram descritos pela primeira vez em 1729
por Pier Antonio Micheli. Os fungos da se¢éo Nigri sdo formados por espécies que
sdo chamadas de “Aspergilos Negros” e sdo caracterizadas por produzir esporos
assexuais (conidios) negros que fornecem resisténcia a radiacao solar. Esses
fungos estao distribuidos largamente na natureza e sdo fungos deteriorantes de
alimentos (IAMANAKA; OLIVEIRA; TANIWAKI, 2010). Apesar da principal fonte ser
o solo (VARGA et al.; 2011), alguns membros dessa secao foram relatados em
diversos habitats, incluindo matéria organica em decomposicao e na superficie de
plantas vivas, além de causar deterioracdo em alimentos e doengas em milho,
amendoim, cebolas e uvas (MUNKVOLD et al.; 2018). Podem se desenvolver em
ambientes quentes e temperados, em condicées de altas temperaturas e baixa



atividade de agua podendo ser encontrados em castanhas, nozes e amendoim
(PITT; HOCKING, 2009).

Atualmente A. section Nigri é composta por 28 espécies (SAMSON et al.,
2014), divididos em sete clados: A. tubingensis, A. niger, A. brasiliensis, A.
carbonarius, A. heteromorphus, A. homomorphuse A. aculeatus. As espécies A.
costaricaensis, A. luchuensis, A. neoniger, A. piperis, A. tubingensis, A.
eucalypticolae A. vadensis (clado A. tubingensis); A. niger, A. vinaceuse A.
welwitschiae (clado A. niger) e A. brasiliensis (clado A. brasiliensis) sao
morfologicamente indistinguiveis, e sdo chamados de agregado Aspergillus niger.

Com relacdao a fumonisina B2 (FB2), o trabalho de Frisvad et al. (2007)
mostrou, pela primeira vez, que alguns isolados de A. niger foram capazes de
produzir essa micotoxina. Até entdo, apenas Fusarium verticillioides, Fusarium
proliferatum e outras espécies do género haviam sido relatadas como produtoras
de fumonisinas. Mais tarde em 2011, a pesquisa realizada por FRISVAD et al.
(2011) mostrou que A. niger pode produzir tanto a fumonisina B2 quanto a B4 e B6.
Na mesma pesquisa, 0s autores também mostraram que as espécies de A.
welwitschiae podem produzir FB2 (FRISVAD et al., 2011).

De acordo com PITT; HOCKING (2009), os fungos da espécie A. niger
possuem conidiéforos com paredes lisas de largura entre 1,0 e 3,0 mm. As
vesiculas sdo esféricas com didametro de 50 a 75 um com métulas e/ou fidlides
recobrindo toda a vesicula. As métulas e fialides possuem comprimentos de 10 a
15 um e 7 a 10 um, respectivamente. Os conidios possuem formato esférico com
didmetros de 4 a 5 um e paredes asperas ou estriadas. Os fungos dessa espécie
estao ilustrados na Figura 2.



Figura 2 - Conidi6foro e conidios Aspergillus niger (SAMSON et al., 2010)

A espécie A. welwitschiae (antes A. awamori) foi descrita por NAKAZAWA
(1907) pela primeira vez com base numa cepa padrdao usada na fermentacao
alcodlica da bebida awamori, tipica de Okinawa (Japao) feita com graos de arroz.
Em 2011, esta espécie foi separada do taxon Aspergillus niger apds as analises
moleculares (HONG et al., 2013; PERRONE et al., 2011) e denominada A.
welwitschiae. As espécies A. niger e A. welwitschiae nao podem ser distinguidas
por dados ecolégicos ou fenotipicos (PERRONE et al., 2011). A ocorréncia destas
duas espécies tem sido investigada em varios paises devido a sua capacidade de
produzir as micotoxinas FB2 e OTA.

SUSCA et al. (2016) avaliaram a produgao de FB2 e OTA em 92 isolados de
A. niger e A. welwitschiae de diferentes culturas e regides geograficas. Os niveis
produzidos de OTA e FB2 variaram acentuadamente de 30 a 590 ug/kg e de 0,1 a
44 4 ug/kg, respectivamente. Além disso, 74% das cepas de A. niger e 16% das
cepas de A. welwitschiae produziram FB2. Com relacdao a producdo de OTA,
apenas 4% das cepas de A. niger e 25% de A. welwitschiae produziram OTA. Para
a producdo de ambas toxinas, a frequéncia de isolados das duas espécies foi
semelhante: 8% das cepas de A. welwitschiae e 4% das cepas de A. niger. Em
contraste, os isolados que néo produziram nenhuma das micotoxinas foi de 13% e
68% para A. welwitschiae e A. niger, respectivamente.

FRISVAD et al. (2011) analisaram a capacidade das cepas industriais de

Aspergillus niger produzirem FB2 e OTA. Os autores utilizaram 180 cepas



industriais de A. niger e 228 cepas de outras espécies da secao Nigri. Das cepas
industriais, 83% produziram FB2, FB4 e FB6, 33% produziram OTA e 26%
produziram ambas toxinas.

