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RESUMO: Avaliou-se a producdo de aflatoxina B, pelo Aspergilius flavis 1ML 190443 e semen-
tes de amendoim, gendtipos Tatu Vermelho ¢ VRR-245, cultivados no Centro Experimental do Institu-
10 Agrondmico de Campinas em {994/1995 e submetidos a adubagfio com sulfato forroso. Apds a
colheita, os griios de amendoim foram previamente autoclavados a 121 °C por 20 minutos, e inoculados
comuima suspensio de csporos do Aspergiiius flavus TMI 190443, em 1rés concentragtes: 10°, 104 ¢ 107
esporos/mL. Observou-se uma menor produgio de aflatoxina B no gendtipo VRR-245, mcicpwdcnie
da concentragio de esporos de Aspergilius flavus IMI 190443 (10°, 10*¢ 10° espores/ml) e do trata-
menfo com ¢ sem sulfato ferroso (p<6,03), quando comparado ao Tatu Vermelho. Verificou-se uma
menor contaminagio com aflatoxina B, nos gendtipos Tatu Vermelho ¢ VRR-243, apds adubagio ¢

inoculagiio com Aspergillis flavus TMI 190443, apenas na concentragiic de 10* esporos/ml.

DESCRITORES: Amendoim; Aspergillus flavis; aflatoxina B ; adubagdo; sulfato ferroso.

INTRODUCAQ

Aflatoxinas sfio produtos do metabolismo secunddrio
de Aspergillus flavus e Aspergillus parasificus, ocorren-
do apds a fase de crescimento cxponencial dos fungos™?
podendo contaminar as culturas no campo, os grios du-
ranfe o armazenamento ¢ o$ produtos alimenticios desti-
nados ao consumo humano, aprgscntando atividade
carcinogénica, teratogénica e mutagénica'®.

A contaminagio dos alimentos com fs,mgos toxigénicos
esta geralmente relacionada com condigbes ambicntais de
cultivo ¢ armazenamento. Segundo ELLIS eralii® os prin-
cipals fatores que regulam o crescimento do fimgo ¢ pro-
dugiio de aflatoxina podem ser ambientais (temperatura,
atividade de agua, intensidade de luz, pH), quimicos (tipo

de substrato, tipo de nutrientcs, agentes antifungicos) ¢
biologicos (var nblhd’ldc da ]mhagun & competicio com a
mucroflora).

No Brasil, o niimero de trabalhos que abordam a con-
taminagdo de aflatoxinas em amendeim € muito maior
quando se compara com outros substratos'®, sendo que o
processo de produgio de aflatoxinas pode ser interrompi-
do mediante aquecimento ou refrigeragdo’. Entretanto,
métodos utlizados para a destruicio da aflatoxina ja ela-
borada ndo sdo totalmente efetivos®,

Dessa forma, alternativas voltadas pam a prevengfio da
contaminagio dos alimentos ¢ a produgio de aflatoxinas sio
linhas de pesquisa em desenvolvimento, como: novos gendlipos
de amendoim resistentes a infoegdo do fungo ¢ a produgio de
aflatoxing®; praticas agricolas recomendadas, como a iriga-
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céio adequada para manter a atividade de agua do griio superi-
or a 0,95, valor minimo necessario para a formago dos
estithbenos fitoalexinas, substancias naturais de defesa das plan-
tas contra a invasfo fimgica'”, e a utilizagio de solos para
cultivo de amendoim com maior refenciio de agua ¢ menor
aeraciio, onde os niveis de contaminagio sdo menores™”.

A uatilizacdo de substdncias quimicas para evitar a
contaminacao com fungos e/ou a produgdo de aflatoxinas
¢ também objeio de estudos de alguns pesquisadores.
GUPTA et glii* e PRADO er glii.V'* observaram uma
correlagiio entre niveis de metais e produgfio de aflatoxinas.
REDING et afif’® notaram uma menor contaminaciio de
amendoim com aflatoxinas, apés inoculagdio com
Aspergilius parasiticus NRRL 5139, quando solos foram
suplementados com sulato de cdleio em diferentes niveis.
PRADO trabalhando com amendoim em grio, gendtipo
Tatu Vermetho, observou que aluminio, ferro, niquel e zin-
co, em diversas conceniragles, mmibia a produgio de
aflatoxina B, quando se inoculava o Aspergillus flavus
NRRIL 6513 226 °C durante 7 dias. E que o ferro, nas trés
conceniracdes estudadas (40, 80 e 160 ug/g y além de ini-
bir a biossintese de aflatoxina impedia tolalmente o cres-
cimepto vegetativo do fungo.

