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RESUMO

A ocratoxina A (OTA) € uma micotoxina com efeitos nefrotoxicos, carcinogénicos,
teratogénico a imunotoxico, naturalmente encontrada em produtos agricolas
incluindo graos de café. A ocratoxina A em café € produzida principalmente por
espécies de Aspergillus da se¢do Circumdati e Nigri. A espectroscopia de
infravermelho proximo (NIRS) € um método prético para a detec¢cdo de compostos
organicos na matéria. Sendo particularmente atil por ser um meétodo néo
destrutivo, preciso, de resposta rapida e de facil operacéo. O principal objetivo
deste trabalho foi verificar a producéo de ocratoxina A por fungos do género
Aspergillus, isolados de graos de café, por meio das técnicas do agar coco, da
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e da espectroscopia de
infravermelho proximo. A PCR foi utilizada para a identificagdo das principais
espécies de fungos produtoras de ocratoxina A, sendo elas: A. niger, A.
carbonarius, A. ochraceus e A. westerdjikiae. O par de oligonucleotideos
especificos utilizado para identificacdo de A. niger foi satisfatério, sendo capaz de
amplificar um fragmento de 372 pb. Sete isolados, dos 13 testados,
representantes da secao Nigri, foram identificados como A. niger. Os demais
pares de oligonucleotideos iniciadores ndo foram eficientes na identificacdo das
outras espécies de Aspergillus. A técnica do agar coco foi utilizada como um
screening para a identificacao de isolados fungicos potencialmente produtores de
ocratoxina. Dos 47 isolados testados, 24 (51%) mostraram ser potenciais
produtores de ocratoxina A através da formacdo de um halo fluorescente azulado.
Dez isolados previamente testados pelo agar coco foram analisados por CLAE,
mostrando 2 falsos positivos e 2 falsos negativos, indicando que o agar coco é um
meétodo que pode ser utilizado como screening, necessitando de analises
confirmatdrias. Na andlise da NIRS, verificou-se que, para a detec¢ao de
ocratoxina A nas amostras de fungos, o modelo que utilizou dados obtidos por
transmitancia foi o melhor. Ja para a quantificacdo da ocratoxina A, ambos os
modelos, criados a partir dos dados de transmitancia e reflectancia apresentaram
bons resultados. Entretanto, quando utilizados 3 niumeros de variaveis latentes e
seus respectivos valores da somatoria dos erros das predicdes foi possivel a
confeccdo de um grafico comparando esses dados com os modelos, verificando
gue o modelo que utilizou dados obtidos por transmitancia obteve os melhores
resultados. Concluiu-se que a utilizacdo da NIRS para a deteccdo e quantificacido
de OTA em isolados fungicos é uma metodologia viavel e prospera, contudo, mais
testes sd0 necessarios.

Palavras chaves: Aspergillus, café, ocratoxina A, agar coco, CLAE e NIRS.



ABSTRACT

Ochratoxin A (OTA) is a mycotoxin with nephrotoxic, carcinogenic, teratogenic and
immunotoxic effects, naturally found in agricultural products including coffee grains.
Ochratoxin A in coffee is mainly produced by Aspergillus species from section
Circumdati and Nigri. Near infraed (NIR) spectroscopy is a practical spectroscopic
procedure for the detection of organic compounds in matter. Being particularly
useful because of its accuracy, rapid response, easy operation and a non-
destructive method. The aim of this work was to verify the ochratoxin A production
from fungi of Aspergillus genera, isolated from coffee beans, through coconut agar,
high performance liquid chromatography (HPLC) and near infrared spectroscopy
(NIRS) techniques. PCR was used to identify the ochratoxin A main producers
species of fungi: A. niger, A. carbonarius, A. ochraceus and A. westerdjikiae. The
pair of primers used to the identification of A. niger was satisfactory, being able to
amplify a fragment of 372 pb. Seven isolates of 13 tested, representatives of the
section Nigri were identified as A. niger. The other pairs of primers were not
effective to identify the other species of Aspergillus. The technique of coconut agar
was used as a screening for the identification of potential ochratoxin A producers
fungal isolates. Of the 47 isolates tested, 24 (51%) proved to be potential
producers of ochratoxin A through the formation of a halo. Ten isolates previously
tested on coconut agar were analyzed on HPLC, showing two false positives and
two false negatives, indicating that the coconut agar could be use only as a
screening method, requiring confirmatory tests. The NIRS analysis showed that the
model design from the transmittance data had a better result when detecting
ochratoxin A. As for quantification of ochratoxin A, both models, design from
transmittance and reflectance data showed good results. However, when using 3
numbers of latent variables and the values of their predictions errors sum, it was
possible to elaborate a chart comparing them with the models, verifying that the
model from transmittance data obtained the best results. Thus, the use of NIRS for
the detection and quantification of ochratoxim A in fungal isolates is a viable and
prosper methodology, however further tests are needed.

Key words: Aspergillus, coffee, ochratoxin A, coconut agar, HPLC and NIRS.
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1 INTRODUCAO

O café € um produto agricola de extrema importancia econémica e social para o
Brasil. A Ocratoxina A (OTA) em grados de café tem sido avaliada com niveis de
contaminacéo variando significamente no pais (BATISTA et al., 2009).

A presencga da ocratoxina A em alimentos é considerada um problema de saude
publica mundial. Em paises com clima tropical, espécies de Aspergillus tém sido as
principais responséaveis pela producdo de Ocratoxina A em café (TANIWAKI et al.,
2003). Desta forma, varios estudos tém como objetivo a identificacdo de espécies de
Aspergillus que contaminam o café e que sdo potenciais produtores de Ocratoxina A
(MAGNANI, et al., 2005).

A Ocratoxina A deriva do nome de Aspergillus ochraceus, do qual foi
primeiramente isolada (VAN DER MERWE et al., 1965). Entretanto ela pode ser
produzida por varios outros fungos, tais como A. carbonarius, A. niger, A. westerdijkiae
e Penicillium verrucosum (TEREN; PALAGYI; VARGA, 1997; SAMSON et al., 2004;
FRISVAD et al., 2004; ABRUNHOSA:; SANTOS; VENANCIO, 2006). No Brasil, estudos
tém demonstrado que A. ochraceus (secdo Circumdati), A. carbonarius (se¢édo Nigri) e
A. niger (secdo Nigri) sdo as principais espécies responsaveis pela presenca de
ocratoxina A em graos de café (MAGNANI et al., 2005).

As técnicas tradicionais para identificacdo dos fungos produtores de micotoxinas
sdo demoradas e, normalmente, as caracteristicas morfologicas sao insuficientes para
distinguir espécies proximas. Para tal, a utilizacdo de marcadores moleculares tem se
tornado uma alternativa para uma répida e especifica identificacdo dos fungos
ocratoxigénicos, destacando-se, entre as técnicas, a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) (MORELLO et al., 2007).

Vérios efeitos toxicos da ocratoxina A tém sido descritos, como inibicdo da
sintese de proteinas, extresse oxidativo e danos no DNA (ALMELA et al., 2007; MECA,;
RITIENI, 2009). Além disso, esta micotoxina € considerada nefrotdxica, citotoxica,

carcinogénica, teratogénica e imunossupressora (RINALDI et al., 2007).
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Atualmente a deteccdo e quantificagdo da ocratoxina A em alimentos sédo
realizadas por meio de cromatografia, entretanto, novas técnicas tém se mostrado mais
rapidas e econdmicas. Entre essas técnicas, a espectroscopia por infravermelho
proximo (NIRS — Near Infrared Spectroscopy) tem se tornado, segundo Hernandez-
Hierro, Garcia-Villanova e Gonzalez-Martin (2008), uma alternativa a cromatografia na
analise de micotoxinas.

O conhecimento da diversidade microbiana presente nos grdos de café e o
desenvolvimento de metodologias mais econdmicas para deteccao de ocratoxina A, sao
de extrema importancia para a elaboracéo de uma bebida de boa qualidade, mantendo

0 pais como um dos principais produtores e exportadores deste grao.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo geral verificar a producéo de Ocratoxina

A por fungos do género Aspergillus isolados de grdos de café, por meio de diferentes

metodologias.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar os diferentes isolados flngicos por meio de macro e

micromorfologia;

» Identificar, por meio de oligonucleotideos iniciadores especificos descritos na
literatura, espécies de Aspergillus potencialmente produtoras de Ocratoxina A,

« Realizar screening em Agar Coco para verificar quais isolados s&o potenciais

produtores de ocratoxina A,

* Confirmar a producdo de Ocratoxina A por HPLC/ CLAE (High Performance

Liguid Chromatography — cromatografia liquida de alta eficiéncia);

» Comparar as metodologias de transmitancia e reflectancia total atenuada (ATR)
da NIRS (Near Infrared Spectroscopy — espectroscopia por infravermelho

préximo) na deteccéo e quantificacdo de ocratoxina A.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 MICOTOXINAS

As micotoxinas sdo produtos do metabolismo secundario (metabdlitos que néo
sd0 essenciais para o seu normal crescimento, desenvolvimento e reproducéo) de
algumas espécies de fungos, que quando ingeridas por animais, incluindo o homem,
causam alteragdes bioldgicas prejudiciais a saude (ABRUNHOSA, 2008).

Segundo Abrunhosa (2008) as micotoxinas sao produzidas a partir das vias
metabolicas dos policetideos, dos terpendides e de alguns processos que usam
aminoacidos essenciais. Possuem baixo peso molecular e estruturas quimicas
diversificadas. A diversidade das estruturas quimicas das micotoxinas vao, desde a
presenca de um unico anel heterociclico, a até oito anéis associados, 0 que esta
relacionado a diversidade de efeitos toxicos (EDWARDS; O’'CALLAGHAN; DOBSON,
2002).

Desde a idade média sabe-se de doencgas causadas por micotoxinas, como 0
"fogo de Santo Ant6nio". Entretanto, somente na década de 60 que as micotoxinas
ganharam relevancia, quando cem mil perus morreram devido a deficiéncia e necrose
hepatica na Inglaterra. ApOs investigagcbes, foi descoberto que os animais foram
alimentados com uma dieta rica em amendoim e este estava altamente contaminado
com Aspergillus flavus, sendo sua toxina posteriormente denominada aflatoxina
(GOLDBLATT, 1969). A aflatoxina pode causar fortes efeitos carcinogénicos e gerar
problemas hepaticos (CARDWELL, 2001).

As micotoxinas mais comuns sdo as aflatoxinas, fusariotoxinas, zearalenonas,
tricotecenos, fumonisinas e ocratoxinas. Embora aproximadamente 300 micotoxinas
diferentes tenham sido identificadas, apenas 20 tipos de micotoxinas, produzidas por
diferentes espécies, sdo encontradas com frequéncia em quantidades suficientes para
constituirem um verdadeiro risco para a saude alimentar, como observado no QUADRO
1 (GEISEN, 1998 apud SARTORI et al., 2006).
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Género Micotoxinas

Alternaria Acido tinuazénico, alternariol, alternariol metil-éter

Aspergillus Aflatoxina By, G, My, ocratoxina A, esterigmatocistina, acido
clicopiazénico

Claviceps Ergo-alcaléides

Fusarium Desoxinivalenol, nivalenol, zearalenona, toxina T-2, diacetoxiscirpenol,
fermonisinas, moniliformina

Penicillium Patulina, ocratoxina A, citrina, penitrinina A, &cido clicopiaz

QUADRO 1 — MICOTOXINAS MAIS RELEVANTES PARA A SEGURANCA ALIMENTAR PRODUZIDAS
POR DIFERENTES GENEROS DE FUNGOS FILAMENTOSOS
FONTE: STEYN, HOLZAPFEL e FERREIRA (1970) apud ABRUNHOSA (2008)

As micotoxinas podem ser encontradas em varios produtos agricolas, como
cereais, milho, frutas secas, frutas, sementes oleaginosas e especiarias. Entretanto, as
micotoxinas séo capazes de se acumular ao longo da cadeia alimentar, podendo ser
encontradas em produtos pecuérios, como o leite, ovos e carne de animais (QUADRO
2) (ABRUNHOSA, 2008).

Na grande maioria dos casos, as micotoxinas sdo formadas no campo enquanto
as colheitas agricolas acontecem. Nestas situa¢des sao produzidas por fungos que
possuem frequentemente uma associa¢do ecoldgica com a planta. Assim, € comum
encontrar a ligacdo entre certas espécies de micotoxinas com determinados produtos
agricolas (Aspergillus flavus/ aflatoxinas em amendoins; Penicillium expansum/ patulina
em macas). Entretanto, as micotoxinas também podem ser formadas no periodo de
pos-colheita, durante o seu transporte e armazenagem, especialmente se as condicdes
ndo forem as mais adequadas (ABRUNHOSA, 2008).
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Produtos agricolas

Micotoxinas

Amendoins Aflatoxina, acido clicopiazdnico

Café Ocratoxina A, esterigmatocistina

Carnes e ovos Patulina, citrinina, ocratoxina A, acido clicopiazénico

Cereais Desoxinivalenol, nivalenol, toxina T-2, zearalenona, alternariol, alternariol
metil-éter, &acido tenuazbnico, fumonisinas, ocratoxina A, citrinina,
esterigmatocistina

Figos Ocratoxina A

Frutos secos Aflatoxina, ocratoxina A

Macas Patulina, citrinina

Milho Aflatoxina, desoxinivalenol, nivalenol, zearalenona, fumanisinas, toxina T-2,

citrinina

Produtos lacteos

Aflatoxina M; e M,, acido clicopiazbnico, ocratoxina A

Sementes oleaginosas

Aflatoxina, acido tenuazonico, alternariol

Uvas

Ocratoxina A

QUADRO 2 - PRINCIPAIS MICOTOXINAS ENCONTRADAS EM ALGUNS PRODUTOS AGRO-
ALIMENTARES
FONTE: ABRUNHOSA (2008)

3.2 OCRATOXINA A

O grupo das micotoxinas designadas como ocratoxinas (ocratoxina A, B e C),
caracterizam-se por possuirem uma estrutura molecular que consiste basicamente de
uma R-fenilalanina ligada a uma isocumarina, mediante uma ligagdo amida (FIGURA 1).
A ocratoxina A (OTA) caracteriza-se por apresentar fluorescéncia verde quando exposta
luz ultravioleta e possui uma molécula de cloro em sua estrutura, responsavel pelo
carater toxico (EDWARDS; O'CALLAGHAN; DOBSON, 2002). A ocratoxina B apresenta
fluorescéncia azulada, ndo apresentando toxicidade devido a auséncia da molécula de
cloro. A ocratoxina C, com fluorescéncia verde, constitui um etil éter da ocratoxina A,
sendo muito menos toxica que essa. A fluorescéncia da OTA € usada para a revelacdo
em cromatografia de camada delgada (CCD) e para sua deteccdo por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) (ABRUNHOSA, 2008).
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L—DH 0 OH 0
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FIGURA 1 — ESTRUTURA QUIMICA DA OCRATOXINA A
FONTE: VAN DER MERWE et al. (1965)

A OTA possui a formula empirica CyH1806NCI com um peso molecular de
403.822 Da. E altamente sollvel em solventes organicos polares, solGvel em solucéo
aguosa de hidrogenocarbonato de sodio, fracamente solUvel em agua e termoestavel
(COLE; JARVIS; SCHWEIKERT 2003 apud ABRUNHOSA, 2008).

Sabe-se que a ocratoxina C pode ser convertida em ocratoxina A, Fuchs et al.
(1984) analisaram esta conversdo administrando as toxinas de forma oral e intravenosa
em ratos. Foi observado que a ocratoxina C é realmente convertida em ocratoxina A.

Segundo Gallo et al. (2009), a biossintese da OTA ainda néo foi totalmente
elucidada, embora vérias vias ja tenham sido propostas. Sabe-se, atualmente, que a
parte isocumarica é um pentacideo sintetizado através de uma via matabodlica dos
policetideos e que a L-B-fenilalanina deriva da via metabdlica do acido xiquimico
(STEYN; HOLZAPFEL; FERREIRA, 1970 apud ABRUNHOSA, 2008).

N&o existe muita informacdo sobre os genes responsaveis pelos passos da
bissintese da ocratoxina A. Entretanto, seriam, no minimo, necessarios genes que
codifiquem para uma policetideo sintetase (PKS), responsavel pela sintese da
isocumarina; para uma metilase, responsavel pela formacdo do grupo carboxilico; para
uma OTA sintetase, responsavel por ligar a L-B-fenilalanina a isocumarina e para uma
cloroperoxidase ou uma halogenase responsavel pela introducdo do cloro
(ABRUNHOSA, 2008; GALLO et al., 2009).