SHIMIZU et al. (2015) estudou 12 cepas de A. niger com relacao a producao
de FB2 e foi constatado que 5 cepas com o gene fum8 (a-oxoamine sintase)
produziram a toxina. Ja para a produgao de OTA, os genes PKS An15g07920
(policetideo sintase) foram os responsaveis pela producao (ZHANG et al., 2016).
MASSI et al. (2020) analisaram cepas da secao Nigriisoladas de cebola. O estudo
mostrou que das 242 cepas sequenciadas, 237 (97,7%) foram identificadas com o
A. welwitschiae e 5 (2,1%) como A. niger. A pesquisa mostrou que em 36% das
cepas de A. welwitschiae foi encontrado o gene fum8 e em 2,8% foram encontrados
os genes radH e PKS. No estudo conduzido por FERRACIN et al. (2012), os autores
investigaram 119 cepas de A. niger com relacao a presenca/auséncia do gene PKS
e a capacidade de producédo de OTA. O estudo revelou que das 119 cepas o gene
PKS foi encontrado em todas as produtoras (31) e nao foi detectado nas nao
produtoras (88), confirmando esta associacao entre o gene PKS e a producao de
OTA pela cepa. De acordo com SAMSON et al. (2010), de 6 a 10% das cepas de
A. niger sdo capazes de produzir OTA.

1.5. MICOTOXINAS

No ano de 1960, as implicagdes das micotoxinas na saude humana
ganharam maior atencdo devido a doenca X que vitimou milhares de aves,
principalmente perus, no Reino Unido. (SAKATA; SABBAG; MAIA, 2011;
SACRAMENTO, 2016). Em 1969, a Agéncia Internacional de Pesquisa em Céancer
(IARC) iniciou o programa de Monografia para avaliar as substancias quimicas que
tem risco cancerigeno para humanos. Desde entédo, o programa foi ampliado para
outras substancias que também podem trazer esse risco que sao classificados em
5 grupos: Carcinogénicas para humanos (Grupo 1), provavelmente carcinogénicas
para humanos (Grupo 2A), possivelmente carcinogénica para humanos (Grupo 2B),
nao classificavel quanto a sua carcinogenicidade para humanos (Grupo 3) e
provavelmente nao carcinogénica para humanos (Grupo 4) (IARC, 1993; OSTRY
et al., 2016).
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As fumonisinas foram descritas e caracterizadas em 1988 na Africa do Sul
(BEZUIDENHOUT et al., 1988). S&do compostos secundarios produzidos por fungos
de género Fusarium, particularmente por Fusarium verticillioides e Fusarium
proliferatum e por espécies de A. niger e A. welwitschiae (KALTNER et al., 2017).

Estudos tém associado o consumo de alimentos contaminados por
fumonisinas B1 e B2 ao aumento das taxas de cancer de es6fago na China e Africa
do Sul, embora 0os mecanismos de toxicidade envolvidos nesses casos ainda nao
tenham sido elucidados. As toxinas produzidas por F. verticillioides foram
classificadas no Grupo 2B, como possivelmente carcinogénicas para humanos
(IARC, 1993; OSTRY et al., 2016).

A Ocratoxina A (OTA) foi relatada pela primeira vez em 1965 como um
composto secundario do fungo Aspergillus ochraceus (VAN DER MERWE et al.,
1965). A OTA consiste em uma porgao de para-clorofendlica contendo um grupo
di-hidroiso-cumarina ligado por uma amida a L-fenilalanina.

Em 1987, devido a dados insuficientes, a OTA foi classificada pelo IARC no
Grupo 3 como nao classificavel quanto a sua carcinogenicidade para humanos.
Mas, em 1993, alguns estudos mostraram que houve um aumento de tumores
hepatocelulares em camundongos e também tumores renais em ratos e
camundongos, o que levou a reclassificacdo da OTA no Grupo 2B, como
possivelmente carcinogénico para humanos, causando danos nos rins, figado e
acao imunossupressora (IARC, 1993; OSTRY et al., 2016).

A producdo de OTA em amendoim esta associada & secagem insuficiente
ou armazenamento impréprio. Em regides temperadas, os principais fungos
produtores de OTA séao: Penicillium verrucosum e P. nordicum; em regides mais
guentes os principais produtores sdo do género Aspergillus, como A. ochraceus, A.
westerdijkiae, Aspergillus carbonarius e A. niger (STREIT et al., 2012). OTA tem
sido encontrada em cereais, graos, café, uvas, temperos e amendoim entre outros.

A maioria das micotoxinas é estavel a tratamentos térmicos. A OTA e
fumonisinas podem ser parcialmente destruidas a 200 e acima de 180°C,
respectivamente, mas nao totalmente eliminadas (LIU et al., 2020).

Para minimizar a contaminacdo por micotoxinas em produtos agricolas,
algumas praticas pré, durante e pds colheita como selecionar variedades de graos

resistentes, irrigacdo adequada, gestdo de infestacdo de pragas, colheita
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adequada, limpeza, secagem adequada e boas praticas de armazenamento devem
ser empregadas (SHI et al., 2018).

