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RESUMO: Foram analisadas 264 amostras de produtos alimenticios, tais como:
condimentos, mel, pés para o preparo de alimentos, produtos amiliceos e omtros.
Destas amostras foram isoladas 269 cepas do género Aspergillus, sendo identificados
nove grupos ¢ quatro espécies. Apds culiura em caldo extrato de Jevedura com 20% de
sacarose (“yeast extract mediam-sucrose”), foi efetnada andlise, por cromatografia em
camade dolgada em silica gel, para detecglo de aflatoxinas em 215 cepas. A pesquisa
de aflatoxinas revelou-se positiva em seis amostras (2,79%), como segue: duas
amestras de mel, sma de condimento, duas de produtos amiliceos e uma de pd para o
preparo de bebida lictea. As cepas aflatoxigénicas foram: 3 (2,91%) de Aspergillus

spp; 2(2,66%) do grupo flavus e 1 (4,33%) de Aspergillus flavus, Link.

DESCRITORES: produtos alimenticios; fungos aflatoxigénicos; Aspergillus spp

aflatoxigénicos, isolamento.

INTRODUCAO

Desde a sua descoberta, em 1960, as aflatoxi-
nas 530 objeto de estudo, no que diz respeito
caracterizagio, poder foxigénico, ocorréncia e
identificacio das cepas de microorganismos ca-
pazes de produzi-las. O estudo desta classe de
substincias estd caracterizado como um problema
real de safide piblical:613,

As aflatoxinas B,,B,,G,, e Gy, sBo classificadas
em funcio de apresentarem fluorescéncia carac-
terfstica azul ("blue"} e verde ("green"), res-
pectivamente, quando observadas sob luz uliravio-
leta. As aflatoxinas M, e M,, sio metabélicos
téxicos ("milk toxin"), excretados no leite de
mamiferos que consomem ragBes contaminadas,
respectivamente, com aflatoxinas B, e B,. Os As-
pergillus que produzem essas micotoxinas sho
principalmente o A. flavus e A. parasiticus. Estas
toxinas sfo consideradas toxicas, teratogénicas e
agentes de muiagénese e carcinogénesel®.

A incidéncia de fungos nos alimentos é alta,
em especial no nosso pafs. Os fingos sio quan-
tificados e mantém relagho com alteragliof
deterioracio de produtos alimenticios. Entretan-
to, considerando o risco potencial de presenca de
aflatoxinas nestes produtos, alguns trabathos
tém sido desenvolvidos para verificar a incidén-
cia de fungos produtores de micotoxinas nos ali-
mentos e ragbestit13, Quiros trabalhos buscam
reiacionar as condigdes intrinsecas do produto
alimenticio que podem favorecer a multiplicacio
dos fungos que, conseqgilentemnente, sdo contami-
nados com substincias metabdlicas desses micro-
organismos513.i4,

Considerando a importincia das aflatoxinas
como risco i sadde e, considerando a incidéncia
de fungos nos produtos alimenticios, foi realiza-
do ¢ presente trabatho com o objetive de verifi-
car a presenga de fungos aflatoxigdnicos nas
amosiras de alimenios enviadas para anélise mi-
crobiolégica.

* Realizado na Divisio de Bromatologia ¢ Quimica do Instituio Adolfo Lutz, Sio Paulo, SP e no Laboratério de
Micologia Médica do Instituto de Medicina Tropical de Sio Paulo - Faculdade de Medicina da USP

** Do Instituto Adolfo Luiz
*** Da Faculdade de Medicina da USP,
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MATERIAL E METODOS

Amostray — Foram analisadas 264 amosiras
de produtos alimenticios, incluindo condimentos,
mel, p6s para o preparo de alimentos, produtos
amildceos e outros. Estas amosiras foram recebi-
das para anélise microbiolSgica, procedentes dos
servigos de Vigilincia Sanitdria ([iscalizagfo e
registro), Heitaglio de compra de alimentos e de
particulares.