A contaminacdo por OTA pode ocorrer principalmente na pré-colheita e em

condicbes de pos-colheita em cereais como trigo, milho, centeio, cevada e aveia.
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Também ocorre em amendoim, café, pao, arroz e frutos secos. A presenca de OTA nos
produtos alimentares tais como café, vinho, cerveja e carnes, é devido a sua relativa
estabilidade quimica durante o processamento industrial (AL-ANATI; PETZINGER,
2006). Outros itens alimentares, como leite, tecidos animais, musculos, 6rgdos e ovos
também podem ser contaminados (DINIS; LINO; PENA, 2007).

A ocorréncia da OTA em gréos de café foi descrita, pela primeira vez, por Levi,
Trenk e Mohr (1974). Esta toxina destaca-se como a mais frequente em amostras de
café, seguida pela esterigmatocistina (NAKAJIMA et al., 1997). Desde sua descoberta
por Van der Merwe et al. (1965), a partir de Aspergillus ochraceus, uma variedade de
estudos subsequentes vem mostrando a existéncia de outras espeécies fangicas,
principalmente dos géneros Aspergillus e Penicillium, como produtoras desta micotoxina
(VARGA et al., 2001).

A OTA persiste no organismo por um longo periodo, tendo uma meia vida de 35
dias em humanos, 72 - 120 horas em porcos e 77 horas em animais ruminantes (AL-
ANATI; PETZINGER, 2006). Os elevados tempos médios de vida da OTA em diferentes
animais devem-se ao fato de esta ser excretada com dificuldade através da urina,
devido a sua grande afinidade para algumas proteinas do plasma sanguineo,
essencialmente para a albumina. Kumagai (1985) verificou que ratos deficientes em
albumina foram capazes de eliminar mais rapidamente esta micotoxina do que ratos
normais. A OTA €, ainda, parcialmente excretada através da via biliar, sendo esta via de
excrecdo a predominante nas espécies que apresentam tempos médios de vida mais
baixos, como os ratos, por exemplo, ao contrario do que acontece em humanos e
macacos onde a via urindria é a preponderante (ABRUNHOSA, 2008). A OTA é
considerada um composto toxico cumulativo de facil absorgéo e lenta eliminacao.

A presenca da OTA em varios alimentos e sua longa meia vida pode explicar o
porqué de que 70 a 100% de todas as pessoas testadas nos Estados Unidos e na
Europa possuiam niveis mensurais de OTA no sangue (AL-ANATI; PETZINGER, 2006).
Em humanos a OTA foi primeiramente detectada em sangue de residentes de uma area
endémica da Croacia (PERAICA et al., 2008).

Vérios efeitos toxicos da OTA tém sido descritos, como inibicdo da sintese

protéica, inducdo da peroxidacdo de lipidios, estresse oxidativo e danos no DNA, em
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espécies e tecidos especificos diferentes (ALMELA et al., 2007; AL-ANATI;
PETZINGER, 2006). Entretanto, esta micotoxina é ainda considerada nefrotoxica,
citotdxica, carcinogénica, teratogéncia e imunossupresssora (SUAREZ-QUIROZ et al.,
2004, ABRUNHOSA; SANTOS; VENANCIO, 2006, GHALI et al., 2008, LINO et al.,
2008, DACHOUPAKAN, et al., 2009, ZHANG et al.,, 2009). Ela ainda pode induzir
mutacbes génicas através de mecanismos genotdxicos ainda ndo muito claros
(RINALDI et al., 2007).

Quando ingerida, a OTA é absorvida pelo trato gastrointestinal, entra na
circulacdo e liga-se as proteinas do soro. A maior toxicidade da OTA em mamiferos
esta relacionada aos rins, o que se deve, em parte, a reabsor¢cdo ativa pelo tubulo
proximal, no sistema de transporte de anions, acumulando altas concentragbes de OTA
neste 6rgao (FUNGARO et al., 2004).

A toxicidade da OTA, de forma geral, pode estar relacionada com sua
capacidade de interagir e se ligar a certas macromoléculas formando espécies reativas,
inibindo a respiracdo mitocondrial e formando ligacdes com o DNA (RINGOT et al.,
2006 apud ABRUNHOSA, 2008).

Os efeitos citotéxicos da OTA estdo baseados na inibicdo e/ou ativacdo de
enzimas, varias das quais utilizam a fenilalanina como um substrato, pois a OTA é um
analogo deste aminoacido (AL-ANATI; PETZINGER, 2006). Acredita-se que a fracao
fenilalanina da molécula de OTA interage como um substrato substituto. A principal
enzima alvo € a fenilalanina-tRNA sintetase, a qual € inibida pela OTA em procariontes,
micro-organismos eucarioticos, células de mamiferos e em experimentos com animais
in vivo. Esta inibicdo causa a reducdo da sintese protéica, além disso, a sintese de
RNA e a sintese de DNA séo alvos da toxicidade da OTA (STORMER; LEA, 1995 apud
AL-ANATI; PETZINGER, 2006).

A OTA foi classificada pela International Agency for Research on Cancer (IARC)
como pertencente ao grupo 2B, ou seja, possivel carcinogénico humano (IARC, 1993).

Esta micotoxina despertou grande interesse de pesquisadores ao ser associada
a doencas renais em humanos como a Nefropatia Endémica dos Balcds (BEN),
sindrome caracterizada por apresentar disfuncdo renal crénica e degenerativa,

endémica na regido dos Balcéas (RADIC et al., 1997).
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A nefropatia endémica é uma doencga renal que ocorre em algumas areas rurais
da Bdsnia, Bulgéria, Croacia, Kosovo, Roménia e Servia (PERAICA, 2008). A etiologia
da doenca é ainda desconhecida, apesar de haver um namero razoavel de hipoteses.
As principais caracteristicas da nefropatia endémica sdo a distribuicdo geografica
limitada, ocorréncia em familias de agricultores, alta mortalidade por uremia e alta
incidéncia de tumores uroteliais (MILETIC-MEDVED; PERAICA; DOMIJAN, 2005).

A teoria da micotoxina sobre a origem da nefropatia endémica é baseada na
analogia entre lesfes de rins de porcos causadas pelo OTA em paises escandinavos e
lesGes em rins humanos em pacientes com a nefropatia endémica (KROGH, 1974 apud
PERAICA et al., 2008). Varios estudos que envolvem as micotoxinas na etiologia da
nefropatia endémica tentaram provar que pessoas que residiam em areas endémicas
eram mais expostas a OTA que pessoas que residiam em outras regides. Porém,
baixas concentracbes de OTA tém sido frequentemente encontradas em alimentos e
sangue de pessoas residentes em areas endémicas e em sangue de pessoas com
doencas renais crénicas em todo o mundo. Mas, este fato ndo descarta a teoria que as
micotoxinas estdo envolvidas no desenvolvimento da nefropatia endémica, pois
pessoas em areas endémicas estdo expostas a quantidades variaveis de OTA que
frequentemente excedem a exposi¢cdo de areas ndo endémicas. Ainda, os alimentos
nunca sao contaminados com uma unica linhagem de fungica, e outras micotoxinas
nefrotéxicas podem ser produzidas por fungos que produzem a OTA (PERAICA, 2008).

Recentemente pesquisas tém indicado que a OTA pode afetar também o sistema
neural. Embora o potencial neurotoxico da OTA seja conhecido, 0S mecanismos
moleculares de sua neurotoxicidade ainda nédo estdo bem elucidados (ZHANG et al.,
2009). Dados obtidos do estudo feito por Zhang et al. (2009), sugerem que a indugao
da neurotoxicidade da OTA, é ao menos, mediada em parte pela apoptose.

Estudos tém demonstrado que a OTA estd relacionada com o estresse
oxidativo, medido por um aumento da peroxidacdo em lipidios e danos no DNA de
cérebros de camundongos, caracteristicas que estdo associadas com um numero de
desordens neurodegenerativas incluindo as doencas de Parkinson e Alzheimer (SAVA,
REUNOVA; VALASQUEZ, 2006). Segundo, Zhang et al. (2009) a OTA pode contribuir
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para o surgimento de doencas neurodegenerativas, como as doencas de Parkinson e
Alzheimer, nas quais o processo de apoptose esta envolvido.

Muitas micotoxinas sdo imunossupressoras, entre elas, a OTA (BEREK, et al.,
2001). A atividade imunossupressora da OTA é caracterizada pela reducao do tamanho
de 6rgaos vitais do sistema imune, tais como timo, baco e nodulos linfaticos, depressao
das respostas dos anticorpos, alteracbes no numero e funcdes de células do sistema
imune, e modulacdo da producdo de citocinas. A atividade imunotoxica da OTA
provavelmente resulta de mudancas degenerativas e morte celular por necrose e
apoptose, em combinagdo com uma lenta reposi¢cdo das células afetadas do sistema
imune, devido a inibicdo da sintese das proteinas (AL-ANATI; PETZINGER, 2006).

Atualmente varias pesquisas estdo sendo realizadas para encontrar processos
pelos quais os alimentos venham a ser descontaminados da ocratoxina A. Segundo
Abrunhosa, Santos e Venancio (2006) as estratégias mais aplicadas usam adsorventes
como os aluminosilicatos ou a atividade do carvdo vegetal para remové-la. Outros
utilizam métodos quimicos como a amonia ou o peréxido de hidrogénio para inativar a
OTA, ou diclorometano para extrai-la. Entretanto, essas estratégias acabam levando a
uma perda significativa do valor nutricional, bem como alterando o sabor do alimento. A
biodegradacdo é considerada a melhor solugcdo para a descontaminacdo. Varios
trabalhos foram realizados utilizando micro-organismos ou culturas celulares, como,
fungos filamentosos, protozoarios, bactérias, leveduras ou culturas celulares de plantas
(ABRUNHOSA; SERRA; VENANCIO, 2002; OZPINAR et al., 2002; PIOTROWSKA,;
ZAKOWSKA, 2000; SCHATZMAYR et al, 2003; RUHLAND; ENGELHARDT;
WALLNOFER, 1996 apud ABRUNHOSA:; SANTOS; VENANCIO, 2006).

Em trabalho publicado por Abrunhosa, Serra e Venancio (2002), fungos
filamentosos isolados de uvas portuguesas foram avaliadas quanto a capacidade de
degradacdo da ocratoxina A. Observou-se que 51 das 76 linhagens testadas,
predominantemente espécies de Aspergillus, foram capazes de degradar mais que 80%
da ocratoxina adicionada a cultura. As espécies com maior potencial de degradacao
(mais de 95%) foram os Aspergillus negros, A. clavatus, A. ochraceus, A. versicolor e A.
wentii. Outros fungos frequentemente isolados de uvas, tais como, Alternaria, Botrytis,

Cladosporium e Penicillium, também mostraram significativa capacidade de



31

degradacdo. Observou-se também que os compostos obtidos da degradacdo da
ocratoxina A por linhagens de Aspergillus negros, de A. ochraceus e A. wentii foram
diferentes.

Abrunhosa, Santos e Venancio (2006) avaliaram a habilidade de varias
proteases comerciais de hidrolizar a ocratoxina A. Foi observado que a protease A e
pancreatina exibiram uma atividade hidrolitica sobre a ocratoxina A e somente uma
enzima comercial foi ativa contra a ocratoxina A em pH &cido (Prolyve PAC).

A cafeina (1,3,7 trimetilxantina) constitui um componente natural em café, com
atividade fungistatica, e efeito antimicotoxigénico. Isso acontece, pois as metilxantinas
consistem um grupo de compostos capazes de conferir propriedades defensivas
naturais a plantas contra micro-organismos. Fujii et al. (2004) verificarm o efeito da
cafeina sobre o crescimento micelial de fungos isolados de café. A cafeina apresentou
antibiose proporcional a dose, com inibicdo de 52,8 a 100% de Aspergillus flavus, 9,4 a
72,5% de Fusarium semitectum, 8,8 a 66,8% de Penicillium sp., 53 a 54,1% de

Fusarium sp., 4,6 a 39% de A. niger e 4,7 a 37% de A. ochraceus.

3.3 O CAFE

O género Coffea L., 1753, apresenta aproximadamente 100 espécies de
cafeeiros, destes, o Coffea arabica L., 1753, e C. canephora Pierre ex. A. Froehner,
1879, sao os mais comercializados (CARVALHO et al., 2001). As evidéncias botanicas
sugerem que a planta do café originou-se na Etiépia Central e os holandeses foram os
primeiros a iniciar o seu cultivo comercial em 1658. No Brasil, as primeiras sementes e
mudas foram plantadas em Belém do Pard em 1769 e somente em 1820, o Brasil foi
considerado um exportador de café (IBC/GERCA, 1981).

A primeira estimativa da producdo de café (ardbica e conilon) da safra 2010
indica que o Brasil podera colher entre 45,89 e 48,66 milhdes de sacas de 60 quilos do
produto beneficiado. Se confirmado o intervalo superior, esta ser4 a maior colheita da

histéria, superando em 0,37% a do ciclo 2002/03, que foi de 48,48 milhdes de sacas. A
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nova projecdo, em relacdo as 39,47 milhdes de sacas produzidas no ano passado,
mostra um crescimento entre 16,3% e 23,3%. O principal motivo do incremento € a
bienalidade positiva da cultura, com ocorréncia de colheita cheia. O ciclo bienal registra
um ano com grande florada dos cafezais, seguido de outro com pequena florada. Este
fendmeno se deve ao esgotamento da planta, que precisa de 12 meses para se
recuperar e produzir. Outro fator a favor na temporada atual € o regime de chuvas
regulares na primavera, coincidindo com a fase de floracdo nas regides produtoras
(CONAB, 2010).

Sabe-se que ha diferencas na qualidade do café entre as espécies, sendo que 0
café arabica possui melhor qualidade, com concentracbes mais elevadas de
carboidratos, lipideos e compostos organicos, a exemplo da trigonelina. J4 os cafés
robustos sédo considerados bebida neutra, possuem maiores teores de cafeina e
compostos fendlicos (ILLY; VIANI, 1995 apud MALTA; SANTOS; SILVA, 2002).

O café é um produto agricola de extrema importancia econémica e social para o
Brasil. Embora nos ultimos anos, a cultura do café tenha se estendido por muitas outras
regides do mundo, o Brasil ainda € o maior produtor mundial de café, a frente do Vietna
(16,5 milhdes de sacas), da Indonésia (9,35 milhdes de sacas) e da Colébmbia (8,1
milhGes de sacas) (CONAB, 2010). A concorréncia de mercado tem exigido constante
preocupacdo com a qualidade do produto, pois € um dos poucos produtos agricolas
gue tem seus precos baseados em parametros qualitativos.

A bebida do café é fator importante na comercializacdo do produto e a sua
caracterizacdo € feita por degustadores (prova de xicara). O café brasileiro €
classificado em tipo e bebida. O tipo se refere aos defeitos existentes no café, como
graos deteriorados, pretos, ardidos, verdes, quebrados, conchas, chochos, cocos
marinheiros, cascas, torrdes, pedras, etc (PIMENTA; VILELA, 2003).

A “prova da xicara” é uma prova subjetiva em que provadores treinados
distinguem diferentes padrbes de bebida. Esta € realizada com o café preparado para
ser degustado, sendo avaliado quanto ao seu sabor e aroma. Techicamente, a
classificacéo oficial do café pela bebida, denominados padrbes de bebida, recebem as
seguintes denominacdes: Estritamente Mole, bebida de sabor suavissimo e adocicado;

Mole, bebida de sabor suave, acentuado e adocicado; Apenas Mole, bebida de sabor
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suave com leve adstringéncia; Dura, bebida com sabor adstringente e gosto aspero;
Riada, bebida com leve sabor de iodoférmio ou acido fénico; Rio, bebida com sabor
forte e desagradavel lembrando iodoférmio ou &cido fénico; Rio Zona, bebida de sabor
e odor intoleraveis ao paladar e ao olfato. S&o denomina¢des técnicas que mostram a
variedade de sabor e qualidade e que interferem também na cotacdo do seu preco no
mercado (CARVALHO; CHALFOUN, 1999).

A influéncia de fatores como a composi¢ao quimica dos gréos, determinada por
fatores genéticos, ambientais e culturais, os métodos de colheita, processamento e
armazenamento, sdo importantes por afetarem diretamente a qualidade da bebida do
café. A torracédo e o preparo da bebida modificam a constituicdo quimica dos graos, no
entanto, essas alteracbes sao dependentes da composi¢cdo original dos mesmos
(LOPES, 2000).