1.6. LEGISLACAO

A legislagéo brasileira estabelece limites maximos tolerados de ocratoxina
A e fumonisina B2 para diversos alimentos. Com relagéo a OTA, produtos de cacau
e chocolate, vinho, améndoa de cacau e especiarias possuem limites de 5, 2, 10 e
30 pg/kg, respectivamente. Além dos alimentos citados acima, a legislagdo também
estabelece limites para cereais, feijao, café torrado e soluvel, suco de uva e frutas
secas. Para fumonisinas (B1+B2), a legislacdo estabelece limites maximos
toleraveis para milho, alimentos a base de milho para produtos infantis, farinha de
milho e amido de milho de 2000, 200, 2500 e 2000 pg/kg, respectivamente.
No entanto, para amendoim e seus derivados, a legislacao estabelece limite

maximo tolerado de 20 pg/kg para as aflatoxinas (BRASIL, 2011).

1.7. OCORRENCIA DE OCRATOXINA A EM AMENDOIM

Algumas pesquisas relatam niveis de OTA em amendoim produzidos por
Aspergillus section Nigri. A Tabela 1 mostra dados de ocorréncia de OTA em

amendoim e produtos de amendoim.
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Tabela 1 — Ocorréncia de OTA em amendoim e produtos em diferentes partes do mundo.

Média ]
Método de o

Alimento OTA . Local Referéncia

deteccao
(Hg/kg)

Pasta de o UHPLC-  Costa do MANIZAN et al.
amendoim ’ MS/MS Marfim (2018)
Amendoim 5,3 LC-MS/MS Porto CUNHA et al. (2018)
Farinha de HPLC- UMEREWENEZA et

. 1,9 Ruanda
amendoim MS/MS al. (2017)
. Republica
Amendoim 3,7a5 LC ] TOFFA et al. (2013)
do Niger
2,75 a NIDA, AHMAD
Amendoim ELISA Jordania
7,42 (2010)
Amendoim 60 HPLC Tunisia  ZAIED et al. (2010)
MAGNOLI et al.
Amendoim 5,6a 130 HPLC Argentina
(2007)
Costado SANGARE-TIGORI
Amendoim 0,6 a 64 HPLC _
Marfim et al. (2006)

Dois trabalhos reportaram a contaminacdo por FB2 em amendoim e
produtos. UMEREWENEZA et al. (2018) estudaram a ocorréncia de micotoxinas
em farinha de milho, farinha de amendoim e farinha de mandioca consumidas em
Ruanda. Os autores detectaram ocratoxina A em concentragdes de 2,7 ug/kg , 0,2
Hg/kg e 2,8 pg/kg em amostras de farinha de amendoim de 3 mercados. Também
foi detectado fumonisina B2 na farinha de amendoim, mas em niveis abaixo de 0,1
Hg/kg. CUNHA et al. (2018) analisaram 37 amostras de alimentos obtidas da regiao
do Porto. Dentre as amostras, 4 foram de amendoim e, dessas 4, os autores
encontraram fumonisina B2 em 1 amostra, em um nivel de 5,08 ug/kg. Aspergillus
section Nigri produtores de OTA e FB2 ja foram relatados em diversos trabalhos,
bem como a presenca dessas toxinas nos alimentos em que foram isolados. As
investigagbes sobre a ocorréncia de A. section Nigri em amendoim sdo escassas

em todo o mundo, portanto, é de suma importancia investigar a diversidade desse
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grupo no amendoim brasileiro, afim de, caracterizar a ocorréncia de espécies
potencialmente toxigénicas e a contaminacao por OTA e FB2, e assim garantir a

seguranca do alimento para consumo, minimizando os riscos a saude publica.

MATERIAL E METODOS

1.8. AMOSTRAGEM

Foram obtidas 52 amostras de amendoim, destas, 42 amostras foram recém
colhidas de um campo experimental da cidade de Araraquara e as demais (10)
amostras foram fornecidas pela Cooperativa dos Plantadores de Cana do Oeste do
Estado de Séao Paulo (Coopercana), da cidade de Sertdozinho. As amostras do
campo experimental foram colhidas, separadas em 42 embalagens e levadas até o
Instituto de Tecnologia de Alimentos — ITAL para serem secas até atingir a atividade
de agua de 0,7 e armazenadas a temperatura ambiente.

As amostras recebidas da Coopercana ja estavam secas e separadas em 10
embalagens de 1 kg cada uma. Tais amostras foram armazenadas a temperatura
ambiente.

Além das 42 amostras de amendoim do campo experimental, 42 amostras
de solo foram obtidas do mesmo local para posteriores analises. Essas amostras
foram coletadas, separadas em 42 embalagens e levadas até o ITAL onde foram

armazenadas em camara fria.
1.9. ATIVIDADE DE AGUA
A medida da atividade de agua (aw) das amostras foi realizada em triplicata,
utilizando equipamento AqualLab — Decagon (Decagon, Pullman, Wa, USA) a 25 °C
(x1 °C).