O objetivo deste trabalho foi verificar a influénciade
Fe (Il) na produgdo de aflatoxina B, pelo Aspergillus flavus
TMI 160443, apds adubagio com sulfato ferroso, durante
o plantio dos gendtipos Tatu Vermelho, o mais plantado
no Brasil, e VRR-245, origindrio da India e citado na lite-
ratura como resistente 4 produgo de aflatoxina’.

MATERIAL E METODOS
Planejamento experimental

O plantio foi executado no Centro Experimental do
Instituto Agrondmico de Campinas, no dia 19/11/94, em
solo classificado como Latossolo Roxo. O ensaio foi im-
planiado segunde o delineamento experimental em blocos
casualizados em parcelas subdivididas, com 4 repetiges.
As subparcelas consistiram dos tratamentos com e sem
adicfo de ferro, via adubagiio em cobertura com sulfato
ferroso. As parcelas principais consistiram de dois
genotipos de amendoim: Tatu Vermelhoe VRR-245. Cada
parcela experimental apresentava 5 linhas Gteis de aproxi-
madamente 50 planias/linha, com espacamento de 0,70
entre linhas. A drea Gtil por parcela foide 17,5 m*. A co-
theita foi efetuada em 20/03/95.

Gendtipos estudados
O gendtipo Tatu Vermelho € do gropo Valéncia, larga-

mente difundido nas regides produtoras de amendoim do
Brasil, principalmenie no estado de 880 Paulo. As plantas
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sdo de porte ereto, ciclo curto e produzem vagens com pre-
domindncia de 3 a 4 sementes/vagem. O gendtipo VRR-
245 foi introduzido no ICRISAT (International Crops
Rescarch Institute for the Semi-Arid Tropics), India. £ de
ciclo curto, vagens com duas sementes pequenas, de pelicu-
la clara.

Tratamentos efetuados

Foram aplicados aos 35 dias do plantic (inicio do
florescimento) 180K g/ha de sulfato ferroso, o equivalente
a 50K g/ha de ferro. O modo de aplicagio foi adubagio em
cobertura, consistindo em esparramar o produto no solo,
ao longo da linha das plantas, préximo a regifio do colo,
seguido de leve incorporporagio com solo.

Dados climéaticos

Durante o ensaio, o indice pluviométrico de novem-
bro/1994 a marco/1995 foi de 1255,4 mm. A temperatura
médxima alcangada for de 35,4 °C ¢ a minima de 14,6 °C.

Amostragem

Foram obtidas amostras de cada gendtipo, com ¢ sem
terro, formadas a partir da mistura de grios das respectivas
quatro areas cultivadas. Para o laboratdrio foi enviado, en-
tdo, 5.0 Kg/amostra, em um total de 4 amostras.

Preparo das amostras

Para a determinagio inicial de aflatoxinas e metais as
amostras foram previamenie moidas ¢ homogeneizadas.
Posteriormente, foram passadas em peneira pldstica de
abertura 20 mesh. Seguiu-se guarteamento até 1,0 Kg.

Para a determinacio da atividade de agua utilizou-s¢
griios inteiros, sem nenhum tratamento prévio.

Para a determinagio de aflatoxinas, apds inoculagio
de uma cepa de Aspergilius flavus, grios de amendoim
foram previamente autoclavados a 121 °C por 20 minutos
para a destruigdo da microbiota natural,

Cepa de Aspergillus flavus

Foi utilizada uma cepa de Aspergillus flavus IMI 190443,
isolada de pistache da Turquia, forte produtora de aflatoxina
B,, do lnternational Mycological Institute (Inglaterra).
Metodologia

Determinagdo da atividade de agua

Para a determinacdo da atividade de dgua, aproxima-
damente 10g de amostra foi picada e colocada no aparetho



PRARG, GUILHERME e col. - Bfedlo do ferro na biossintese de aflatoxina B, por dspergillus Flavus TMI 190443 apds inoculagBio em dois gendtipos de

amendoim. Rev. Inst. Adoffe Luez, 57(1y 35-39, 1898,

“NOVASINA”, pré-calibrado com solugSes salinas
saturadas conforme orientagéo do fabricante.