Os fatores que afetam o crescimento de fungos nos grédos séo, principalmente,
teor de umidade dos gréaos, temperatura, tempo, condicéo fisica (grdos quebrados) e
sanitaria do gréo, nivel de in6culo do fungo, conteddo de oxigénio, tempo
armazenamento dos gréos, insetos, acaros, brocas e outros. A invasdo de um lote de
graos por insetos pode iniciar ou agravar o desenvolvimento de fungos, pois atraves de
sua atividade metabdlica ha um aumento de teor de umidade e temperatura da massa
dos graos (PEZZINI; VALDUGA; CANSIANI, 2005).

Quando o grdo de café encontra-se no estagio cereja, sua polpa apresenta
elevada concentracdo de acUcares, 0 que a torna atrativa ndo apenas para
microrganismos como também para insetos. Assim, o0s insetos perfuram a epiderme dos
frutos para se alimentarem e para procriarem. Apés a perfuracdo da epiderme pelos
insetos, a entrada de micro-organismos fica facilitada, permitindo o inicio da
fermentacdo dos graos antes da colheita dos frutos, deteriorando a qualidade da bebida
(CAMARGO, 1947; BAPTISTA, HORII, BAPTISTA, 2004).

A microbiota associada aos grédos de café é bastante diversificada e esta
diretamente relacionada a alguns sabores e aromas caracteristicos da bebida. Nas
bebidas tipo rio e riada, a infeccdo por Aspergillus é elevada, o que pode estar

relacionado com a taxa de umidade superior a 10% encontrada nestes graos
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beneficiados. Nos cafés de bebida mole a infeccdo pelo género Aspergillus € menor
(PIMENTA; CHALFOUN, 2001).

3.3.1 IAPAR 59

O cultivar IAPAR 59, utilizado no presente estudo, originou-se do cruzamento
entre Coffea arabica, Villa Sarchi 971/10 e o Hibrido de Timor 832/2, realizado no
Centro de Investigacdo das Ferrugens do Cafeeiro em Portugal, onde recebeu a
denominacdo de H361. Apés bom desempenho nas regides de Londrina, Loanda e
Carlopolis, no estado do Parana, foi lancada como variedade, passando a receber a
denominacédo de IAPAR 59. A média da producdo anual por planta demonstrou que a
variedade € altamente competitiva, N0 mesmo espagcamento, em comparagado com as
variedades comerciais em uso, com a vantagem de ndo necessitar tratamentos
quimicos para o controle da ferrugem. E preferencialmente indicada para regides mais
frias e chuvosas, por amadurecer mais precoce e uniformemente que Catuai,
antecipando a colheita e escapando do dano das geadas precoces sobre frutos verdes.
Deve ser plantada preferencialmente em partes altas da propriedade, onde o calor e a

geada sdo menos intensos (IAPAR, 2007).

3.4 FUNGOS PRODUTORES DE OCRATOXINA A

Diversos exemplares de grdos de café, tanto Arabica quanto Robusta, indicam
estarem contaminados com OTA. Tais contamina¢des sdo mais frequentes em algumas
areas, incluindo principalmente paises africanos, entretanto, nenhuma area produtora
de café esta livre de tal contaminagcédo (TANIWAKI, 2006).

Relatos da literatura apontam que a potencialidade em produzir ocratoxina A esta

associada a dois géneros fungicos: Aspergillus e Penicillium. Dentre os representantes
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do género Aspergillus secado Circumdati destacam-se: A. flocculosus, A.
Neopetromyces, A. muricatus, A. ochraceus, A. roseoglobulosus, A. sclerotiorum, A.
westerdijkiae, A. sulphureus, A. steynii, A. cretensis, A. elegans, A. pseudoelegans, A.
melleus, A. ostianus, A. persii e A. petrakii. Outras duas secdes também apresentam
espécies produtoras de OTA A. glaucus como representante da secdo Aspergillus, e
como representantes da seccdo Nigri: A. niger var. niger, A. carbonarius, A.
lacticoffeatus e A. sclerotioniger. Em Penicillium, a ocratoxina A foi primeiramente
detectada em P. viridicatum. Entretanto, Pitt (1987) associou a producdo de OTA
apenas a isolados de P. verrucosum. Posteriormente, P.chrysogenum e P. nordicum
também foram relatados como produtores de ocratoxina A (MORELLO et al., 2007).

As secdes Nigri e Circumdati compdem, juntamente com as sec¢des Flavi, Wentii,
Candidi, Cremei e Sparsi o subgénero Circumdati (KLICH, 2006). As espécies de
Aspergillus representantes da secdo Circumdati apresentam conidios variando do
amarelo ao ocre (SAMSON; HONG; FRISVAD, 2006), j4 as espécies representantes da
secao Nigri apresentam conidios negros ou préximos de negros (PERRONE et al.,
2007).

Embora haja grande discrepancia entre o numero de espécies produtoras de
ocratoxina A e entre representantes pertencentes aos géneros Aspergillus e Penicillium,
pesquisas apontam que em paises de clima tropical, as espécies pertencentes ao
género Aspergillus sdo as principais responsaveis pela producdo de OTA em alimentos
e as espécies de Penicillium s&o mais comuns em climas temperados (WHO, 2002).

No Brasil, estudos tém demonstrado que Aspergillus ochraceus (secéo
Circumdati), A. carbonarius (secédo Nigri) e A. niger (secdo Nigri) sdo as principais
espécies responsaveis pela presenca de ocratoxina A em gréos de café (MAGNANI et
al., 2005). Pesquisas sugerem que A. ochraceus é a principal fonte de contaminacao de
OTA em café (STACK et al., 1983).

Frisvad et al. (2004) e Fungaro et al. (2004) observaram caracteristicas
especificas de A. ochraceus e propuseram a subdivisdo da espécie A. ochraceus em
duas: A. ochraceus e A. westerdijkiae. Através de analises dos dados genotipicos

obtidos por Fungaro et al. (2004) e a reorganizacdo taxondmica proposta por Frisvad et
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al. (2004), foi possivel concluir que a espécie A. westerdijkiae € uma das principais
responsaveis pela presenca de ocratoxina A no café produzido no Brasil.

A taxonomia da secdo Nigri ndo esta completamente resolvida. Estudos
moleculares suportam a divisdo da espécie A. niger em duas espécies indistinguiveis
morfologicamente: A. niger (produtor de OTA) e A. tubingensis (ndo produtor de OTA)
(PERRONE, et al. 2006).

Diferentes espécies de Aspergillus da secdo Nigri foram relatadas em graos de
café em diferentes paises, sendo A. niger e A. carbonarius mais frequentes. Em um
estudo de gréos de café Arabica por Taniwaki et al. (2003), observou-se que A. niger foi
a espécie mais encontrada (63%), entretanto somente 3% foram capazes de produzir
OTA. Também foi relatada a presenca de A. ochraceus (31% dos isolados), e 75%
deles foram capazes de produzir OTA. A. carbonarius (6%) foi encontrado somente em
amostras de regides mais quentes e em graos armazenados, porém 77% dos isolados
de A. carbonarius foram capazes de produzir OTA.

Martins, Martins e Gimeno (2003), usaram meétodos convencionais de
identificacdo de isolados de grdos de café e o género Aspergillus se mostrou
predominante, com A. niger (83,3%), A. ochraceus (53,3%) e A. flavus (25%). Magnani
et al. (2005), identificaram isolados de grdos de café através do sequenciamento da
regido ITS e encontraram uma alta incidéncia (82%) de fungos potencialmente
produtores de OTA, sendo A. niger o mais frequente, seguido por A. ochraceus e A.
carbonarius. E importante observar, entretanto, que a microbiota nos grdos de café é

significativamente diferente em outros paises e em diferentes tipos de café.

3.5 O CAFE E A OCRATOXINA A

Véarios paises estabeleceram limites maximos de ocratoxina para diversos
cereais e outros produtos. Em 1999, nos Estados Unidos, recomendavam uma ingestao
maxima de 100ng/kg por semana, ja& o Canada apresentou uma maior restricdo, de 1,5

— 5,7 ng/kg por dia. Em 2007 ocorreu uma reavaliagcdo desses valores, sendo que a
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Europa abaixou o limite para 1,14 — 2,24 ng/kg ao dia. Entretanto, nos Estados Unidos
foram mantidos os mesmo valores (JECFA, 2007). O Brasil ndo possui qualquer
regulamentacédo para os niveis de ocratoxina nos alimentos (PRADO et al., 2000).

A Unido Européia também introduziu limites de OTA para o café, como 5 ug/kg
de café torrado e 10 pg/kg de café solavel. Certos paises impuseram limites também
para café verde de 8-20 pg/kg (LEONG et al., 2007).

Segundo Joosten et al. (2001), um estudo mostrou que mais de 80% da OTA
originalmente presente nos gréos de café verde € destruida durante o processo para
obtencéo de café solluvel sob condi¢des industriais. Estima-se que uma xicara de café
soltvel contém por volta de 2,5 ng de OTA.

Paises como Espanha, Itdlia e Holanda vém avaliando a qualidade de lotes de
café brasileiro e no ano de 2002, dois alertas maximos (em marco e abril), foram
expedidos pela Unido Européia ao Itamarati - Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento, sobre a devolucdo de lotes de café brasileiro exportado com niveis
indesejaveis de OTA (BEUX, 2004).

A producdo de OTA pode ocorrer no café em processos de poéds colheita,
estocagem e transporte. O conhecimento de fatores que promovem a producéo de OTA
pode ajudar no controle de processos envolvidos e na reducdo da incidéncia da
contaminac&o pela toxina (SUAREZ-QUIROZ et al., 2004).

Umidade, temperatura, o tipo de substrato e alguns outros fatores desempenham
um importante papel no desenvolvimento de linhagens produtoras de OTA. Os fatores
que afetam o desenvolvimento dos fungos durante a estocagem sdo atividade agua
(Aw) e temperatura. As condi¢des para o crescimento de fungos e a produgcdo de OTA
nos graos de café, tais como a atividade agua, tém sido descritos (TANIWAKI et al.,
2001 apud SUAREZ-QUIROZ et al., 2004).

Suarez-Quiroz et al. (2004), estudaram o efeito da atividade agua (Aw) na
producdo de OTA, sendo ela, uma das principais responsaveis pelo crescimento dos
fungos e producdo de toxina. A atividade agua oOtima para o crescimento do fungo e
producdo de toxina foi de 0,95. O estagio critico no processamento do café foi a
secagem, pois nesta fase, as condicdes sado propicias para A. ochraceus por até 2 dias.

Os autores obtiveram resultados semelhantes aos publicados por Taniwaki et al.,
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(2001). Nas A, de 0,8, 0,87 e 0,95 observou-se producédo de OTA de 0,15, 2500 e 7200
Hg/kg respectivamente.

A presenca de OTA em graos de café verde tem sido reportada por varios
autores em concentracdes variando entre 0,2 a 360 pg/kg (NOONIM et al., 2008).

Micco et al. (1989), avaliaram 627 amostras de graos de café verde provenientes
do Brasil, Costa Rica, México e Africa. Afirmaram que 56 (9%) estavam contaminadas
com OTA em niveis que variavam entre 0,5 e 360 pg/kg.

Furlani, Oliveira e Soares (1998), analisaram 50 amostras de café verde dos
estados do Parand, Sdo Paulo, Minas Gerais, Espirito Santo, Roraima e Bahia. Os
autores encontraram OTA em 15 (30%) amostras, em niveis que variaram entre 0,8 a
117,4 pg/kg.

Burdaspal e Legarda (1998), analisaram 37 amostras de café torrado
comercializados na Espanha concluindo que todas apresentaram contaminagdo, com
niveis de OTA entre 0,19 a 5,65 pg/kg.

Romani et al. (2000), analisaram um total de 162 amostras de grdos de café
verde de varios paises (84 da Africa, 60 da América e 18 da Asia) quanto a
concentracdo de OTA. Os resultados mostraram que 106 amostras foram positivas para
OTA, com concentracbes variando entre 0 e 48 pg/kg. Verificou-se ainda que as
amostras provenientes da Africa foram as mais contaminadas, sendo que as maiores
concentracoes (18 e 48 ug/kg) foram encontradas em 2 amostras do Congo.

Em um estudo realizado por Taniwaki et al. (2003), o maior responsavel pela
producédo de OTA no café brasileiro foi o A. ochraceus. Dos 269 isolados desta espécie,
75% foram capazes de produzir a micotoxina. A. carbonarius também foi encontrado, e,
apesar de ser muito menos comum, esta espécie também se mostrou potencialmente
produtora de OTA em café. Poucos graos cerejas das arvores foram infectados por
estas espécies, indicando que a infeccdo ocorre, na maioria das vezes, apos a colheita,
e as provaveis origens dos fungos séo o solo, equipamentos e superficies dos patios de
secagem. A. niger foi mais comum que A. ochraceus ou A. carbonarius, mas somente
uma baixa porcentagem (3%) desses isolados foi capaz de produzir OTA, portanto, esta
espécie ndo é provavelmente uma origem de grande importancia de OTA em café. A

ocratoxina A foi encontrada em alguns exemplares, mas a ocorréncia foi esporadica. SO
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7% das 135 amostras apresentaram niveis superiores a 5 ug/kg, e em alguns casos,
estes valores foram encontrados em locais que apresentavam praticas pobres de
colheita, secagem e estocagem.

Taniwaki (2006), verificou a presenca de OTA em grdos cereja da arvore,
amadurecidos da arvore, amadurecidos do solo, secagem e armazenamento
encontrando os seguintes valores 0,1, 0,2, 1,6, 2,1 e 3,3 pg/kg respectivamente.
Somente 9 das 135 amostras analisadas excederam 5 pg/kg de OTA, e 1 amostra
excedeu 100 pg/kg de OTA.

Batista e Chalfoun (2007), verificaram a incidéncia de OTA em café mistura, boia
e varricAo em trés tipos de terreiros: terra, cimento e asfalto. Das 238 amostras
analisadas em 40% n&o foi detectada a presenca de OTA, entretanto, em 31% das
amostras foram detectadas a presenca de OTA com niveis que variaram de 0,1 a 5,0
Hng/Kg de café.

Noonim et al. (2008), verificaram o0s niveis de ocratoxina em gréos de café
tailandeses, analisados por CLAE e ELISA, e observaram diferentes niveis de
ocratoxina A em gréos de café arabica (0,6 a 5,5 pg/kg) e graos de café robusta (1 a 27
pg/kg). Os isolados que produziram maior quantidade de OTA foram: A. westerdijkiae,
A. steynii e A. carbonarius.

Batista et al. (2009), estudaram a incidéncia de OTA em diferentes amostras de
café. Uma alta incidéncia de fungos filamentosos foi observada nessas amostras, sendo
0s principais responsaveis pela producdo de OTA: A. ochraceus, A. sulphureus e A.
sclerotiorum. Em 128 amostras (44%) nao foram detectados niveis de OTA, porém, em
89 amostras (31%) foram encontrados niveis entre 0,1 e 5,0 ug/Kg. Em outros 25% das
amostras a contaminacao por OTA foi acima de 5,0 pg/Kg.

Almeida et al. (2007), analisaram a contaminacdo por OTA em amostras de café
instantdneo coletados nos mercados de S&o Paulo. Foi observado que das 82
amostras analisadas, 81 (98,8%) estavam contaminadas por OTA com niveis que
variavam de 0,17 e 6,29 ng/g.
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3.6 METODOS MOLECULARES PARA IDENTIFICACAO DE FUNGOS
POTENCIALMENTE PRODUTORES DE OCRATOXINA A

As técnicas tradicionais para a identificacdo de fungos em alimentos exigem o
cultivo do micro-organismo por 5 a 7 dias, nao fornecem indicacao da biomassa fungica,
sao pouco sensiveis e detectam apenas a presenca de células viaveis (SARTORI et al.,
2006).

Por tais motivos, varios métodos moleculares tém sido usados para estudos
genotipicos e fenotipicos de Aspergillus spp. (DACHOUPAKAN et al., 2009) e para a
deteccdo dessas linhagens em exemplares agricolas (SARTORI et al., 2006). Os
principais alvos para a deteccéo, ao nivel de género, incluem o gene que codifica para
RNA ribossomal 18S, DNA mitocondrial, regido do espaco intergénico e regides
espacadoras internas do DNA ribossomal (ITS). As regides ITS, localizadas entre os
genes 18S e 28S do rDNA, séo areas de particular importancia na discriminagao entre
espécies relacionadas ou ao nivel intraespecifico, pois essas regides possuem areas de
alta variabilidade. As regifes ITS tem sido usadas para a identificacdo de espécies de
Aspergillus e para discriminar possiveis Aspergillus niger produtores de OTA, além de
outras espécies de Aspergillus da secao Nigri por ensaios de PCR (DACHOUPAKAN et
al., 2009).