1.10. ISOLAMENTO FUNGICO E CONTAGEM

A andlise micolégica das amostras de amendoim e do solo foi realizada
segundo PITT; HOCKING (2009).
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Um total de 50 grédos de cada amostra de amendoim foi desinfectado em
solucao de hipoclorito de sédio 0,4% por 2 minutos. Em seguida, foi realizado o
plagueamento direto de 50 graos, distribuidos em 10 placas (5 graos por placa)
contendo agardicloran18% glicerol (DG18).As placas foram incubadas a 25°C por
5 dias eos resultados expressos em porcentagem de amendoim infectado.

As amostras de solo foram analisadas conforme a técnica de diluigdo em
placas, utilizando 25 g de solo e 225 ml de agua peptonada e diluicdo em série.
Aliquotas de 0,1 ml foram plaqueadas no meio DG18. As placas foram incubadas
a 25°C por 7 dias. Os resultados foram expressos em unidades formadoras de
colénias por grama (UFC/q).

1.11. IDENTIFICAGAO MORFOLOGICA

As cepas do género Aspergillus section Nigri foram isoladas no meio Agar
Extrato de Levedura Czapek (CYA) e incubados a 25°C por 7 dias. As cepas foram
identificadas e separadas em grupos de acordo com suas caracteristicas
macroscopicas e microscopicas de acordo com PITT; HOCKING (2009).

Com base nas caracteristicas morfoldgicas de A. section Nigri, foram criados
morfogrupos, onde representantes de cada grupo foram amostrados para a

identificagao a nivel de espécie, com base em andlises moleculares.
1.12. IDENTIFICACAO MOLECULAR
1.12.1. EXTRAGCAO DO DNA GENOMICO

As cepas selecionadas foram inoculadas em meio CYA (agar Czapek Yeast
Autolysate) para obtencéo de colbnias monospéricas. As cepas purificadas foram
crescidas em meio liquido YES (Yeast Extract Sucrose) a 25°C por 3 dias até a
formacao de uma pelicula micelial, que foi entdo macerada manualmente com o
auxilio de nitrogénio liquido. O material macerado foi utilizado para obtencdo do
DNA gendmico através do kit Gel DNA Purification (Mebep Bioscience) conforme

protocolo recomendado pelo fabricante.
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A quantificacdo do DNA foi inicialmente determinada por método
espectrofotométrico, em NanoDrop® (ThermoScientific), e posteriormente a
quantidade de DNA foi confirmada em gel de agarose 0,8% corado com brometo
de etidio (0,5 ug/mL), através da comparacao da fluorescéncia sob luz UV entre as
bandas de DNA obtidas e uma amostra de DNA de concentragdo ja conhecida.
Ap6s a quantificagdo, as amostras foram armazenadas a —-20°C, onde

permaneceram até o momento do uso.

1.12.2. PCR E SEQUENCIAMENTO DA REGIAO DA
CALMODULINA (CAM)

Para identificacdo das cepas, selecionadas foi realizada a amplificacéo de
parte do gene que codifica a Calmodulina (CaM). Uma PCR foi conduzida utilizando
o par de primers cmd>5 (5’- CCG AGT ACA AGG ARG CCT TC -3’) ecmdb (5’- CCG
ATR GAG GTC ATR ACG TGG -3) descritos por HONG et al. (2005). A
amplificacao foi realizada sob os seguintes parametros: a reacao foi composta em
um volume final de 25 pL, contendo 2,5 pL de 10X tampé&o de PCR (Invitrogen Life
Technologies, USA), 0,2 mmol L-1 de dNTP (Invitrogen Life Technologies, USA),
0,4 umol L-1 de cada um dos respectivos primers (Invitrogen, Life Technologies,
USA), 2,0 mmol L-1 de MgCI2 (Invitrogen Life Technologies, USA), 1 U de Tag DNA
polimerase (Invitrogen, Life Technologies, USA) e 20 ng de DNA genémico. Uma
reacao controle foi realizada a partir da substituicdo de DNA gendémico por agua
ultrapura. As reacdes foram submetidas a um termociclador VERITI® 96 Well
Thermal Cycler (Applied Biosystems, USA), programado para um ciclo inicial de
desnaturacao a 95 °C por dois minutos, seguido de 35 ciclos compostos por 45
segundos de desnaturagado a 94°C, 45 segundos a 55°C para o anelamento e 60
segundos a 72°C para extensao, seguida de uma extensao final de cinco minutos
a 72°C, os produtos foram submetidos & eletroforese em gel de agarose a 1%,
corado com brometo de etidio e fotografado sob luz UV. O DNA Ladder 1 kb Plus®
(Invitrogen Life Technologies, USA) foi utilizado como padrdo de tamanho para os
produtos da PCR.

Os produtos da amplificacdo foram purificados utilizando ExoProStarTM 1
Step (GE Healthcare Life Sciences, UK) conforme protocolo do fabricante. Os
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fragmentos foram submetidos ao sequenciamento direto, utilizando o Kit BigDye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems, USA) e submetidos ao
aparelho SeqStudio Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA).