Suspensdo de esporos

Cepa de Aspergillus flavus IMI 190443 foi inoculada
em placa de Petri contendo ¢ meio de Agar dextrose batata.
Seguiu-se cubagio por 7 dias a 37 °C. Apds a esporulaciio,
uma alca de platina cheia de esporos foi colocada em um
tubo de Eppendorf, contendo aproximadamente 2 ml. de
Tween 0,1%, e agitado por | minuto para dispersdo dos
esporos, Transferiu-se entdo 200 pl desta suspensiio para
um Erlenmeyer de 250 ml., contendo 25 mL do meio de
Agar dextrose batata. Tncubou-se a 37 °C por 7 dias para
esporulacio. Adicionou-se 20 mb. de Tween 0,1% no fras-
co e 10 pérolas de vidro. Agitou-se gentilmente e pipeton o
sobrenadante para um outro Erfenmeyer. O nimero de
esporos/mL da suspensdo foi calculado e ajusiado para 107,
10* ¢ 10” esporos/mL. A contagem e o clculo do ndmero
de esporos/mlL foi feito através da Camara de Neubauer.
Para a inoculagéo, utilizou-se 5 mL dessa suspensio para
15g de amendoim previamenie autoclavado, em 4 repeti-
¢Bes, Seguiu-se incubacdo por 7 dias a 25 °C.

Determinagdo de aflatoxinas

Foi utilizado o método descrito por SOARES &
RODRIGUEZ-AMAYA'Y para a quantificacio de
allatoxina B, nas amostras iniciais ¢ apos inoculagdo ¢
incubacio.

Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram avaliados e submetidos
4 analise de varifincia, adotando o modelo {atorial 2x2, em
que os fatores eram gendtipo ¢ adubaglo com e sem sulfa-
to ferroso.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

N#o foram detectadas aflatoxinas no inicio do experi-
mento nas amostras analisadas, sendo que os valores de
atividade de dgua variaram de 0,49 a 0,55, o que demons-
tra que todas as praticas agricolas recomendadas para o
cuitivo do amendoim foram executadas.

Os elevados teores de aflatoxina B, obtidos na pre-
sente investigacio (TABELA 1), podem ser atribuidos a
potencialidade toxigénica da cepa utilizada, condigdes
adequadas de temperatura ¢ umidade utilizadas ¢ auséncia
de uma microbiota natural competitiva destruida pelo aque-
cimento.

Independente do gendtipo e do tratamento com e scm
ferro, os malores niveis de aflatoxina B, foram obtidos
quando a concentrag¢do de esporos de Aspergillus flavus
inoculada era de 10* esporos/ml., observando-se um de-
créscimo nos teores de aflatoxina B, quando o tamanho do
inoculo era de 10°e 10° esporos/mlL. .

Independente da concentragio de csporos de
Aspergillus flavus (10°, 10* ¢ 10° esporos/mL.) e o trata-
mento com ¢ sem sulfato ferroso, os niveis de aflatoxina
B, encontrados nos grios do gendtipo VRR-245 foram
inferiores e variaram sigrificativamente (p <0,05) em re-
lagBo aos determinados no Tatu Vermelho. Tais resultados
confirmam o aiributo do gendtipo VRR-245 em apresen-
far wma maior resisténeia a produgdo de aflatoxnas™”.

Considerando-se a aplicaciio de sulfato ferroso em
cada am dos gendtipos estudados, observou-se que nos
grios de amendoim do gendtipo Tatu Vermetho, inocula-
dos com Aspergillus flavus (107 esporos/mL), os valores
de aflatoxina B, diferiram significativamente (p < 0,05),
indicando um efeito positivo da adubagio, visto que os
valores encontrados de aflatoxina B, nas amostras trata-
das com ferro foram praticamente a metade dos niveis de-
terminados nas amostras sem ferro.