Quanto a ocratoxina A, € conhecido, até o momento, apenas parte de um gene
envolvido em sua biossintese. O gene de A. ochraceus denominado pks codifica uma
policetideo sintetase envolvida na biossintese de OTA (O'CALLAGHAN; CADDICK;
DOBSON, 2003). Enquanto ndo se conhecem os genes envolvidos na via biossintética
da OTA, a fim de se obter sequéncias alvo para a deteccdo destes fungos em amostras
de alimentos, metodologias alternativas surgem, como o desenvolvimento de
oligonucleotideos iniciadores para analises de fingerprints (RAPD ou AFLP), capazes
de detectar sequéncias especificas e empiricas.

As sequéncias alvo ditas empiricas sdo aquelas que ndo pertencem aos genes

da biossintese de micotoxinas, mas que sua presenca esta associada somente a
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linhagens ou espécies com capacidade de produzir a micotoxina (SARTORI et al.,
2006).

Uma das formas que vem sendo utilizada para se chegar a este tipo de
sequéncia é por meio da andalise comparativa de perfis de RAPD (Polimorfismos de
DNA Amplificados ao Acaso) de linhagens ou espécies afins toxigénicas e nao
toxigénicas. Esta técnica foi desenvolvida independentemente por dois grupos nos
Estados Unidos. Williams et al. (1990) denominaram a tecnologia como RAPD, ou seja,
Random Amplified of Polymorphic DNA, enquanto Welsh e McLelland (1990),
propuseram a denominacdo AP-PCR (Arbitrary Primed-Polymerase Chain Reaction),
isto é, Reacdo em Cadeia da Polimerase com Oligonucleotideos Arbitrarios, ja que os
oligonucleotideos possuem sequéncia arbitraria, mas a amplificacdo ndo ocorre ao
acaso e sim em lugares especificos do genoma.

Na técnica RAPD, a PCR utiliza apenas um iniciador arbitrario por reacdo e a
amplificacdo ocorre quando esta mesma sequéncia reconhecer um sitio de homologia
em uma das fitas e também o mesmo sitio, com orientagdo invertida, na outra fita da
molécula de DNA (WILLIAMS et al., 1990). Uma das grandes vantagens do RAPD é
gue nao se escolhe a priori a regiao a ser amplificada (FUNGARO; VIEIRA, 2001 apud
SERAFINI; BARROS; AZEVEDO, 2001). Os polimorfismos gerados apos amplificacao
com iniciadores arbitrarios sdo reconhecidos pela auséncia ou presenca de fragmentos
amplificados num genadtipo em relacdo a outro (FUNGARO et al., 2004).

Segundo Sartori et al. (2006), o desenvolvimento da metodologia de AFLP
(Amplified Fragment Lenght polymorphism - Anélise de Polimorfismo de Fragmentos
Amplificados), descrita por Vos et al. (1995), também passou a contribuir na
identificacdo de sequéncias empiricas passiveis de distinguir espécies ou até mesmo,
linhagens toxigénicas e ndo toxigénicas. A técnica baseia-se na amplificacdo de um
subconjunto de fragmentos gerados a partir da clivagem do DNA gendémico com
combinacfes de enzimas de restricdo, que clivam o DNA em sitios especificos de corte
raro e de corte frequente. A técnica utiliza a propriedade que certas enzimas de
restricdo tem, de deixar apos a clivagem do DNA, extremidades coesivas de sequéncias
reconhecidas. Assim, é possivel construir sequéncias de nucleotideos de fita dupla que

se ligam as extremidades dos fragmentos de restricdo, denominados “adaptadores”.
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Uma vez que a sequUéncia dos adaptadores e a do sitio de restricdo sdo conhecidas,
pode-se construir oligonucleotideos iniciadores especificos a essas sequéncias.

Um fragmento de RAPD ou AFLP que estiver presente em uma dada espécie
toxigénica, porém ausente em qualquer outra deve ser clonado e sequenciado para que
posteriormente oligonucleotideos iniciadores especificos sejam sintetizados. Estes
oligonucleotideos iniciadores poderdo ser utilizados em reacfes de PCR especifica
para uma dada espécie ou linhagem (SARTORI et al., 2006).

Embora seja um método indireto de detecgdo de fungos toxigénicos, a PCR tem
como grande vantagem, sobre outros métodos, o tempo de deteccdo reduzido de dias
para apenas algumas horas. Uma outra vantagem que se aplica a fungos toxigénicos é
gue esta técnica permite diagnosticar micro-organismos, mesmo que estes nao sejam
mais viaveis. Assim, uma amostra que foi contaminada em um dado momento,
fornecera resultado positivo, indicando a possibilidade de conter micotoxinas uma vez
gue estas sdo altamente estaveis. A reacdo de PCR também tem permitido a
guantificacdo da biomassa fungica através do procedimento chamado PCR em Tempo
Real (JORDAN, 2000).

Chamberlain et al. (1988), descreveram uma outra variante da PCR, a PCR
Multiplex (PCR-m), que consiste na amplificacdo de véarias sequéncias alvo
simultaneamente, devido ao uso de varios pares de oligonucleotideos iniciadores em
uma mesma reagdo. A PCR-m permite a amplificacdo simultanea de determinados
locos em diferentes organismos, ou entdo de diferentes locos de um mesmo organismo.

Schmidt et al. (2003), utilizaram a técnica de AFLP para avaliar o parentesco
genético de 70 amostras de Aspergillus ochraceus isoladas de café brasileiro. Trés
linhagens de A. ochraceus foram selecionadas para que suas sequéncias de
nucleotideos fossem utilizadas para a construcdo de marcadores especificos.
Fragmentos Unicos de AFLP para A. ochraceus, foram selecionados e cortados do gel,
em seguida foram clonados e sequenciados. As sequéncias obtidas foram analisadas
em banco de dados e nenhuma similaridade foi encontrada, sendo entéo, utilizadas
para o desenho de oligonucleotideos iniciadores. Estes foram, entdo, sintetizados e
avaliados quanto a sensibilidade e especificidade para deteccdo de A. ochraceus,

amplificando um fragmento de 260 pb.
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Utilizando a técnica do RAPD, para se chegar a uma sequéncia empirica,
Fungaro et al. (2004), desenvolveram um par de oligonucleotideos iniciadores
especifico para deteccdo de Aspergillus carbonarius em grdos de café. Linhagens
representantes de espécies altamente relacionadas da secdo Nigri (A. carbonarius, A.
tubingensis e A. niger) foram analisadas quanto ao perfil de RAPD com o objetivo de
identificar sequéncias especificas de A. carbonarius. A clonagem e sequenciamento de
uma das bandas de RAPD permitiu o desenho de um par de oligonucleotideos
iniciadores espécie-especifico. O fragmento amplificado pelo par de oligonucleotideos
iniciadores desenvolvido apresenta 809 pb.

Em 2006, Sartori et al., desenvolveram o par de oligonucleotideos iniciadores
especifico para Aspergillus niger. Para tal, a estratégia desenvolvida foi baseada
também em RAPD. Uma andlise prévia foi realizada para a identificagdo de isolados A.
niger, pois a identificacao dos representantes da secao Nigri € muito complicada. Foram
encontrados 2 clusters principais através da analise da sequéncia de nucleotideos da
regido 1TS1-5.8S-ITS2. O grupo 1 foi identificado como A. niger e o grupo 2 como A.
tubingensis. Somente 3 nucleotideos separaram a sequéncia de A. niger e A.
tubingensis na regido ITS1-5.8S-ITS2. Algumas linhagens de A. niger tém sido descritas
como potenciais produtoras de ocratoxina A, entretanto nehuma linhagem de A.
tubingensis € capaz de produzir ocratoxina A. Comparando o perfil destas duas
espécies varios produtos amplificados foram caracteristicos de A. niger. Um desses
produtos foi clonado e sequenciado dando origem ao par de oligonucleotideos
iniciadores especificos para A. niger, amplificando um fragmento de 372 pb.

Morello et al. (2007), utilizaram sequéncias da (- tubulina para analisar varios
isolados obtidos de grdos de café no Brasil e identificados como A. ochraceus,
comparando-os com A. westerdijkiae. Cerca de 84% desses isolados foram
reconhecidos como A. westerdijkiae e 71% deles foram capazes de produzir OTA.
Vérias sequéncias da - tubulina e regido ITS1-5.8S-ITS2 depositadas no NCBI , como
sendo de A. ochraceus, sao atualmente identificadas como sendo de A. westerdijkiae. A
variagdo geneética encontrada entre a sequéncia dos genes da [3- tubulina obtida de A.

ochraceus e A. westerdijkiae levou a construcéo do par de oligonucleotideos iniciadores
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especificos para A. westerdijkiae. Este par de oligonucleotideos iniciadores produz um

amplicon de 347 pb.

3.7 METODOS PARA DETECCAO DE OCRATOXINA A

Para a deteccdo e quantificacdo de OTA sdo, sobretudo, utilizadas técnicas
cromatograficas como o TLC/ CCD (Thin Layer Chromatography — cromatografia em
camada delgada) e o HPLC/ CLAE (High Performance Liquid Chromatography —
cromatografia liquida de alta eficiéncia). A CCD foi, durante muitos anos, a técnica mais
utilizada para este fim, tendo vindo gradualmente a ser substituida pelo CLAE, devido,
essencialmente, a maior sensibilidade, precisdo e reprodutibilidade desta ultima técnica,
mas, também, devido a possibilidade de automacdo. No entanto, a CCD continua a ser
muito util em determinadas situagcdes, desenvolvendo um papel importante nos paises
em desenvolvimento, continuando a existir, por isso, para certas micotoxinas e
programas de validagcdo de meéetodos que utilizam esta técnica (GILBERT; ANKLAN,
2002). Para a determinacdo da OTA por CCD utilizam-se placas de silica gel ou placas
de silica gel pré-tratadas com &cido oxalico, e como fase movel, composicbes de
solventes de varias naturezas. Depois de efetuada a separacdo, a sua visualizacao €
feita expondo as placas a luz ultravioleta (366 nm), uma vez que a OTA emite
fluorescéncia azul esverdeada e a sua identificacdo é feita comparando os fatores de
retencdo (Ry) obtidos com valores de referéncia ou com o fator de retencdo de um
padréo aplicado na prépria placa (ABRUNHOSA, 2008).

Atualmente, os procedimentos de deteccdo de OTA que utilizam a CLAE sédo os
mais frequentes. Alguns desses procedimentos utilizam detectores de ultravioletas,
contudo, hoje a utilizacdo de detectores de fluorescéncia sdo mais empregados, uma
vez que sdo mais sensiveis e mais especificos. Mais recentemente, detectores de
espectro de massa passaram a ser utilizados. Colunas de fase reversa tém sido quase
exclusivamente adotadas para a separacdo cromatografica da ocratoxina A
(ABRUNHOSA, 2008).
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As técnicas analiticas convencionais de quimica, baseadas em cromatografia,
sdo oficialmente aceitas e validadas pela AOAC (Association of Official Analytical
Chemists). No entanto, a exigéncia de extrema limpeza dos extratos alimentares para
analise, demanda de reagentes de alto grau de pureza destinados a andlise
cromatogréfica, instabilidade de derivados fluorescentes e alto custo de
instrumentacdo/manutencdo sob supervisdo de técnicos especializados restringem o
uso na rotina laboratorial (SYDENHAM; SHEPHARD, 1996 apud GILBERT, 1996;
ABRUNHOSA, 2008).

Em vista destas dificuldades, o ensaio imunoquimico constitui-se uma técnica
analitica alternativa promissora na anélise de micotoxinas em alimentos, com énfase ao
ensaio imunoenzimatico (enzyme linked immunosorbent assay) (ELISA). As vantagens
consistem na alta sensibilidade das reacdes imunolOgicas, capazes de detectar
concentracdes traco de um composto (ng e pg), pouca ou henhuma necessidade de
limpeza e/ou concentragdo de analito, baixo custo apés padronizacdo, facilidade de
operacdo, além do potencial de utilizacdo no campo. Os ensaios imunoquimicos
oferecem ampla variabilidade as modalidades técnicas aplicaveis na pesquisa
microbiologica, em que, juntamente com a deteccdo e enumeracdo de micro-
organismos, a confirmagéo da presenca de toxinas microbianas seria fundamental ao
controle de qualidade de produtos alimenticios (VALENTA, 1998).

Consequentemente, 0s imunoensaios constituem técnicas bioanaliticas
aplicaveis em diversas areas da ciéncia de alimentos, incluindo analise, microbiologia,
nutricdo, controle de qualidade e de processo. A potencialidade de técnicas
imunoquimicas ja é reconhecida, podendo ser empregadas no controle de alteracoes,
na deteccdo de proteinas (albumina, gluten, gliadina e amilases), hormdnios,
inseticidas, herbicidas, antibitticos, sulfas, histamina, hipoxantina, acidos nucléicos,
glicoalcaléides, vitaminas, adocantes, quinina, entre outros (STANCZYK, 2003).

Recentemente, as técnicas imunoldgicas constituem ferramenta bésica para o
controle de importacdo de grdos geneticamente modificados em paises desenvolvidos
importadores de matéria-prima agropecuaria. Embora o0 custo inicial do
desenvolvimento de um ensaio imunoquimico seja alto, uma vez padronizado a

desvantagem é compensada pela praticidade de um microensaio capaz de reduzir o
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custo por teste. Técnicas imunoanaliticas tornaram-se alternativas atraentes na analise
de alimentos, oferecendo testes de triagem rapida e resultados quantitativos confiaveis
com alto grau de sensibilidade (SIBANDA et al., 2001).

Outras técnicas mais recentes tém sido também desenvolvidas e implementadas.
Sédo elas, por exemplo, os aparelhos de fluxo lateral (constituidos por anticorpos
imobilizados em membranas), as matrizes de biossensores, 0s imunoensaios de
fluorescéncia polarizada e os imunoensaios de eletrodos impressos (VISCONTI,
GIROLAMO, 2005 apud Abrunhosa, 2008).

Hara e Hesseltine (1974), desenvolveram um método para a deteccdo da
producdo de aflatoxina com producdo de fluorescéncia em agar sob luz ultravioleta
(UV), facilitando um screening de um numero elevado de isolados com habilidade para
producdo de aflatoxina. A partir desse método, Lin e Dianese (1976) ampliaram o
screening para deteccdo de ocratoxina A, desenvolvendo o método do Agar Coco. O
agar coco apresenta como vantagens a facilidade no seu preparo, a rapidez e
especificidade da deteccéo da producédo de micotoxinas por fluorescéncia.

A OTA caracteriza-se por apresentar fluorescéncia verde em meio agar coco e
por possuir uma molécula de cloro em sua estrutura, responsavel pelo carater toéxico. A
incorporacdo de um atomo de cloro caracteristico de ocratoxina A, muito provavelmente
é devida a acdo de enzimas como as cloropeptidases (EDWARDS; O’'CALLAGHAN;
DOBSON, 2002). A ocratoxina B apresenta fluorescéncia azulada em meio agar coco,
ndo apresentando toxicidade devido a auséncia da molécula de cloro. A ocratoxina C
também tem fluorescéncia verde em meio agar coco e constitui-se em um etil éter da

ocratoxina A, sendo muito menos téxica que essa.

3.7.1 Espectroscopia por infravermelho proximo — Near infrared spectroscopy (NIRS)

Espectroscopia € o estudo das caracteristicas fisicas de atomos ou moléculas
pela radiagdo da molécula na forma de emissdo, absorcdo ou espalhamento. A

radiacdo eletromagnética possui caracteristicas de onda e particula. Quando a luz
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incide sobre a matéria pode ser absorvida por &tomos ou moléculas e estes podem ser
excitados a maiores niveis energéticos, dependendo do comprimento de onda e da
intensidade da fonte de luz. Este processo se chama absor¢cdo. O processo de
espalhamento define-se como uma parte da radiacdo eletromagnética que passa pelo
material e se espalha em outras direcbes. Quando as moléculas excitadas com alta
energia retornam a um nivel de baixa energia pela radiacdo, denomina-se emissao
(SINGH et al., 2006).