As sequéncias obtidas foram comparadas através de alinhamento local
utilizando a ferramenta BLAST (ALTSCHUL et al., 1990) contra os bancos de dados
do NCBI (https:/blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) e MYCOBANK MLST database
(https://www.mycobank.org/page/Pairwise_alignment).Adicionalmente, uma arvore
filogenética de maxima verossimilhanga foi inferida com base no modelo evolutivo
de Tamura-Nei (TAMURA; NEI, 1993) e para determinar o suporte para cada clado,
uma analise de bootstrap foi realizada com 1.000 réplicas no programa MEGA 7.0
(KUMAR et al., 2016).

TESTE DE PRODUGAO DE OCRATOXINA A

Os fungos isolados foram testados quanto a producao de ocratoxina A pelo
método de &gar plug (FILTENBORG; FRISVAD; SVENDENSEN, 1983). Os
isolados de A. section Nigri foram inoculados em meio agar extrato de levedura
15% Sacarose (YESA) e incubados a 25°C por 7 dias. O plug de cada isolado foi
aplicado na placa de Cromatografia de Camada Delgada (CCD), com padréao de
OTA. A fase movel utilizada foi tolueno/acetato de etila /acido féormico/ cloroférmio
(7:5:2:5). A deteccdo da OTA foi realizada através da luz UV (365 nm) no
Cromatovisor. Os isolados que apresentaram um fator de retencdo e um spot de
fluorescéncia semelhante ao padrao de OTA foram considerados produtores desta

toxina.

TESTE DE PRODUGAO DE FUMONISINA B2

As cepas de A. section Nigriforam inoculadas em meio agar Czapek extrato
de levedura 20% de sacarose (CY20S) e incubadas a 25°C por 7 dias, de acordo
com o método de FRISVAD et al. (2007).

A deteccao de fumonisina B2 foi realizada conforme metodologia modificada

de FERRANTI et al. (2017) utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia
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(HPLC). Cinco pedagos do micélio fungico foram retirados e transferidos para um
frasco de vidro estéril. Em cada frasco, foi colocado 1 mL de metanol e foi agitado
por 3 minutos. Duas filtracbes foram feitas utilizando uma membrana acoplada a
uma seringa de 5 mL para limpar o extrato, sendo ambas com membrana de 0,22
um. Na etapa seguinte, 165 pL do filtrado foram transferidos para um frasco com
165 pL do reagente o-phthaldialdehydo (OPA) para reacdo de derivatizacao da
fumonisina (VISCONTI; SOLFRIZZO; GIROLAMO, 2001). O frasco foi agitado por
30 segundos e foi injetado um volume de 20 pL, juntamente com o padrao de FB2
no Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE).

Foi utilizado o equipamento CLAE com detector de fluorescéncia (Agilent
1260 Infinity model system, CA, USA). Uma coluna cromatografica C18 foi utilizada
com as dimensdes de 4,6 mm x 150 mm e tamanho da particula de 5 ym, com fase
moével contendo acetonitrila:agua:acido acético (51:47:02 v/v/v) filtrada em
membrana de 0,45 um. O fluxo programado da fase moével foi de 1,0 mL/min e a

temperatura de forno foi de 40°C.

DETERMINACAO DE OCRATOXINA A NAS AMOSTRAS DE AMENDOIM

As amostras de amendoim foram trituradas para obtencao de particulas mais
homogéneas e foram armazenadas em camara fria a temperatura de 4°C.

Dez gramas das amostras de amendoim moido foram extraidos com 200 mL
de solugdo de metanol bicarbonato de sodio 3% (1:1). A suspensao foi agitada
durante 30 minutos em shaker. Esta mistura homogeneizada foi duplamente filtrada
através de papel filtro n°4 e filtro de fibra de vidro. A seguir, 20 mL do filtrado foi
diluido em 20 mL de tampéao fosfato salino (PBS) com 0,01% Tween 20. Essa
mistura passou através de uma coluna de imunoafinidade da marca R-Biopharm
especifica para Ocratoxina A, em um fluxo de 2-3 mL/min, seguindo-se de lavagem
com 20 mL de agua destilada. Na etapa seguinte, 4 mL foi eluido com metanol
HPLC em um frasco ambar. A solucao foi evaporada sob um fluxo de nitrogénio a
40°C e o extrato seco foi ressuspenso em 300 pL de fase movel.

Um padrdao de OTA de concentracdao de 1 mg/mL foi utilizado para a

construcao da curva padréo, com a area dos picos versus a massa da toxina (ng).
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A concentracdo de OTA no extrato da amostra foi determinada pela interpolagéao
da area do pico resultante no grafico de calibragdo. O volume de injecao foi 20 L.
A determinacdo de OTA foi feita em duplicata para cada amostra de

amendoim.

LIMITES DE DETECGCAO E QUANTIFICACAO

Os limites de deteccao (LOD) e quantificagdo (LOQ) foram obtidos através
de 8 repeticdes com nivel de 0,50 pg/kg utilizando amostras de amendoim que nao
apresentaram contaminacao natural.

A recuperacao foi calculada através de 3 extracdes com padrao de OTA nos
niveis de 0,50ug/kg, de 5ug/kg e 15 pg/kg. Para otimizar o método, as
recomendagdes do manual da EURACHEM GUIDES (2014) foram utilizadas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

OCORRENCIA DE A. SECTION NIGRI EM AMOSTRAS DE SOLO

Foram isoladas 316 cepas de A. section Nigri do solo. Apenas em uma
amostra nao houve crescimento deste grupo.