No genotipo VRR-245, no foi observado diferen-
¢a significativa entre os niveis de aflatoxina B, nos grios
tratados e nfio tratados com ferro, indicando que talvez a

TABELA 1

Teores de aflatoxina B, de dois gendtipos de amendoim, Tatu Vermeltho e VRR-243, cultivados em latossolo roxo,
com e sem adubagfo com sulfato ferroso, ¢ inoculados com Aspergillus flavus IMIE 190443,

Affatexing By yong”

Tratamentos
A, flavees IVIT 190443 { esporos/mL)

Com adabaciio W iy 10°
Tata Vermelho 34,25, 88,30, 53,20,
VRR - 245 11,55, 36,28, 37,30,

Sem adubacgio
Tatu Vermetho 63,30, 73,58, 55,75,
VRR - 243 14,33, 31,45, 30,90,

* Médias (4 repeticles ) seguidas da mesma letra na verticaf ado diferom entre 8§ pelo Teste ¥ ao nivel de 5% de probabilidade.
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mator resisténcia natural desse gendtipo tenha prevalect-
do, quando a concentracio de esporos de Aspergillus flavus
era de 107 espores/mL. Entretanto, em concentracdes mais
elevadas, 10* e 10° esporos/mL, os niveis de aflatoxina B,
foram maiores nos griios provenientes de solo adubado
com ferro, ao nivel de significncia de 5%, indicando que
a planta deve apresentar um limite natural de resisténcia
o/ou que a adubacfo possa ter afetado sua fisiologia.

No genétipo Tatu Vermelho, ndo houve diferenga
significativa entre os niveis de aflatoxina B, encontrados
nos grios tratados ¢ ndo tratados, guando a concentragio
de esporos de Aspergillus flavus era de 10° e 10° esporos/
ml., indicando também que o efeito tamanho do indculo
tenha prevalecido sob o efeito tratamento com ferro.

CONCLUSAQ

Os resultados obtidos revelaram uma maior resistén-
cia do genotipo VRR-245, origindria da India, em relaciio
ao Tatu Vermelho, o mais cultivado no Brasil, quanto &
producao de aflatoxina B, apds inoculagdo com uma cepa

produtora, em condicles ideais de temperatura e umidade.
Pesquisas que envolvam verificacéo da contaminagio na-
tural dessas duas variedades com aflatoxina B, no perio-
do pos-colheita e durante o armazenamento, podem ratifi-
car esse atributo do genétipo indiano e servir como alter-
nativa aos produtores no Brasil.

A menor contaminagio com aflatoxina B, do gendtipo
Tatu Vermelho, apos adubagio com sulfato ferroso ¢
inoculagdo com dspergillus flavus (10° esporos/mL), ¢ um
dado promissor, mas que deve ser testado em outras con-
di¢es experimentais para ratificar um possivel efeito pro-
tetor do ferro,
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SUMMARY: EFFECT OF IRON ON THE BIOSYNTHESIS OF AFLATOXIN B, BY Aspergiflus
flavus IME 190443 AP TER INOCULATION IN TWO PEANUTS GENOTYPES. Production of aftatoxin
B, by Aspergillus flavus 1M1 190443 in peanuts seeds from Tatu Vermelho and VRR-245 genotypes
was evaluated. They were raised in Campinas Experimental Center of Instituto Agrondmico during
1994/1993 and the ground was supplemented with iron sulfate. After harvested seeds were autoclaved
at 121 °C for 20 minutes and inoculated with Aspergillus flavus spore suspension in three concentrations:
16° , 10" e 10° spores/mL. The production of aflatoxin B, was less in VRR-245 genotype even so the
concentration of Aspergillus flavus was different (107, 107 ¢ 10° spores/mL) and the supplementation
was with or without iron sulfate ( p<0,05 ), when it is compared to Tatu Vermeiho. A less amount of
aflatoxin B, was found in Tatu Vermetho and VRR-245 genotypes when it was supplemented and
inoculated with Aspergilfus flavus only at the concentration of 10° spores/mi..

DESCRIPTORS: Peanut; Aspergillus flavus; aflatoxin B, ; supplementation; iron sulfate.
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