A espectroscopia por infravermelho mede o comprimento de onda e a absorcéo
da luz do infravermelho (IR) que incide na matéria de interesse (OSBORNE; FEARN;
HINDLE, 1993). A regido do infravermelho se estende de regido visivel a de micro-
ondas. Por convencao, a regido de infravermelho é dividida em infravermelho préximo,
meédio e longo (NAUMANN, 2000) (FIGURA 2).
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FIGURA 2 — ESPECTRO ELETROMAGNETICO
FONTE: SANTOS et al. (2010)
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Os nomes estdo relacionados com suas posicfes em respeito ao espectro
visivel. O infravermelho distante (FIR), aproximadamente 10 - 400 cm™ (1000 - 30 pym)
encontrando-se junto a regido das micro-ondas, possui baixa energia e pode ser
utilizado na espectroscopia rotatéria (relacionada com a rotacdo das moléculas). O
infravermelho médio (MIR), aproximadamente 400 - 4000 cm™ (30 — 1,4 um) e o
infravermelho préximo (NIR) aproximadamente 4000 -14000 cm™ (1,4 — 0,8 ym) podem
ser utilizados para estudar as vibracdes moleculares e a estrutura rotatoria-vibratoria
associada (RODRIGUEZ-FERNANDEZ, 2008).

O espectro do infravermelho de células intactas reflete nos movimentos
rotacionais e vibratérios de grupos funcionais especificos ou ligacdes em componentes
bioquimicos como proteinas, lipidios e carboidratos nas membranas celulares
(NAUMANN; SCHULTZ; HELM, 1996). Assim, cada molécula é capaz de produzir um
tipo de impressédo digital Unica com o espectro de infravermelho (FIGURA 3). Essas
impressdes digitais permitem informag6es multidimensionais na composi¢céo celular e
estrutural da matéria (NAUMANN; HELM; LABISCHINSKI, 1991).

:
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FIGURA 3 — MODELO QUANTICO DE VIBRAGAO MOLECULAR
FONTE: RODRIGUEZ-FERNANDEZ (2008)

NOTA: As esferas representam modelos de moléculas de dois &tomos com niveis distintos de intensidade
vibratéria, sendo que quanto maior a distancia entre os atomos, mais intensa é a vibracdo. A curva
representa o comportamento da molécula. Do lado esquerdo é mostrado que a molécula tem um limite de
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compressao, enquanto que do lado direito mostra que pode chegar num ponto que absorve tanta energia
que a ligacdo é quebrada formando assim uma assintota. As linhas azuis representam os distintos niveis
discretos de energia que a molécula pode absorver ou emitir. Cada um desses niveis esta relacionado
com uma quantidade de energia que pode ser detectada pela NIRS, quantificada e analisada, como
podemos observar no diagrama da direita.

A espectroscopia por infravermelho proximo (NIRS) tem sido utilizada como um
meétodo discriminatorio rapido e ndo destrutivo, podendo levar somente 2 segundos
para analisar uma amostra. A NIRS €& baseada na absorcdo de infravermelho
diretamente na amostras. A quantidade de luz absorvida depende das moléculas dentro
da amostra. A NIRS mede vibracbes dominantes de grupos funcionais e ligacdes
polares fortes. Dessa forma, fornece grande quantidade de informacédo sobre a
composi¢cdo bioguimica das amostras ndo importando as interacGes, estrutura e
composic¢ao da molécula (RODRIGUEZ-FERNANDEZ, 2008).

Diferentes técnicas da NIRS podem ser utilizadas para varias analises, tais como
producdo de micotoxinas (ocratoxinas, aflatoxinas, fumonisinas, deoxinivalenol),
ergosterdis, identificacdo e deteccdo de micro-organismos. Dentre as principais
técnicas se destacam a transmitancia e reflectancia (BORJESSON, STENBERG,
SCHNURER, 2007).

Segundo Naumann (2000), o espectro por transmitancia pode ser obtido a partir
de solugdes liquidas, suspensdes, filmes viscosos ou soélidos colocados nas placas
transparentes adequadas de infravermelho. A agua esta presente em todos o0s
materiais biolégicos, portanto materiais opticos transparentes devem ser insolGveis em
agua. S&o usados como materiais CaF,, BaF,, ZnSe, ZnS, KRS-5™, ou germanio, os
guais diferem em indice de refracdo, grau de transmissao e solubilidade em agua.

A reflectancia pode ser usada para as mesmas amostras que a transmitancia. As
amostras séo colocadas em aparatos que refletem a luz ao invés de transmiti-la (prata,
ouro ou aco inoxidavel polido), o que leva a uma passagem dupla, ou para dispositivos
especiais de reflectancia, uma multipassagem do infravermelho através da amostra.
Com tal incidéncia da luz, monocamadas moleculares, como lipideos, apresentam uma
boa medicao (NAUMANN, 2000).

Para a reflectancia total atenuada (ATR) as amostras ndo sdo mais colocadas no

caminho da propagacéo do feixe de luz como na transmitancia e reflectancia, mas as
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amostras sdo colocadas numa superficie de uma placa de refleccdo ou prisma, o qual
encaminha o feixe de luz até a placa de ATR e consequentemente a amostra
(NAUMANN, 2000).

A reflectancia difusa € usada para amostras liofilizadas, amostras com a
superficie rica em materiais como cataliticos ou carregadores cromatogréaficos, e
finamente triturados ou materiais em p6 (NAUMANN, 2000).

A transmitancia deve ser mais sensivel que a reflectancia, pois a luz é passada
através da amostra, enquanto que no ultimo caso, a luz € encontra a amostra e é
reflectada. A transmitancia € potencialmente mais adequada para a deteccdo de
ergosterol, sendo encontrado em niveis muito baixos, e também usado comumente em
graos. Em relacdo as micotoxinas, para a deoxinivalenol pode ser possivel o uso de um
modelo de transmitancia (PETTERSSON; ABERG, 2003), sendo mais possivel ainda
para a ocratoxina A, pois 0s niveis aceitos sdo muito baixos (BORJESSON;
STENBERG; SCHNURER, 2007).

3.7.1.1 Utilizacdo da Espectroscopia por infravermelho na Microbiologia.

Em 1911, W.W Coblentz foi, provavelmente, o primeiro cientista a sugerir que
seria lucrativa a andlise de material biolégico através de espectroscopia de
infravermelho. Estudos de identificacdo de bactérias foram extensivamente reportados
no inicio dos anos 50 e 60 (NAUMANN, 2000).

A partir de estudos feitos por Naumann, Fijala e Labischinski (1988) com
bactérias patogénicas, diversas pesquisas relacionadas a micro-organismos
comecaram a utilizar a NIRS, combinados com analises estatisticas (NAUMANN;
HELM; LABISCHINSKI, 1991).

A espectroscopia por infravermelho é uma técnica ndo destrutiva, precisa, com
rapida resposta e de facil operacdo (BERARDO et al. 2005). Além disso, esta técnica
ndo necessita de reagentes com alto grau de pureza e varios passos de extracdo para
obtencdo do composto, como € o caso da cromatografia (GARON, et al. 2010).
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A NIRS ja € amplamente utilizada na induUstria de alimentos, principalmente de
graos, para determinar a qualidade dos produtos (SINGH et al., 2006). As diferencas de
coloracdo do gréo e sua aparéncia afetam diretamente sua qualidade e seu valor no
mercado. Por exemplo, graos de trigo brancos e vermelhos possuem propriedades,
sabor e formas de processamento diferentes, entretanto sua coloracao pode alternar do
amarelo claro ao marrom avermelhado (DOWELL, 1997). Utilizando a NIRS em 2004,
Wang et al. foram capazes de classificar os grdos brancos e vermelhos. Outro potencial
da técnica € a avaliagdo de graos danificados por calor, contaminacfes fungicas e
insetos. Wang et al. (2004), classificaram sementes de soja saudaveis e danificadas por
fungos, como também os tipos de fungos, através da NIRS.

Na Microbiologia, a NIRS é utilizada em diversas areas e com diferentes
objetivos. Szeghalmi, Kaminsky e Gough (2007), utillizaram a técnica de infravermelho
para analisar diferencas na composicdo de hifas de fungos dos géneros Aspergillus,
Rhizopus e Neurospora sob condi¢des de stress. Estudos de Essendoubi et al. (2007),
obtiveram sucesso em discriminar diferentes cepas de Candida glabrata, um fungo
infeccioso oportunista. Em 2005, Erukhimovitch et al., analisaram o potencial para
identificar e discriminar géneros de fungos como Fusarium e Pythium, através da
espectroscopia de infravermelho préximo.

Em um trabalho publicado por Pettersson e Aberg (2003), o infravermelho foi
utilizado para detectar a micotoxina deoxinivalenol (DON) em cereais. Os autores
concluiram que é totalmente possivel desenvolver uma calibragcdo modelo, o qual pode
ser usado para detectar a DON em trigo em concentra¢cfes abaixo do que as propostas
pelos limites europeus em farinha de trigo.

Berardo et al. (2005), utilizaram a técnica da NIRS para identificar fungos
micotoxigénicos e seus metabdlitos toxicos. Duzentos e oitenta amostras de milho
foram coletadas em 16 areas da lItalia, as quais foram inoculadas artificialmente com
Fusarium verticillioides. Todas as amostras foram analisadas para a infecgédo fungica,
ergosterol e fumosina B;. Os resultados obtidos indicam que a NIRS pode predizer
corretamente qual a incidéncia de graos infectados por fungos, em particular o

Fusarium verticillioides, bem como quantificar o ergosterol e fumasina B; em alimentos.
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A metodologia da NIR pode ser aplicada como um monitoramento de milho
contaminado apds a colheita.

Hernandez-Hierro, Garcia-Villanova e Gonzalez- Martin (2008), utilizaram a NIRS
para analise de aflatoxina B, ocratoxina A e aflatoxinas totais em paprica coletada nos
mercados espanhdis, como referéncia foi empregada a técnica do CLAE. Diferentes
espectros foram visualizados quando o feixe de luz incidiu nas amostras de paprica,
sendo eles classificados como: (a) ndo contaminado, (b) contaminado com todas as 5
micotoxinas (aflatoxina B;, B,, Gi, G, e ocratoxina A), (c) alta contaminacdo com
aflatoxina B; e ocratoxina A. Os autores concluiram que a técnica da NIRS pode se
tornar uma alternativa para a determinacdo da aflatoxina B;, ocratoxina A e aflatoxinas
totais em paprica.

Galvis-Sanchez, Barros e Delgadillo (2007), utilizaram a espectroscopia de
infravermelho médio (MID) e o ATR para avaliar vinhos de diferentes regides, sendo
observado que foram originados espectros caracteristicos para cada diferente regido, a
espectroscopia foi capaz de separar os vinhos de acordo com seu local de origem.
Ainda neste estudo foi construida uma curva de calibracdo de OTA de 10 a 40 pg/kg.
Amostras contaminadas por OTA em uma concentragcdo superior a 20 pg/kg foram
separadas como contaminadas e amostras com valores de contaminag&o abaixo de 10
Hg/kg foram separadas como nao contaminadas. Segundo 0s autores, a espectroscopia
€ uma técnica simples para uma avalia¢do prévia de contaminagéo por OTA em vinhos.

Garon et al. (2010), utilizaram o FT-IR (Fourier Transform Infrared) para uma
rapida deteccdo e caracterizacdo de 99 isolados fungicos, sendo eles: Aspergillus
flavus, Aspergillus fumigatus e Aspergillus parasiticus. Como resultados foi obtido um
primeiro cluster correspondente a linhagens de A. fumigatus e um segundo cluster
dividido em 2 grupos A. flavus e A. parasiticus, seguindo a taxonomia deste grupo. A
capacidade toxigénica dos isolados foi avaliada por CLAE e consequentemente testada
por FT-IR. Os autores concluiram como resultado que a espectroscopia foi capaz

diferenciar linhagens toxigéncias e nao toxigénicas.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MEIOS DE CULTURA

4.1.1 Meio Batata Dextrose Agar (BDA)

Batata
Dextrose

Agar

Agua destilada
pH: 5,6

200 g
2049
159
1000 mL
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Ferveu-se a batata com 800 mL de agua destilada por 15 minutos. O liquido foi

coado em um filtro de papel e o volume foi completado para 1000 mL, misturou-se a

dextrose e o agar e ferveu-se por 5 minutos. Autoclavou-se por 20 minutos a 120°C.

4.1.2 Meio Saboraud

Glicose
Peptona

Agar

Agua destilada
pH: 5,6

40 g
1049
159
1000 mL
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Dissolveu-se a glicose em 500 mL de agua destilada, ferveu-se até dissolve-la
por completo. Adicionou-se a peptona e o agar e mais 500 mL de agua, ferveu-se por 5

minutos. Autoclavou-se por 20 minutos a 120° C.

4.1.3 Meio Agar Coco (LIN e DIANESE, 1976).

Leite de coco 200 mL
Agar 16 ¢
Agua destilada 600 mL
pH: 6,9

Ferveu-se a agua e o agar por 1 minuto, apés misturou-se o leite de coco.

Autoclavou-se por 20 minutos a 120°C.

4.2 SOLUCOES

4.2.1 Lactofenol de Amann

Acido latico 109
Acido fénico 10 g
Glicerina 209

Agua destilada 10 mL



4.2.2 Tampao CTAB

CTAB

NacCl

EDTA

Tris

PVP

Agua milliQ

29

8,12 g

4 mL

10 mL

10g

g.S.p. 100 mL

4.2.3 Clorofil/ CIA — Cloroférmio Alcool isoamilico

Cloroférmio

Alcool isoamilico

96 mL
4 mL

4.2.4 Tampao de extracdo

Tris-HCI pH 8,0
NaCl

EDTA

SDS (p/v)

A solucéo foi preparada e aquecida a 60°C no momento do uso.

200 mM
250 mM
25 mM
1%

55
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4.2.5 Clorofane

Fenol equilibrado e cloroférmio p.a. na proporcéo de 1:1.

4.2.6 TBE 5X
Tris — base 54g
Acido borico 27,59
EDTA 0,5M 20 mL

Os sais foram dissolvidos em 800 mL de agua milliQ. Completou-se o volume
para 1000 mL.

4.2.7 TBE 1X
TBE 5X 100 mL
Agua milliQ 400 mL

4.3 MATERIAL BIOLOGICO

Foram selecionados 47 isolados fungicos, descritos por Bozza et al. (2009) e
identificados como Aspergillus spp., através de técnicas convencionais de cultivo. Os
isolados foram depositados na cole¢cdo do LabMicro (Laboratorio de Microbiologia e
Biologia Molecular) na Universidade Federal do Parana.
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Os fungos foram isolados de gréos de café coletados na Estagdo Experimental
do Instituto Agrondmico do Parand (IAPAR), localizada na cidade de Londrina, no
estado do Parana. Os gréos de café da variedade IAPAR 59 analisados pertencem a

safra de 2004/2005 e apresentam resisténcia a ferrugem.

4.4 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DOS ISOLADOS

Apés a selecdo dos isolados realizou-se um microcultivo objetivando a

caracterizagdo morfolégica.

4.4.1 Microcultivo (KERN; BLEWINS, 1999)

Foram utilizadas placas de Petri esterilizadas, contendo em seu interior uma
lamina e um pedago de algod&do. Um cubo de aproximadamente 1 cm?® de meio de
cultura BDA (item 4.1.1) foi cortado e colocado sobre um lamina contida no interior da
placa. Inoculou-se o isolado em todos os lados do cubo, o qual posteriormente foi
coberto por uma laminula esterilizada. O algodado no interior foi umidecido com agua
destilada esterilizada e a placa incubada em estufa por 7 a 14 dias, a aproximadamente
28°C. Apos o tempo determinado, a laminula foi retirada e colocada sobre outra lamina
limpa contendo uma gota de Lactofenol de Amann (item 4.2.2), sendo as bordas
vedadas com esmalte incolor. As laminas preparadas foram observadas ao microscopio

optico.
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4.5 CARACTERIZACAO MOLECULAR DOS ISOLADOS

A partir da caracterizagcdo morfologica, foram selecionados isolados das secdes
Nigri e Circumdati para estudos moleculares e quanto a produgédo de Ocratoxina A.