A frequéncia de ocorréncia (FO) (nUumero de amostras contaminadas com a
espécie fungica/total de amostras analisadas) foi de 98% e a média de contagem
foi de 2,49 x 10* UFC/g, variando de <100 a 1,60 x 10* UFC/g. A média de atividade
de agua foi de 0,976, variando de 1,000 a 0,892.

1.13. OCORRENCIA FUNGICA EM AMOSTRAS DE AMENDOIM

A Tabela 2 mostra a ocorréncia dos fungos no amendoim apds a secagem.
Em todas as amostras houve crescimento de fungos. Foram isoladas 218 cepas de
A. section Nigridas 52 amostras de amendoim, sendo que 121 dessas cepas foram
isoladas das 42 amostras do campo experimental e 97 foram isoladas das 10
amostras da cooperativa
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Apés a secagem, as amostras do campo experimental apresentaram uma
atividade de agua de 0,540 a 0,679.

Tabela 2 - Frequéncia de ocorréncia, média e variacao de infeccao fungica (%) nas
amostras de amendoim.

Fungos Média de infeccao (%) FO % Variacao (%)
A. section Nigri 9,06 71,15 6,00 — 42,00
A. section Flavi 45,38 100,00 4,00 - 100,00
Aspergillus terreus 9,58 71,15 6,00 — 32,00
Aspergillus tamarii 0,31 1,92 2,00 -3,00
Rhizopus sp. 7,41 0,25 2,00 -7,00
Wallemia sp 0,50 13,46 2,00 -4,00
Zigomicetos 0,38 13,46 2,00-18,00
A. section Aspergillus 9,65 57,69 4,00 -40,00
Syncephalastrum sp 0,04 1,92 0,00 -2,00
Fungos dematidceous 0,15 11,54 2,00 -4,00

FO % = Frequéncia de ocorréncia (n® de amostras contaminadas/n® total de amostras)
Média de infec¢cdo = Soma dos valores da % de infec¢ao pelo género ou grupo fungico nas

amostras/n? total de amostras analisadas

A. section Nigri foi encontrado em 71% das amostras, com infecgdo média
de 9% e variacao de 6 a 42%, sendo o segundo grupo fungico mais frequente nas
amostras de amendoim (Tabela 2). Aspergillus section Flavi foi encontrado em
100% das amostras e A. section Aspergillus (antes Eurotium spp.) em 58% das
amostras. Além destes grupos, foram encontradas as espécies de A. terreus, A.
tamarii, Rhizopussp., Syncephalastrum sp., outros zigomicetos e fungos
dematidceous (Tabela 2).

Os resultados encontrados mostram que o amendoim é uma matriz favoravel
ao crescimento de diversos géneros e grupos de fungos, incluindo grupos
potencialmente toxigénicos. Alguns desses géneros também foram encontrados
nos trabalhos de BEDIAKO et al. (2019), que isolou Aspergillus, Rhizopus spp.,
Colletotrichum spp., Penicillium spp. e Curvularia spp. do amendoim.
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Resultados semelhantes foram encontrados por ZORZETE et al. (2013) que
isolaram Aspergillus section Flavi, Aspergillus section Nigri, além de Fusarium spp.,
Penicillium spp. e Rhizopus spp.

ATAYDE et al. (2012) isolaram Fusarium e fungos do género Aspergillus de
amendoim, além de Rhizopus spp., Penicillilum spp., Cladosporium spp.,
Neurospora spp., Nigrospora spp., Trichoderma spp. e Alternaria spp.

O trabalho de NESCI et al. (2011) também reportou fungos do género
Penicillium, Fusarium, A. section Flavi, Cladosporium, A. section Nigri, Alternaria e
A. section Aspergillus em amendoim.

NAKAI et al. (2008) isolaram dos graos de amendoim 25,8% de Fusarium
spp., 21,8% de Aspergillus spp., além de Rhizopus, Penicillium, Drechslera e
Trichoderma spp.

MAGNOLI et al. (2007) encontraram fungos de A. section Nigri (agregados
de A. niger) e A. section Flaviem amostras de amendoim na Argentina.

ASPERGILLUS SECTION NIGRI EM AMENDOIM

Foram isoladas um total de 218cepas de A. section Nigri das amostras de
amendoim e agrupados de acordo com suas caracteristicas morfolégicas. Um total
de 9 morfogrupos foram caracterizados com base nas caracteristicas morfolégicas
tais como: tamanho e forma de vesiculas, esporos e o crescimento a 25°C.

Dos 9 grupos, a formacao de esclerécio foi observada apenas no Grupo 1.
Com relagao ao formato dos esporos, os Grupos 3, 4, 5 e 6 apresentaram paredes
rugosas. Nos demais grupos, os esporos tinham paredes lisas. Os diametros dos
esporos variaram de 3 a 5 um. As vesiculas variaram de 25 a 80 pm de didmetro.