Méiodos

Tratamento das amostras — Para a pesquisa Ge
fungos, preparou-se o homogeneizado em Hquidi-
ficador, utilizando-se 25 g {ou ml) da amosira em
225 ml de dgua peptonada & 0,1% (diluiclic 10-1).
Ap6s o preparo da diluig8o seriada, usando 1 ml
da soluglic precedente em 9 ml do mesmo di-
luente, realizou-se a semeadura em placas pelo
método em profundidade, vertendo 15-18 mi de
dgar dexirose-batata fundido e acidificado (pH
3.5), apdés a distribuiglio de 1 ml das dilui¢Bes,
As placas foram incubadas a 22.25°.C /5 dias.
Procedeu-se a selegfo das coldnias para isolamen-
to, através de critérios de aspecto e formacgic das
mesmas’.

Isolamento e produgdo de toxinas — As
coldnias suspeitas de Aspergillus foram isoladas
em 5 ml de caldo exirato de levedura acrescido de
20% de sacarose ("yeast extract medium - su-
crose”)?, o incubadas a 22.25°C por 7-14 dias.
Apds esse perfodo, os tubos contendo a cultura
foram autoclavados e desprezou-se a massa do
fungo. Utlizou-se o caldo para pesquisa das afla-
toxinas, por cromatografia em camada delgada
em silica gel. Desenvolveu-se o cromatograma
com mistura de cloroférmio-acetona-hexane
85:15:20). As manchas, fluorescentes sob iz ul
travioleta (366 nm), correspondentes ds aflaroxi-
nas By, By, Gy, ¢ G* da amostra foram compara-
das com as dos padrSes.

ldentificaggo dos fungos — Os fungos foram
identificados com base no aspecto macroscépico
e microscépico.

Aspecto macroscdpico {colénia giganie) —
Cada cepa foi semeada na superficie da placa de
Petri, contendo 4gar-Czapeck.

As culturas foram mantidas a temperatura am-
biente, por aproximadamente 14 dias. As
collnias foram obscrvadas no anverso, para ve-
rificar textura, tonalidade, presenga de exsudato,
tempo de crescimento e didmetro, bem como a
tonalidade do verso.

Aspecio microsedpico — Com auxilio de mi-
croscdpio esterioscdpio foi feito o estude da for-
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ma e tonalidade das cabegas conidiais. A micro-
morfologiz foi obtida por cultive em lamina,
nio corada das cepas em dgar-Czapeck, segundo
métode de PORTO et alit?. (figura 1)

As cepas foram identificadas pelas carac-
teristicas dos conidiéforos, vesiculas, presenca
ou azuséncia de tonalidade nos confdios, células
pé, fidlides {unisseriadas ou bisseridas ou ambas
na mesma vesicula), além de mensuraglo das cé-
hilas utilizando-se as chaves de classificagio de
RAPER et aliil}, 1965 & de McGINNISE, 1980,

RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras analisadas e as cepas de Asper-
gillus isoladas sio mostradas na tabela. Foram
isoladas 269 cepas das 264 amostras analisadas,
sendo identificados nove grupos do género As-
pergillus e quatro espécies. As espécies sfio: A,
flavus, Link, 1809 (perience ao grupo flavus); A.
fumigatus, Fresenius, 1863 (pertencente ao grupo
fumigatus); A. terricela, Marchal, 1893 (perten-
cente ac grupo wentil) ¢ A. parasilicus, Speare,
1912 (pertencente ao grupo flavus),

Das cepas isoladas, procedeu-se & cromatogra-
fia de 215 e, a pesquisa de aflatoxinas fol positi-
va em seis (2,79%) delas, assim distribuidas:
uma (4,35%) dentre 23 de A. flavus, Link; duas
(2,55%) dentre 75 do grupo flavus e 85 (2,91%)
dentre 103 de Aspergillus sp.