4.5.1 Extracdo de DNA

4.5.1.1 Método CIA (modificado por VICENTE, 2000)

Os isolados foram cultivados em meio BDA sdlido, a 28°C por 5 dias. Em tubos
tipo eppendorf de 1,5 mL com silica e celite (2:1) foi colocado cerca de 1 cm? de micélio
das culturas, evitando trazer o agar. Verteram-se 300 pL de tampdo CTAB (item 4.2.3.)
no eppendorf e macerou-se o micélio com maceradores. Adicionou-se mais 200 pL de
tampdo CTAB e misturou-se bem em um agitador de tubos. Foi incubado em banho-
maria por 10 minutos a 65°C. Adicionou-se 500 pL de CIA (item 4.2.4.) e centrifugou-se
por 7 minutos a 12000 rpm. O sobrenadante foi transferido para outro eppendorf.
Repetiu-se a adicdo de 500 pL de CIA e centrifugacdo por 7 minutos a 12000 rpm.
Transferiu-se o sobrenadante para outro eppendorf. Foram adicionados 2 volumes de
etanol 96% gelado. Agitou-se delicadamente. O DNA foi precipitado, colocando o
eppendorf no freezer (-20°C) overnight. Centrifugou-se por 7 minutos a 12000 rpm e
descartou-se o sobrenadante cuidadosamente (etanol). O pellet de DNA foi lavado em
500 pL de etanol 70% gelado e misturou-se levemente. Centrifugou-se mais 7 minutos
a 12000 rpm, o sobrenadante (etanol) foi retirado com auxilio de uma micropipeta e
deixou-se o DNA desidratar por uns 15 minutos. O pellet foi ressuspendido em 100 pL
de agua milliQ. O pellet permaneceu overnight em temperatura ambiente. Reservou-se
em freezer —20°C.
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45.1.2 Método fenol-cloroférmio (RAEDER; BRODA, 1985) modificado por Blanco

(1999), modificado no presente trabalho.

Os isolados foram cultivados por 2 dias a 28°C (+1 °C), com 9 pontos nas placas.
As col6nias foram retiradas e passadas para eppendorfs para serem liofilizados. Apos a
liofilizacdo os micélios foram macerados com nitrogénio liquido no gral até obter um pé
bem fino. Com a espatula, colocou-se o0 p6 em 4 eppendorfs e levando-os direto para o
gelo. Adicionaram-se 1000 pL de tampéao (item 4.2.5.), aquecido a 70°C, agitou-se no
vortex para obtencdo de uma suspensdo homogénea. Os eppendorfs foram incubados
em banho maria a 70° C por 30 minutos. Colocaram-se 1000 pL de fenol,
homogeinizando-os no vortex. Foi centrifugado a 5000 rpm por 15 minutos. O
sobrenadante foi coletado e passados para outros eppendorfs, adicionando 500 pL
clorofane (item 4.2.6.) e centrifugando-os a 5000 rpm por 15 minutos. O sobrenadante
foi novamente coletado e passados para outros eppendorfs, adicionou-se clorofil 500 pL
(item 4.2.4.) e centrifugou-se a 5000 rpm por 15 minutos. Coletou-se o sobrenadante,
passando-o para outro eppendorf, adicionou-se 60% do volume do eppendorf de
isopropanol. Incubou-se no freezer por 1 hora. A suspenséo foi centrifugada a 11000
rpm por 20 minutos e desprezou-se o sobrenadante. O precipitado foi lavado com 150
ML de etanol 70% e centrifugou-se a 12000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi
desprezado e os eppendorfs permaneceram por 1 hora em estufa a 37°C para
secagem. O DNA foi ressuspendido em agua milliQ. O pellet permaneceu overnight em

temperatura ambiente. Reservou-se em freezer -20°C.

45.2 PCR

Para a reacdo de PCR foram utilizados oligonucleotideos iniciadores, descritos
na literatura, que amplificam regifes especificas de espécies de Aspergillus (QUADRO

3) . A PCR especifica é de extrema importancia para a identificacdo das 4 principais
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espécies de Aspergillus sp., produtoras de Ocratoxina A no café no Brasil, sendo elas:

A. carbonarius, A. westerdijkiae, A. niger e A. ochraceus.

Espécie Oligonucleotideos iniciadores Condicdes para PCR | Referéncia | Tamanho
(5-3) do
Fragmento
A. OPXggo F - 95°C — 2 min. FUNGARO, 260 pb
carbonarius | AGGCTAATGTTGATAACGGATGAT 95°C — 1 min. et al. (2004).
OPXgo9 R - 35X362°C — 1 min.
GCTGTCAGTATTGGACCTTAGAG 2°C — 1 min.
72°C — 5 min.
A. Bt2Aw F - 94°C — 5 min. MORELLO, 809 pb
westerdijkiae | TGATACCTTGGCGCTTGTGACG 94°C — 1 min. et al. (2007).
Bt2Aw R - 35X+ 64°C — 30s.
CGGAAGCCTAAAAAATGAAGAG 2°C —1 min.
72°C — 5 min.
A. niger OPX7375F - 95°C — 2 min. SARTORI, 372 pb
CAGTCGTCCAGTACCCTAAC 95°C — 1 min. et al. (2006).
OPX7372R - SSX{;SZOC —1 min.
GAGCGAGGCTGATCTAAGTG 2°C — 1 min.
72°C — 5 min.
A. ochraceus Ochra pA-F - 94°C — 4 min. SCHMIDT, 347 pb
TTAACAGGGAACAATCCATATAG 94°C — 30s. et al. (2003).
Ochra pA-R - 35X+55°C — 30s.
GAATTCACCCAGAACTTGCCG 72°C - 30s.
72°C — 5 min.

QUADRO 3 — OLIGONUCLEOTIDEOS INICIADORES E CONDICOES UTILIZADAS NAS REACOES DE
PCR DE ISOLADOS DE Aspergillus sp.
FONTE: O autor (2010)

As condi¢des de cada reacdo de PCR (QUADRO 4) seguiram 0s protocolos

descritos na literatura.




Reagentes A. carbonarius | A. westerdijkiae A. niger A. ochraceus
Fungaro, et al. Morello, et al. Sartori, et al. Schmidt, et al.
(2004). (2007). (2006). (2003).
Tag tampéo 1X 1X 1X 1X
dNTP 0,2 mM 0,2 mM 0,2 mM 0,2 mM
Mgcl, 1mM 2mM 1mM 5mM
Primer | 0,77 uM 0,4 uM 0,77 uM 0,4 uM
Primer 11 0,77 uM 0,4 uM 0,77 uM 0,4 uM
Taq DNA polimerase 0,04 U/uL 0,04 U/uL 0,04 U/uL 0,04 U/uL
DNA 20 ng 20 ng 20 ng 20 ng
Volume final 13 uL 13 pL 13 uL 13 uL
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QUADRO 4 — CONCENTRACOES DOS REAGENTES UTILIZADOS NAS REACOES DE PCR PARA AS
DIFERENTES ESPECIES DE Aspergillus AVALIADAS NO PRESENTE TRABALHO
FONTE: O autor (2010)

A amplificacdo foi realizada no termociclador Eppendorf Mastercycler
programado segundo as especificacdes de cada oligonucleotideo iniciador (QUADRO
3) e os fragmentos visualiazados em gel de agarose 1,4%, corados com brometo de
etideo sob transiluminador U.V. e fotodocumentados.

Os padrdes de A. ochraceus, A. niger, A. carbonarius e A. westerdjikiae foram
gentilmente cedidos pela Prof2 Dr2 Maria Helena Fungaro da Universidade Estadual de

Londrina, Parana.

4.6 DETECCAO DA PRODUCAO DE OCRATOXINA A

4.6.1 Screening em Agar Coco

Os isolados identificados como Aspergillus (secdo Circumdati e Nigri) foram

repicados primeiramente em Agar Sabourad (item 4.1.2.) crescendo por 4 dias a 28°C.
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Posteriormente, discos de micélio de 6 mm de diametro foram transferidos
individualmente para o centro da placa contendo meio Agar Coco (item 4.1.3). As
placas foram incubadas por 6 dias a 28°C. O verso e reverso da colonia foram
observados e fotografados a cada 24h, por 6 dias (24h, 48h, 72h, 96h, 120h e 144h),
sob luz ultravioleta (365 nm), para verificar a presenca de um halo fluorescente azulado
(MILANEZ; SCHOENLEIN- CRUSIUS; OKINO, 2002), o qual, indica a presenca de

ocratoxina A.

4.6.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

4.6.2.1 Producédo de Ocratoxina A (PERRONE et al., 2006 com modificacdes)

Dez isolados foram selecionadas aleatoriamente ap0s o screening realizado com
o Agar Coco (item 4.1.3). As linhagens foram crescidas em triplicata em Erlenmeyers de
500 mL contendo 150 mL de meio de cultura BDA (item 4.1.1), por 14 dias a 25°C no
escuro (FIGURA 4). As culturas foram homogeneizadas por 30 minutos e filtradas
através de um filtro de papel comum. O filtrado foi passado através de seringa com filtro

de nylon (0,45 um) para a analise de CLAE.
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FIGURA 4 — ISOLADOS FUNGICOS DO GENERO Aspergillus sp. CRESCIDOS EM MEIO BDA
LIQUIDO POR 14 DIAS A 25°C NO ESCURO EM TRIPLICATA
FONTE: O autor (2010)

4.6.2.2 Andlise CLAE (PERRONE et al., 2006)

O sistema da CLAE consistia de um cromatografo Agilent 1100, provido de
bomba quartenaria degasser, forno de coluna e com um sistema de inje¢cdo manual
Rheodyne com loop de 100 pL, conectado ao detector de fluorescéncia (Agilent 1100),
ajustado para a deteccao excitacao de 333 nm emissao de 470 nm. Utilizou-se a coluna
zorbax C18 150mm, 4,6mm e 5um particulas (FIGURA 5).

Utilizou-se um padrdao de Ocratoxina A (St. Louis, MO) de concentracdo de 50
Mg/L. A partir desse padrao preparou-se uma solucao estoque em benzeno e &cido
acético (99:1) a uma concentracdo de 1000 pg/L. Realizou-se diluicbes para a
constituicdo da curva de calibracéo, sendo elas: 0,1 ug/L, 0,5 pg/L, 1,25 ug/L, 5 pug/L e
10 pg/L. As solucdes foram preparadas por evaporacdo em capela, com o volume exato

da diluicao, sendo o residuo redissolvido em fase mével.
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Na execucdo dos ensaios foram utilizadas as seguintes condicdes
cromatogréficas: fase movel constituida de acetonitrila e acido acético a 2% (41:59),
vazdo de 1mL/min, volume da injecdo de 100uL e coluna a temperatura de 25 °C. As
amostras foram quantificadas através do método de padronizacdo externa, utilizando o
software Agilent ChemStation, o qual acompanha o equipamento, obtendo-se um limite

de quantificacdo de 0,5 pg/L.

FIGURA 5 — SISTEMA DA CLAE UTILIZADO
FONTE: o autor (2010)

NOTA: A - Bomba da amostra e fase movel; B - Bomba de retirada de gés; C - Coluna; D - Detector de
fluorescéncia.

4.6.3 NIRS

4.6.3.1 Producédo de Ocratoxina A
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Os mesmos dez isolados de Aspergillus pertencentes as secdes Nigri ou
Circumdati utilizados na CLAE foram crescidos em triplicata em Erlenmeyer de 500 mL
contendo 150 mL de meio de cultura BDA (item 4.1.1), por 14 dias a 25°C no escuro
(FIGURA 4). As culturas foram homogeneizadas e filtradas através de um filtro de papel
dobrado.

4.6.3.2 Andlise NIRS

Os espectros foram capturados com o equipamento Biorad Excalibur (Germany)
(FIGURA 6) com o auxilio do programa Varian. Foram realizados 32 scans, para cada
espectro, com uma faixa de comprimento de onda de 7500 a 400 cm™, e resoluc&o de 2
cm™. Para a andlise dos dados o programa utilizado foi The Unscrambler 9.1. As

amostras foram analisadas em triplicata.

FIGURA 6 — ESPECTROFOTOMETRO POR INFRAVERMELHO PROXIMO
FONTE: O autor (2010)
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4.6.3.2.1 Transmitancia

A amostra foi montada entre 2 cristais de fluoreto de calcio, entre eles colocou-se
um espacador de teflon de 0,05mm (FIGURA 7). Foram injetados aproximadamente 30
puL da amostra, com o auxilio de uma seringa. Os cristais foram montados em um

aparato o qual foi colocado no aparelho de infravermelho (FIGURA 8).

FIGURA 7 — JANELA DE TRANSMITANCIA
FONTE: O autor (2010)

NOTA: A - Ordem da montagem da janela. Da esquerda para a direita: Aparato I; Membrana |, para evitar
0 contato direto dos cristais no aparato; Cristal I; Membrana de teflon, Cristal Il, Membrana II; Aparato II;
Aparato lll, responsavel pelo fechamento do sistema. B — Aspecto do sistema fechado.
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FIGURA 8 — SISTEMA DE TRANSMITANCIA
FONTE: O autor (2010)

NOTA: O feixe de luz atravessa a amostra da direita para esquerda (feixe transmitido). O espectro é o

resultado do célculo da entrada e saida de luz na amostra.

4.6.3.2.2 Reflectancia total atenuada (ATR)

Utilizou-se um aparato com um cristal de selenito de zinco. Sobre o cristal existia
um espacgo no qual foi injetado cerca de 100 pL de amostra, até cobri-lo totalmente
(FIGURAS 9 e 10).



68

FIGURA 9 — SISTEMA DE REFLECTANCIA (ATR)
FONTE: O autor (2010)

NOTA: O feixe de luz é transmitido da direita para a esquerda. Quando o feixe passa no sistema de ATR
um jogo de espelhos o direciona até o cristal de selenito de zinco localizado na parte superior do sistema.
O que difere o ATR da transmitancia é que o feixe ndo atravessa a amostra, ele é refletido pelo cristal. O
espectro é o resultado do célculo da entrada e saida de luz na amostra.

FIGURA 10 — COMPARTIMENTO ONDE A AMOSTRA E INJETADA NO SISTEMA DE ATR
FONTE: O autor (2010)
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4.6.3.3 Analise dos dados da NIRS obtidos por transmitancia e reflectancia

Normalmente o conjunto de dados do espectro da NIRS passa por algum tipo de
pré-tratamento antes de ser utilizado para fins qualitativos ou quantitativos. Estes pré-
tratamentos séo feitos para minimizar eventuais problemas que ocorram durante a
montagem da amostra (PASQUINI, 2003).

Utilizou-se um  pré-tratamento, o qual transforma os dados de
transmitancia/reflectancia em absorbancia (x=log(1/x) onde x=R (reflectancia) ou x=T
(transmitancia) (FIGURA 11).

Outro pré-tratamento utilizado foi o MSC (Multiplicative Scatter Correction), o

gual, compensa efeitos de espalhamento de luz nos espectros (FIGURA 12).
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FIGURA 11 — TRANSFORMACAO DE TRANSMITANCIA (A) PARA ABSORBANCIA (B)
FONTE: O autor (2010)
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FIGURA 12 — ESPECTRO ANTES DA UTILIZACAO DO MSC (A). APARENCIA DO ESPECTRO APOS A
UTILIZACAO DO MSC (B)
FONTE: O autor (2010)

No modelo PLS (Regressdo por minimos quadrados parciais) as informacdes
espectrais (matriz X) e as informacdes das concentracdes (matriz Y) sdo usadas ao
mesmo tempo correlacionando-as a fim de se obter uma relacdo linear na fase de
calibragdo. Através de combinacdes lineares dos dados espectroscopicos (da matriz X)
e dos dados de referéncias (matriz Y), se obtém o numero de variaveis latentes
necessarios para fazer correlacdo entre os espectros e a concentracées. E usado para

construcao do modelo de calibracdo um numero de variaveis latentes que proporcione o
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menor erro possivel de previsdo, ou seja, que as diferencas entre os valores de
referéncia e valores de previstos sejam as menores (FERRARINI, 2004).

No presente trabalho foi utilizado como pré-tratamento a transformacdo de
transmitancia ou reflectancia em absorbancia seguido por MSC, além disso, optou-se
por ndo se utilizar nenhum pré-tratamento.

As 2 metodologias (transmitancia e reflectancia) foram avaliadas (1) quanto a
sua capacidade de detectar a OTA, ou seja, predizer se as amostras apresentavam
concentracdes de OTA; e (2) quanto a sua capacidade de quantifica-la.

Utilizou-se o PLS com o maior nimero de componentes, atribuindo tais valores
de referéncia:

» Para a deteccdo de OTA valores de 0 (n&o produtor) e 1 (produtor)
» Para a quantificacdo de OTA os valores atribuidos foram os mesmos obtidos por

CLAE.

Para a obtencdo de melhores valores para a calibracdo e validacdo os
comprimentos de onda foram selecionandos sucessivamente. Em seguida, para a
realizacdo da predicédo, regidbes de maior importancia do espectro foram utilizados em

um novo PLS1, sendo excluidos 2 ou 5 dados.