A Tabela 3 mostra as caracteristicas de cada grupo.
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Tabela 3 — Caracteristicas observadas dos 9morfogrupos formados

Diametro
Grupos  Colbnia a 25°C ] Total de cepas
Vesicula/esporos
Grupo 30a45um/3,5a 40
1 4,5 um
Grupo 50a80um/3,1a 51
2 4,5 um
Grupo
3 20a30/3a5um 10
Grupo
4 35a50/3,5a5um 29
Grupo
5 45a80/3,5a5um 15
Grupo 25a40um/4ab 0o
6 Hm
Grupo 30a45um/3a4,5 9
7 Hm
Grupo 35a50um/4ab,5 08
8 Hm
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Grupo
9

40a50um/2,5a
3,5 um

14

Todos os isolados dos 9 morfogrupos foram observados com relagdo a
presenca ou auséncia de métula (bisseriadas ou unisseriadas, respectivamente).
Das 218 cepas totais, 95foram identificadas como bisseriadas e 123foram
identificadas como unisseriadas, como mostrado na Figura 4.

B

Figura 3 - Cepas observadas em microscopio: (A) Bisseriada, (B)
Unisseriada

Todas as 95 cepas bisseriadas foram submetidas aos testes para produgéo
de ocratoxina A e fumonisina B2 em cromatografia de camada delgada (CCD) e
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), respectivamente. Dessas, 23 cepas
produziram algumas das toxinas ou ambas, sendo que 10 cepas produziram OTA,
11 cepas produziram FB2 e 2 cepas produziram ambas as toxinas. Das 23 cepas
produtoras de OTA e/ou FB2 17 pertenciam as amostras da cooperativa e 6 das
amostras do campo experimental.

Apés a formacgao dos morfogrupos e a verificagdo da presencga ou auséncia
de métula, um total de 79 cepas foram selecionadas para a andlise molecular,
sendo 23 cepas produtoras de FB2 e/ou OTA e 56 ndo produtoras, escolhidas com
base em caracteristicas morfologicas.

Das 79 cepas selecionadas da amostra de amendoim, as espécies
identificadas foram Aspergillus brasiliensis (n=29), Aspergillus costaricaensis (n=8),
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Aspergillus japonicus (n=1), Aspergillus neoniger (n=1), Aspergillus niger (n=12) e
Aspergillus welwitschiae (n=28). A Figura 4 mostra as espécies encontradas nas

amostras com base na sequéncia do gene da calmodulina (CaM).
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Figura 4 - Arvore de maxima verossimilhanca reconstruida com base nos
. Bootstrap com valores acima de 60% sao
mostrados. Isolados do presente estudo estdo em negrito. A. flavus € o outgroup

dados do gene da calmodulina (CaM)

As espécies mais frequentes foram A. brasiliensise A. welwitschiae,
seguidas de A. niger, A. costaricaensis, A. japonicus e A. neoniger. Trabalhos
encontrados na literatura mostraram a prevaléncia de A. niger em amendoim, em

concordancia com o presente trabalho.

A. flavus CBS 569.65 (EF661508)
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CHEIN et al. (2019) isolaram 85 fungos de amostras de amendoim em
Miamar, das quais 20 foram identificadas como A. niger. Enquanto que OYEDELE
et al. (2017) relatam a presencga de A. niger em amostras de amendoim, além de A.
Section Flavi, Fusarium e Penicillium.

DING et al. (2015) isolaram 100 cepas do género Aspergillus em amendoim
das quais 17% foram identificadas como A. niger.

PALENCIA et al. (2014) isolaram 150 cepas sendo a espécie A. niger a mais
encontrada em amostras de amendoim e milho. A espécie A. japonicus também foi
relatada, mas com menor frequéncia, corroborando nossos achados.

PRIYANKA et al. (2013) analisaram Aspergillus em amendoim e a espécie
de A. niger foi isolada em 3 das 4 regides estudadas numa frequéncia de 91% a
100%.

Até onde sabemos esse é o primeiro relato da presenca de A. brasiliensis,
A. welwitschiae, A. costaricaensise A. neoniger em amendoim brasileiro. Poucos
trabalhos tém sido feitos com o objetivo especifico de investigar a biodiversidade
de A. section Nigriem amendoim, e a maioria ndo fez uso de dados moleculares,
essenciais para a identificacdo das espécies cripticas de A. section Nigri. O
presente trabalho apresenta de modo inédito um perfil da biodiversidade desse

grupo em amendoim brasileiro.
1.14. OCORRENCIA DE OCRATOXINA A NO AMENDOIM
A Figura 5mostra a curva de calibracao do padrao de OTA em seis pontos

de areas do pico versus massa de OTA (ng). A equacao da curva obteve um R2 de
0,9999. O padrao de OTA detectado no tempo 18,223 esta ilustrado na Figura 6.
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Os limites de deteccao (LOD) e quantificacdo (LOQ) do método foram de
0,08 pg/kg e 0,27 ug/kg, respectivamente. A recuperacdo para o0s niveis de
contaminacao de até 0,4ug/kg, de 5,0ug/kg e acima de 12ug/kg foi de 87,60%,
91,69% e 89,80% respectivamente. Esses valores encontram-se dentro da faixa de
50 a 120% para nivel baixo e 70 a 110% para nivel médio estabelecidos pela
Diretiva da Comunidade Europeia EC 401/2006 (CE, 2006).