As cepas produtoras de aflatoxinas foram isola-
das de mel (duas amostras); de condimento {uma
amostra); de produtos amildceos (duas amostras) e
de pé para o preparo de bebida lictea (uma amos-
tra). Estas cepas foram capazes de produzir afla-
toxinas B, e G,, com excegio de Aspergillus sp
isolada de produtos amildceos, produtora s6 de B,

Estes resuitados indicam que a incidéncia de fun-
gos do género Aspergillus é alta nos produtos ali-
menticios. Demonsiram, tambidm que estes fungos
podem produzir e hiberar aflatoxinas, na dependén-
cia de condicbes favoriveis que permitam o scu ci-
clo biolégico complete, incluindo evidentemente,
a fage de csporulaclio. A incidéneia de fungos afla-
toxigénicos em produtos alimenticios entretanto,
ndo mentém relagiio direta com a presenca de afla-
toxina B, considerando dados da literawra espe-
cializada no Brasil'? Esie estudo sugere a necessi-
dade de maiores avaliagBes das condiges de
arfazenamento/consevacgiio, assim como das ca-
racteristicas intrinsecas do produto, que favorecem
a producio de micotoxinas e aletam a vida dos fun-
£0s em cada tipo de produto alimenticio, para ve-
rificar em quais etapas pode ocorrer a multiplicacio
e produgdo de micotoxinas.
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Fig. 1 — Aspectos micromorfolégicos de Aspergillus spp. Cultivo em 1imina, ndo corado, em dgar-Czapek.
a,b) Aspergillus do grupo clavatus (100 e 63 X);
¢) Aspergillus do grupo flavus (200 X);
d) Aspergillus do grupo ochraceus (160 X). Fotomicrografias; E. Porto.
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TABELA 1

Hdentificagdo em grupos, géneros e espécies de Aspergillus isolados de produtos alimenticios

Grupos, géneros e espécics de Aspergillus Total de
Cepas
@ o 6 &G 6o & O 06 & o &6 O O 8
w =] w
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3 g,3 3 3 3853 25,3 3gi§ 8§ 3 E- S5 h
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< Zgwc%Eééatm'ﬁ:'it\-ﬂi&-«:t‘:-t%-t&‘“«:"ﬁi%&ﬁwi«c&kbas
Amildceos 138 71 35 {1 5 4 3 3 i - 3 - e e 122 14
Condimentos 23 5 9 4 6 3 1 e i —- A X 7
Mel 3 2 - - 1 - —_ e e _— — = 3
Péds para o
preparo dos 36 9 15 6 3 2 _— = — = I — — 20 16
alimentos
Prodatos 64 15 16 3 g 10 2 1 2 3 e 2 i 1 41 17
Diversos
Total 264 103 75 24 23 19 6 4 4 3 3 3 1 i 215 54
(1) grupo {2} género {3) especial

Das espéeies ¢ grupos encontrados no
presente trabalho, o produtor mais significativo
de aflatoxina & o A. flavus, Link.

v

CONCLUSAO

Dos resultados obtidos neste trabalho, sugere-
se que sejam realizados outros levantamentos
para melhor avaliagBo da incidéneia destes fun-
gos nos produtos alimentfcios, a2ssim como a
utilizagio de outros substratos, além do "Yeast
extract medium - sucrose”, para verificar a pro-
dugiio de aflatoxinas, a pesquisa de fungos produ-
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tores de outras micotoxinas e a avaliagiio da me-
todologia de isolamento dos fungos toxigénicos,
para dimensionamento sanitério gue existe em
relaglic As micotoxinas nos produtos ali-
menticios.
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ABSTRACT: There were anaysed 264 samplas of food products, that included: nat-
urals flavours, honeys, powdercd foods, starch products and others. From these sam-
ples, 269 sirains of Aspergilfus genera were isolated. The growth of 215 strains, on
yeast gxtract broths supplemented with 20% of sucrose (YES), was tested by thin layer
chromatography in silica gel for afiatoxin. The tests were positive in six samples
{2,79% )k respectively: in two samples of honey, two of starch products, one of natural
flavour and one of powderes product for milk beverage. The aflatoxigenic strains were
three (2,919%) of Aspergilius sp: two (2,66%) of flavas group and one {4,35%) of Asper-

giltus flavas, Link.

DESCRIPTORS: Food products; aflatoxigenic molds; aflatoxigenic Aspergillus spp.
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