5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DOS ISOLADOS
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A caracterizacdo morfologica dos 47 isolados, previamente identificados como

Aspergillus spp., separou os isolados em 2 grupos, sendo 13 isolados da secao Nigri e

34 isolados da sec¢éo Circumdati (FIGURA 13).

Numero absoluto de Aspergillus

Nigri

Secdes

Circumdati

FIGURA 13 — NUMERO ABSOLUTO DE Aspergillus sp. DAS SECOES NIGRI E CIRCUMDATI
ISOLADOS DE GRAOS DE CAFE CV. IAPAR 59

FONTE: O autor (2010)
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No Brasil, estudos tém demonstrado que Aspergillus ochraceus, Aspergillus
carbonarius e Aspergillus niger sdo as principais espécies responsaveis pela presenca
de ocratoxina A em grdos de café (MAGNANI et al., 2005). A. niger e A. carbonarius
pertencem a secao Nigri e A. ochraceus pertence a secao Circumdati.

As secdes Nigri e Circumdati compdem, juntamente com as sec¢des Flavi, Wentii,
Candidi, Cremei e Sparsi o subgénero Circumdati. Tal subgénero possui como
principais caracteristicas: vesicula globosa e fértil em toda a superficie, disposta de
forma radiada, com métula frequentemente presente (XAVIER et al., 2008; KLICH,
2006).

As espécies de Aspergillus representantes da secdo Circumdati apresentam
conidios variando do amarelo ao ocre (SAMSON; HONG; FRISVAD, 2006). Observa-se
na Figura 14 a colorac&o ocre da colbnia e estruturas reprodutivas.

J& as espécies representantes da secao Nigri sdo aquelas que apresentam maior
dificuldade de classificacdo e identificagdo. A principal caracteristica desta secéo € a
presenca de conidios negros ou préoximos de negros (PERRONE et al.,, 2007). Na

Figura 14 pode-se observar a coloracéo negra da coldnia e estruturas reprodutivas.
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FIGURA 14 — MACROMORFOLOGIA E MICROMORFOLOGIA DE Aspergillus sp. SECOES
CIRCUMDATI E NIGRI.
FONTE: O autor (2010)

NOTA: A, B, C e D - Representante da se¢do Circumdati. . E, F, G e H — Representante da secado Nigri. A
e E - Morfologia colonial (reverso) em meio BDA, com 7 dias de crescimento a 28°C. B e F - Morfologia
colonial em meio BDA, com 7 dias de crescimento. C, D, G e H - Micélio vegetativo em meio BDA e
crescimento de 7 dias. Aumento de 400X.
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5.2 EXTRACAO DE DNA

Os 47 isolados identificados como Aspergillus sp. das secdes Nigri e Circumdati,
foram submetidos a extracao de DNA, utilizando o protocolo CIA modificado por Vicente
(2000). Este protocolo caracteriza-se por ter um baixo custo e por ser uma técnica
rapida. Entretanto, 6 isolados da sec¢&o Nigri (de 13 isolados) e 14 isolados da sec¢éo
Circumdati (de 34 isolados) néo tiveram seu DNA extraido por esta técnica.

Consequentemente varios testes foram realizados, a partir do protocolo
modificado por Vicente (2000), como tentativa para obtencdo do DNA dos isolados.

Segundo o protocolo modificado por Vicente (2000), a amostra deve ser
centrifugada por 7 minutos a 12000 rpm com 500 pL de CIA (24 partes de cloroférmio e
1 parte de alcool isoamilico), deve-se retirar 0 sobrenadante e repetir o processo de
centrifugacdo com CIA. Em um dos testes realizados utilizou-se o cloroformio no lugar
do CIA e no outro teste utilizou-se primeiramente o cloroférmio e depois o CIA.

O cloroférmio € usado para remover proteinas das preparagbes de acidos
nucléicos na fase de purificacdo. A forma padronizada de remover proteinas das
solucBes de acido nucléico é extrair uma vez com fenol, outra com uma mistura de 1:1
de fenol e cloroférmio e novamente com cloroférmio. Este procedimento é vantajoso
pelo fato de a desproteinizacdo ser mais eficiente quando dois diferentes solventes
organicos sdo usados ao invés de um apenas (VICENTE, 2000).

Quando se utilizou o cloroférmio no lugar do CIA nédo foi possivel obter os DNAs
dos isolados. Entretanto, quando foi utilizado primeiramente o cloroférmio e depois o
CIA, os 6 isolados restantes da secao Nigri tiveram seus DNAs extraidos. O que nao foi
observado para os 14 isolados restantes de se¢&do Circumdati.

Foram testados ainda 2 métodos de purificacdo do DNA, um com acetato de
sodio e outro com acetato de amonio. Apos o DNA ter sido ressuspendido com agua
milliQ, acrescentou-se 2 volumes de etanol absoluto (200 pL) e 10% de acetato de
sbédio ou acetato de ambnio, a amostra permaneceu overnight no freezer. Centrifugou-

se por 7 minutos a 12000 rpm, retirou-se o sobrenadante, lavando-o com alcool 70%. O
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pellet foi ressuspendido novamente em agua milliQ. Tais métodos de purificacdo néo
foram eficientes para as amostras das sec¢des Nigri e Circumdati.

Para os representantes da secdo Circumdati nenhuma das adaptacdes
anteriores foi suficiente para a extracdo do DNA. Das 34 amostras de isolados da secao
Circumdati, 14 delas soO tiveram seu DNA extraido a partir do protocolo com fenol-
cloroféormio (RAEDER; BRODA, 1985) modificado por Blanco (1999).

5.3 CARACTERIZACAO MOLECULAR DOS ISOLADOS

Treze isolados da secdo Nigri foram testados com o par de oligonucleotideos
iniciadores especifico para identificacdo de A. niger (SARTORI et al., 2006) (QUADRO
3).

O volume total da reacao foi de 13 L, contendo: cerca de 20 ng de DNA, tampéao
1X, 1 mM MgCl;, 0,2 mM de dNTP, 0,77 uM de cada oligonucleotideo iniciador e 0,04 U
de Taq DNA polimerase.

Na reacdo de PCR proposta por SARTORI et al. (2006), o volume total era de 25
ML, entretanto, o volume utilizado foi de 13 L, otimizando a quantidade de reagentes. O
volume de DNA utilizado na reacdo também foi reduzido, de 3 pL para 2 pL, pois
nenhum fragmento foi amplificado quando se utilizou 3 pL de DNA.

Dos 13 isolados que foram submetidos a esta reacdo de PCR, 7 deles
apresentaram uma banda de 372 pb, indicando serem isolados de Aspergillus niger
(FIGURA 15).
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FIGURA 15 — AMPLIFICACAO DE LINHAGENS DE Aspergillus sp. COM OLIGONUCLEOTIDEOS
INICIADORES ESPECIFICOS PARA A. niger
FONTE: O autor (2010)

NOTA: Isolados 36 47, 35, 45, 42, 41, 46 (A. niger), P2 e P2’ (controle positivo de A. niger), P-:
Penicillium sp. - controle negativo, B: Branco, L: Marcador de peso molecular DNA ladder 1 Kb.

Magnani et al. (2005), realizaram uma identificagdo molecular de Aspergillus spp.
isolados de graos de café. Dentre as espécies com potencial producdo de ocratoxina A
encontradas, 24% foram identificadas como Aspergillus niger, sendo a espécie mais
frequente no estudo. Mas também foram identificadas A. carbonarius (1%), A.
ochraceus (17%).

Noonim et al. (2008), procederam com isolamento e identificagcdo de fungos
potencialmente produtores de ocratoxina A em cafés de origem tailandesa. Os
principais contaminantes dos grdos de café foram Aspergillus das secdes Nigri e
Circumdati. Da secao Nigri quatro espécies foram encontradas, sendo o A. niger a
espécie predominante.

Em demais trabalhos como de Taniwaki et al. (2003), pode-se observar que

dentre a secdo Nigri a espécie mais frequentemente isolada € a A. niger. Entretanto é
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importante ressaltar que nem todas as linhagens de A. niger séo capazes de produzir a
ocratoxina A.

Segundo Costa e Scussel (2002), é importante enfatizar que a deteccdo de
fungos toxigénicos em alimentos nao significa a presenca da micotoxina, especialmente
se os fungos nao forem expostos as condi¢cdes que permitam seu crescimento. Porém,
a presenca de fungos toxigénicos indica que existe risco potencial de contaminacao por
micotoxinas. Quando o alimento é exposto a fatores fisicos tais como alta umidade e
temperatura os riscos de contaminagdo aumentam, especialmente durante longo tempo
de armazenamento.

Para Frisvad et al. (2007), a falta de habilidade em produzir a OTA pode ser
causada por genes silenciados ou por muta¢des funcionais ou em genes regulatérios.

Os demais isolados estudados no presente trabalho (A. carbonarius, A.
ochraceus e A. westerdjikiae) ndo puderam ser identificados através do método da PCR
com oligonucleotideos iniciadores espécie especificos. Ocorreu a amplificacdo de
fragmentos de alguns isolados quando testados com os pares de oligonucleotideos
iniciadores de A. ochraceus e A. westerdjikiae, entretanto ndo se observou a
reprodutibilidade dos resultados. Além disso, foi observada a amplificacdo de bandas
inespecificas, que mesmo com alteracdes no protocolo continuavam a aparecer. Os
padrées utilizados para A. ochraceus e A. westerdjikiae sempre apresentavam uma
Unica banda corresponde ao descrito pelos autores (260 pb para A. ochraceus e 347 pb
para A. westerdjikiae) (QUADRO 3).

No trabalho de Schmidt et al. (2003), em que foi descrito o par de
oligonucleotideos iniciadores para A. ochraceus ndo ha qualquer mencédo da subdivisdo
da espécie A. ochraceus em A. ochraceus e A. westerdjikiae. Esta subdivisdo foi
proposta em 2004 quando Fungaro et al., analisaram dados genotipicos da espécie e
Frisvad et al. (2004) realizaram uma reorganizacdo taxonémica da mesma. Portanto, o
par de oligonucleotideos iniciadores que deveria ser especifico para A. ochraceus
amplificava fragmentos de DNA de A. ochraceus e A. westerdjikiae.

Quando utilizado o par de oligonucleotideos iniciadores especifico para A.
carbonarius nem o proprio padrdo de A. carbonarius foi amplificado. Quanto a

amplificacdo de fragmentos de DNAs dos isolados, foi observado que o par de
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oligonucleotideos iniciadores em questdo amplificava DNAs de isolados ja identificados
anteriormente como A. niger, surgindo muitas vezes também bandas inespecificas.

Vérios testes foram realizados como, preparo de todos os reagentes, novas
diluicdes dos DNAs, alteragGes na temperatura de anelamento, aumento e diminui¢ao
do volume de DNA. Entretanto nenhuma mudanca foi suficiente para que a amplificagao
fosse visualizada.

Como hipétese da ndo amplificacdo dos fragmentos desejados, acredita-se que
as condi¢cdes do DNA ndo foram ideais para a amplificacdo pelos oligonucleotideos
iniciadores utilizados. Novas extragcoes de DNA deverdo ser realizadas, seguidas de
novas amplificagbes por PCR. Ainda, outros oligonucleotideos iniciadores,
contemplando regides mais discriminatérias do genoma flngico poderdo ser
empregados. Uma alternativa para a identificagcdo destes isolados poderia ser o

sequenciamento de regides espacadoras internas (ITS) do DNA ribossomal.

5.4 PRODUGAO DE OCRATOXINA A

5.4.1 AGAR COCO

A técnica do Agar Coco foi desenvolvida por Lin e Dianese em 1976, para a
deteccéo de aflatoxina produzida por linhagens de Aspergillus sp.. Desde entéo, outros
autores vem utilizando tal técnica para verificar a produgdo de demais micotoxinas,
como citrinina (COSTA e SCUSSEL, 2002; BUGNO et al, 2006), ocratoxina A (COSTA
e SCUSSEL, 2002; BATISTA et al, 2003; BUGNO et al, 2006; TORELLI et al, 2006) e
esterigmatocistina (MILANEZ; SCHOENLEIN-CRUSIUS; OKINO, 2002).

Dos 47 isolados testados para o Agar Coco, 24 (51%) mostraram ser potenciais
produtores de ocratoxina A através da formacdo de um halo fluorescente azulado
(FIGURA 16).
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FIGURA 16 — CRESCIMENTO COLONIAL E FORMAGCAO DE HALO DE Aspergillus sp. DA SECAO
CIRCUMDATI POTENCIAL PRODUTOR DE OCRATOXINA A, EM AGAR COCO, APOS 3 DIAS (72
HORAS) DE CRESCIMENTO A 28°C, OBSERVADO SOB LUZ U.V. (365 nm)

FONTE: O autor (2010)

NOTA: Seta indica a formagéao de halo fluorescente azulado.

Dos 34 isolados da secdo Circumdati, 20 apresentaram um halo fluorescente
azulado sob a luz U.V., e dos 13 isolados da sec&o Nigri, 4 apresentaram um halo
fluorescente azulado sob a luz U.V.., indicando a presenca de ocratoxina A (TABELA
1).
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TABELA 1 — PRODUCAO DE OCRATOXINA A VISUALIZADA PELA FORMAGCAO DE
HALO EM MEIO AGAR COCO EM 3 DIAS DE CRESCIMENTO (72 HORAS) A 28°C

(continua)
Didmetro mm (72h) da  Producéo de ocratoxina
Secéo Isolados colbnia A
Circumdati 1 1,7 +
2 1,6 +
3 1,5 +
4 1,5 +
5 2,1 +
6 2 +
7 1,7
8 1,6
9 2,1 -
10 1,6 +
11 1,6 +
12 1,4 .
13 1,7 +
14 19 +
15 1,8 +
16 1,3
17 2 -
18 1,8 +
19 2,5 +
20 1,9
21 2
22 1,7 -
23 1,8 +
24 2,1 +
25 1,5 +
26 1,6 +
27 1,6
28 2,4
29 2,2 -
30 1,7 +
31 2 +
32 2
33 1,7 -
34 2,2 +
Nigri 35 2 +
36 2 -
37 1,6 +
38 2,1 +
39 1,7 -
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TABELA 1 — PRODUCAO DE OCRATOXINA A VISUALIZADA PELA FORMAGCAO DE
HALO EM MEIO AGAR COCO EM 3 DIAS DE CRESCIMENTO (72 HORAS) A 28°C

(conclusao)

Didmetro mm (72h) da  Producéo de ocratoxina

Secéo Isolados colbnia A
Nigri 40 1,9 -
41 2 +
42 2,1 -
43 2
44 2
45 2,1
46 2,2
47 2,5

FONTE: O autor (2010)

NOTA: +: presenca de halo; -: auséncia de halo.

Uma andlise visual foi realizada a fim de encontrar alguma relacdo do tamanho
da coldnia com a auséncia ou presenca de halo. Entretanto, verificou-se que néo existe
nenhum tipo de relacdo entre esses dois fatores.

Milanez, Schoenlein-Crusius e Okino (2002) avaliaram o Agar Coco como
método para verificar a producdo de aflatoxina Bi, B,, G; e G, ocratoxina A e
esterigmatocistina em 13 linhagens de Aspergillus sp.. Nenhuma das linhagens
apresentaram as micotoxinas mencionadas, pois néo foi verificada a presenca de halo,
sendo necessaria a confirmagéo por cromatografia (CCD). Os resultados encontrados
por Milanez, Schoenlein-Crusius e Okino (2002) ndo corroboram com os resultados
encontrados no presente trabalho, pois foi possivel verificar a presenca do halo
fluorescente sugerindo a presenca de OTA tanto em isolados representantes da secao
Nigri quanto em isolados representantes da secao Circumdati.

Comparando os dados da PCR e do teste de Agar Coco, observa-se que dos 7
isolados identificados como A. niger através da PCR, somente os isolados 35 e 41
produziram um halo fluorescente azulado em Agar Coco, identificando-os como
provaveis produtores de Ocratoxina A.

Diferentes espécies de Aspergillus da secdo Nigri foram relatadas em graos de

café em varios paises, sendo A. niger e A. carbonarius mais frequentes. Em um estudo
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de graos de café Arabica por Taniwaki et al. (2003), observou-se que A. niger foi a
espécie mais encontrada (63%), entretanto somente 3% foram capazes de produzir
ocratoxina A. Fato parecido foi observado por Abarca et al. (1994).