Das 52 amostras analisadas, 15 apresentaram contaminagédo de OTA, ou
seja, 28,84% das amostras. Das 15 amostras, 6 foram provenientes do campo
experimental e 9 da cooperativa. A variacdo da contaminacao de OTA foi de <LOD
a 0,387 pg/kg. A Tabela 5 dispéem os dados de OTA nas amostras de amendoim.
A Figura 7 o cromatograma de uma amostra em que a OTA nao foi encontrada e a
Figura 8 o cromatograma de uma amostra positiva.
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Amostra OTA (ng/kg) Media OTA (ung/kg)

0,172
0,140

0,108

0,096
0,092

0,088

0,186
0,160

0,135

0,181
0,152

0,123

. 0,036
Amostras cooperativa <LOD

0,093

0,106
0,100

0,094

0,081
0,090

0,102

0,177
0,150

0,126

0,171
0,154

0,136

0,137
0,166

0,195

0,111
0,126

0,141

0,166
0,176

Amostras campo 0,186

experimental 0,289
0,260

0,231

0,099
0,106

0,113

0,402
0,387

0,375
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Figura 7 - Cromatograma para amostra que n&o foi detectado OTA

Figura 8 - Cromatograma para amostras que foi detectado OTA

Os valores encontrados no presente estudo sdao semelhantes aos
encontrados por DO et al. (2020) que estudaram amendoim de 3 provincias do
Vietna e encontraram amostras contaminadas com OTA, sendo em Hanoi valores
de 0,150 a 0,625 pg/kg, em Thanh Hoa valores de 0,565 a 1,03 ug/kg e em Ha
Giang valores de 1,78 a 2,25 pg/kg.
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Os valores encontrados por UMEREWENEZA et al. (2017) também foram
semelhantes aos encontrados neste trabalho. Os autores detectaram OTA em
concentragbes de 2,7 ug/kg, 0,2 pg/kg e 2,8 ug/Kg em amostras de farinha de
amendoim de 3 mercados de Ruanda. Os autores também detectaram fumonisina
B2 na farinha de amendoim, mas em niveis abaixo de 0,1 ug/kg.

TOFFA et al. (2013) encontraram niveis de 3,7 a 5 ug/kg em amostras de
amendoim da Republica do Niger que foram maiores do que os encontrados no
presente trabalho.

IDA e AHMAD. (2010) verificaram a presenca de OTA em 7 amostras (1 de
avela, 2 de amendoins e 4 de nozes) na Jordania, com niveis variando de 2,75 —
7,42 pg/kg. Esses valores foram maiores do que os encontrados na dissertagao.

MAGNOLI et al. (2007) relataram presenca de OTA nas amostras de
amendoim de armazenamento na cidade de Cordoba (Argentina). No trabalho
destes autores, foram isoladas 322 cepas das amostras, sendo 104 produtoras de
OTA (2 a 24 ug/L) e em 50% das amostras houve produgao de OTA, com niveis
médios variando de 5,6 a 130 pg/kg.

SANGARE-TIGORI et al. (2006) encontraram OTA em concentracdo média
de 23124 ug/kg e uma variacado de 20 a 64 pg/kg, valores maiores dos que foram
encontrados no nosso trabalho.

A presencga de Aspergillus section Nigri € comum em amendoim, tornando
esse grao susceptivel a contaminagao por OTA e FB2. Apesar dos valores de OTA
encontrados nesse trabalho terem sido menores dos encontrados em outras
pesquisas, 0 amendoim é um bom substrato potencial para a producao de OTA
pelos fungos desta segéo Nigri.

CONCLUSOES

Aspergillus section Nigri foi incidente em amostras de amendoim e solo
cultivado por essa cultura. Foram identificadas seis espécies dessa secao: A. niger,
A. welwitschiae, A. japonicus, A. neoniger, A. costaricaensis e A. brasiliensis, sendo
A. brasiliensis a espécie mais frequente.

Cepas potencialmente produtoras de OTA e/ou FB2 foram encontradas entre
os isolados de A. niger e A. welwitschiae. Esse é um dado preocupante e mais
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estudos sdo necessarios para entender em que condicées essas toxinas sao
produzidas no amendoim.

O presente trabalho relatou pela primeira vez a ocorréncia de A. neoniger,
A. costaricaensis e A. brasiliensis em amostras de amendoim.

O estudo também revelou a presenca de OTA nas amostras de amendoim.
Este fato mostra que essa matriz € susceptivel a contaminacdo de OTA e
possivelmente FB2, ja que os fungos encontrados podem ser produtores de ambas
toxinas.

O trabalho demonstrou alta incidéncia de espécies potencialmente
toxigénicas em amendoim, mostrando a presenca de OTA em algumas amostras.
Mais estudos sado necessarios para investigar a dinamica de infeccao desse
substrato, e sob quais condi¢des ocorre a contaminagao por micotoxinas, incluindo
a FB2.
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