Segundo os relatos de porcentagens de isolados ocratoxigénicos descritos por
Abarca et al. (2004), a espécie A. carbonarius é o representante da se¢do Nigri que
mais produz OTA, de 25 a 100%. A porcentagem de A. niger € menor, de 0,6 a 50%.
Entretanto, a espécie com maior frequéncia em alimentos é a A. niger, o que pode ser

explicado por uma provavel identificacdo equivocada da espécie.

5.4.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

As analises da CLAE iniciaram com a confec¢do da curva de calibracdo. Para tal,
foram utilizados 5 pontos, sendo as diluicbes: 0,1 pg/L, 0,5 pg/L, 1,25 pg/L, 5 pug/L e 10
pg/L. Contudo, a diluicdo de 0,1 pg/L néo foi quantificada pelo equipamento. A curva
permaneceu, portanto, com 4 pontos (0,5 pg/L, 1,25 pg/L, 5 pg/L e 10 pg/L) e o limite de
guantificagao da ocratoxina A foi de 0,5 pg/L (FIGURAS 17 e 18).

A curva de calibracdo apresentou um coeficiente de correlacdo de 0,9998,
considerada dentro dos parametros utilizados atualmente. Ghali et al. (2008), obtiveram
em seu trabalho o coeficiente de correlagdo de 0,996 e Dinis, Lino e Pena (2007).

verificaram o coeficiente de correlacdo de 0,9998.



FIGURA 17 — CURVA DE CALIBRAGAO, COM DILUIGOES DE OCRATOXINA A, OBTIDA POR CLAE
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FONTE: O autor (2010)

NOTA: coeficiente de correlagdo=0,9998.

FLD1 A, Ex=333, Em=470 (0 TAMD TADO30Z.0)
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FLD1 A, Ex=32323, Em=470 (0 TAWO TADDZ04.D)
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FIGURA 18 — PICOS DA CURVA DE CALIBRACAO DAS DILUICOES DA OCRTOXINA A
FONTE: O autor (2010)
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NOTA: Concentragbes De ocratoxina A - Vermelho: 0,5 pg/L; Azul: 1,25 pg/L; Verde: 5 pg/L; Rosa: 10

po/L.
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Para a analise das amostras foram realizados alguns testes quanto as diluicfes
das mesmas. Segundo Perrone et al. (2006), apos a filtracdo das amostras, 100 pL
destas deveriam ser diluidas em 900 pL de fase médvel. Porém, quando realizado o
teste foi observado que a concentracdo de OTA nas amostras era baixa e esta diluicdo
contribuia para a ndo deteccdo e quantificacdo. Optou-se, portanto, por usar as
amostras sem dilui-las, sendo possivel, assim, quantificar a micotoxina em questéao.

No total foram analisadas 10 amostras (selecionadas ao acaso) em triplicata (A,
B e C). A corrida para cada amostra foi de 16 minutos e o tempo de retencdo da OTA
variou de 12 a 14 minutos (FIGURA 19).

FLDA A, Ex=333, Em=470 (OTADTADOZZZ.0
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FIGURA 19 — CORRIDA DA AMOSTRA 16 B
FONTE: O autor (2010)

NOTA: Pode-se observar o pico da ocratoxina A por volta dos 12 minutos e 30 segundos.

Os resultados encontrados para as amostras e repeticdes podem ser observados
na TABELA 2 e APENDICES do 1 ao 17.
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TABELA 2 — PRODUCAO DE OCRATOXINA A POR FUNGOS DO GENERO
Aspergillus sp. QUANTIFICADA ATRAVES DO CLAE

Amostra

Secao

Repeticbes Producdo de OTA (ug/L)

38

Nigri

A

0

41

Nigri

47

Nigri

O O |0 O O | O

0

13

Circumdati

1,33443
1,39291
1,95051

18

Circumdati

0
3,30499
0

10

Circumdati

1,24648
1,41722
1,60370

11

Circumdati

0,634607
0
1,88903

31

Circumdati

2,71227
0,971241
0

16

Circumdati

1,32428
6,39487
2,50084

20

Circumdati

O >»O0®®>0O0OT2>O0>O0>O0>0O0®2>O00>O0 >0

2,52742
0
0,559545

FONTE: O autor (2010)

Verificou-se que, das 10 amostras avaliadas, 7 delas tinham ao menos uma

repeticdo com concentracdes quantificaveis de OTA (acima do valor de quantificacdo

de 0,5 pg/L). As 3 amostras que nao apresentaram valores de ocratoxina A sao

representantes da secdo Nigri e os 7 produtores sdo representantes da secdo

Circumdati.
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Observou-se que numa mesma amostra existiram repeticdes que produziram a
OTA e outras repeticbes que ndo a produziram, como as amostras 18 (A = 0; B =
3,30499; C=0) e 11 (A =0,634607; B = 0; C = 1,88903). Observou-se ainda repeticdes
com concentracdes bem diferenciadas, sendo o caso das amostras 31 (A = 2,71227; B
=0,971241; C=0), 16 (A =1,32428; B = 6,39487; C = 2,50084) e 10 (A = 2,52742; B =
0; C=0,559545).

Analisando as amostras por repeticbes verifica-se que, das 30 repeticbes, 16
(53,33%) foram capazes de produzir niveis detectaveis de ocratoxina A, enquanto 14
(46,66%) repeticdes nao produziram a micotoxina.

Deve-se levar em conta, também, o numero de esporos viaveis que foram
colocados nos frascos, mesmo que a quantidade de micélio fosse padronizada.

Noonim et al. (2008), realizaram o isolamento, identificacéo e a producao de OTA
por espécies de Aspergillus isoladas de grdos de café da Tailandia. Foram analisadas
52 amostras de fungos da secdo Circumdati e 82 amostras de fungos da sec¢&o Nigri
através de CLAE quanto a presenca de OTA. Foi observado que todos os isolados das
espécies A. westerdijkiae (42 isolados), A. steynii (13) e A. carbonarius (35) produziram
altas quantidades de OTA, enquanto 1 isolado de A. sclerotiorum e 13% dos isolados
de A. niger produziram quantidades intermediarias de OTA.

Os resultados encontrados por Noonim et al. (2008), concordam com os dados
obtidos no presente trabalho quanto a secdo Circumdati. Segundo os autores, 0S
representantes da secdo Circumdati (A. westerdijkiae, A. steynii e A. sclerotiorum)
produziram OTA, alguns em altas quantidades; o mesmo foi visto no presente trabalho,
onde todos os isolados representantes da sec¢ao Circumdati testados por CLAE
produziram OTA. Quando se trata da secdo Nigri os resultados obtidos no presente
trabalho demonstram que nenhum dos isolados representantes desta secdo produziu
OTA em concentracfes detectaveis, ao contrario do que ocorreu no trabalho de Noonim
et al. (2008), onde A. carbonarius e A. niger produziram altas e intermediarias
concentracoes de OTA.

Resultados semelhantes aos encontrados por Noonim et al. (2008), foram vistos
por Pardo et al. (2004), que analisaram a ocorréncia de fungos ocratoxigénicos isolados

de graos de café. Utilizaram-se 260 isolados de Aspergillus da se¢éo Nigri e 19 isolados
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de A. ochraceus para a verificacdo da capacidade de producédo da OTA por CLAE.
Dentro da secdo Nigri 6% dos isolados foram capazes de produzir OTA e 16% de
isolados de Aspergillus ochraceus também produziram a OTA.

Bayman et al. (2002) avaliaram a producdo de OTA, via CLAE, por fungos
isolados de alimentos. Nenhum isolado de A. ochraceus e A. melleus (sec¢éo
Circumdati) produziram OTA com valores superiores ao limite de deteccdo de 0,01
pg/mL. Os resultados encontrados por Bayman et al. (2002) diferem de resultados
encontrados no presente trabalho, e também dos trabalhos de Noonim et al. (2008) e
Pardo et al. (2004).

Gollucke, Taniwaki e Tavares (2004), analisaram a producdo de OTA por CLAE
em amostras de café verde brasileiro destinado a exportagcdo. Os resultados
demonstraram que a concentracdo de OTA esteve entre 0,16 ng/g e 6,24 ng/g. Tais
resultados indicam que o café verde brasileiro destinado a exportagdo encontra-se
dentro dos limites para OTA ja estabelecidos.

Romani et al. (2000), também avaliaram a producdo de OTA em gréos de café
verde, entretanto os grdos analisados eram provenientes de diferentes regides (Africa,
América e Asia). Das 162 amostras analisadas, 106 foram positivas para OTA, com
concentragcdes variando de 0 a 48 ug/Kg. Segundo os limites estabelecidos para gréos
de café verde (8 - 20 pg/Kg, segundo Leong et al. (2007) algumas amostras analisadas
apresentaram valores superiores a estes limites, ao contrario dos resultados
encontrados por Golliicke, Taniwaki e Tavares (2004).

Serra, Mendonga e Venancio (2006), realizaram o isolamento de fungos de uvas
em Portugal, realizando uma anélise nos isolados para observar a producdo de OTA. A
OTA foi detectada em culturas de A. carbonarius e A. ochraceus, entretanto, nenhum
isolado identificado como A. niger foi capaz de produzir tal micotoxina.

Perrone et al. (2006), realizaram o isolamento de fungos da sec¢éo Nigri de uvas
na lItalia, tendo como objetivo verificar a producdo de OTA por estes isolados. Foi
observado que 22 das 23 linhagens de A. carbonarius produziram a OTA (6 a 7500
pg/L), 5 das 20 linhagens de A. tubingensis produziram OTA (4 a 130 pg/L) e 3 de 15
linhagens de A. niger também produziram OTA (250 a 360 pg/L). As concentracfes de

OTA encontradas por Perrone et al. (2006) foram muito superiores as encontradas no
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presente trabalho. Primeiramente porque, neste altimo, nenhum isolado representante
da sec¢do Nigri produziu concentracdes detectaveis de OTA, mas mesmo tomando a
maior concentracdo de OTA encontrada aqui (6,39 pg/L) ela é ainda muito inferior aos

valores encontrados por Perrone et al. (2006).

5.4.3 Agar Coco X CLAE

Leong et al. (2007), verificaram a producao de ocratoxina A por fungos do género
Aspergillus isolados de grdos de café verdes do Vietnd. Para tal, realizou-se um
screening por meio do agar coco, sendo que aqueles isolados que ndo apresentaram
halo fluorescente caracteristico da producdo da OTA foram avaliados através dos
métodos de CCD e CLAE. Entre os resultados, observou-se que nenhum dos 98
isolados de A. niger testados produziu OTA em Agar Coco, ndo sendo detectada
também através do CCD e CLAE. Entretanto, 101 dos 113 isolados de A. carbonarius
produziram um halo azul fluorescente tipico da producédo da OTA quando crescido em
agar coco. Os 12 isolados de A. carbonarius que ndo produziram fluorescéncia foram
testados por técnicas mais sensiveis (CCD e CLAE), somente 3 desses isolados ndo
produziram a OTA. Dos 88 isolados da secdo Circumdati testados em Agar Coco,
nenhum deles apresentou o halo indicando a producédo de ocratoxina A, sendo
necessaria a confirmacédo da presenca de OTA por CCD. Durante o teste por CCD e
CLAE, a producédo de OTA foi observada em 11 isolados, sendo 10 deles identificados
como A. westerdijkiae, e 1 isolado identificado como A. steynii. E dos 77 isolados
identificados como A. ochraceus nenhum apresentou produgéo de OTA.

O Agar Coco foi utilizado também no trabalho de Joosten et al. (2001) para
verificar a possivel producéo de OTA por linhagens de Aspergillus. Foram utilizadas 12
linhagens de Aspergillus, incluindo 6 linhagens de A. carbonarius e 1 linhagem de A.
ochraceus isolados de gréos de café tailandeses. Sete linhagens produziram um halo
fluorescente indicando a presenca de OTA, inclusive a linhagem de A. ochraceus.

Através do teste do Agar Coco selecionou-se uma linhagem de A. carbonarius, maior
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produtora de OTA, para testes subsequentes de producdo de OTA, como temperatura e
atividade agua. Foi observada uma temperatura 6tima de 25°C e atividade agua de 0,99
a, para a producéao de OTA.

No presente trabalho, comparando os resultados do Agar Coco com os dados da
CLAE, verificou-se que houve falsos positivos e falsos negativos (TABELA 3). Entre os
falsos positivos encontram-se representantes da secdo Nigri. Leong et al. (2007)
encontrou falsos negativos entre as linhagens de Aspergillus das secdes Nigri e
Circumdati quando utilizado a CCD e a CLAE para confirmar os resultados do Agar

Coco.

TABELA 3 - COMPARACAO DA DETECCAO DE OCRATOXINA A PELOS METODOS
DE AGAR COCO E CLAE

Isolados Secéo Deteccéo da producéo de OTA por Deteccéo da produgéo de OTA por
agar coco CLAE

38 Nigri +

41 Nigri +

47 Nigri

13 Circumdati + +
18 Circumdati + +
10 Circumdati + +
11 Circumdati + +
31 Circumdati + +
16 Circumdati +
20 Circumdati +

FONTE: O autor (2010)

NOTA: +: presenca de halo; -: auséncia de halo.

Observou-se que o isolado 41 identificado como A. niger por PCR e que foi
indicado como potencial produtor de OTA pelo Agar Coco, quando testado pela CLAE
nao demonstrou producéo de OTA (TABELA 3).

Torelli et al. (2006), utilizaram o meio Agar Coco para verificar a producdo de
ocratoxina A por fungos do género Penicillium spp. isolados de diferentes cultivares de

uva. Este estudo revelou a presenca de 34 das 379 (9%) linhagens de Penicillium como
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potenciais produtoras de ocratoxina A. Consequentemente os 34 isolados foram
analisados por CCD. Onze fungos deram origem a pontos fluorescentes: 4 linhagens
das 34 (10%) produziram um metabdlito com um ponto similar em cor e valor de R
como o padrédo de OTA e da linhagem de A. niger produtora de OTA, enquanto outras 7
linhagens produziram 2 pontos diferentes em cor e valor de R;do padrédo de OTA e da
linhagem referéncia. Os autores confirmam que o Agar Coco é um método adequado
para o screening de fungos potencialmente produtores de OTA. Entretanto, outros
metabolitos podem ser fluorescentes causando interpretacdes erradas, portanto,
analises especificas sdo essenciais para determinar a presenca de linhagens
produtoras de OTA.

Costa e Scussel (2002), utilizaram a técnica do Agar Coco para a verificagdo dos
potenciais produtores de aflatoxinas, ocratoxina A e citrinina, sendo estas extraidas do
préprio meio com solvente organico, para posterior identificacdo e confirmacéo por
CCD. As principais espécies produtoras de micotoxinas encontradas foram: A. flavus
(aflatoxina), A. parasiticus (aflatoxina), A. ochraceus (ocratoxina A) e P. citrinum
(citrinina), sendo avaliada também a quantidade de produg&o das micotoxinas. Para os
autores, os testes toxigénicos nao fornecem todas as informacdes devido as diferencas
de comportamento dos fungos em diferentes meios ou diferentes substratos, portanto,
os dados obtidos devem ser considerados somente como um indicativo.

As consideracgOes feitas por Torelli et al. (2006) e Costa e Scussel (2002), sédo
totalmente validas, pois os dados obtidos por técnicas como o Agar Coco n&o séo de
total certeza, sendo necessario a realizacdo de testes confirmatdrios. A técnica do Agar
Coco deve ser utilizada como um screening inicial, sendo capaz de indicar potenciais
produtores de OTA.

Entretanto, pode-se observar que os resultados encontrados no Agar Coco s&o
muitas vezes confirmados por metodologias mais sensiveis como o CLAE, como foi o
caso do trabalho desenvolvido por O Callaghan, Caddick e Dobson (2003). O objetivo
do trabalho era comprovar a necessidade do gene policetideo sintetase na biossintese
da OTA em Aspergillus ochraceus. Apos a inativacdo de tal gene o método do Agar
Coco foi utilizado para selecionar linhagens mutantes néo produtoras de OTA. Das 216

coldnias transformantes testadas no Agar Coco, 7 foram identificadas como
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atoxigénicas baseada na auséncia de halo ao redor das col6nias. Tais resultados foram

confirmados posteriormente por CCD e CLAE.

5.5 NIRS

As mesmas amostras selecionadas para o CLAE também foram utilizadas na
analise pela NIRS. Os dados obtidos pelo CLAE séo de extrema importancia, ja que a
proposta é a utilizacdo da NIRS como método para deteccdo e quantificacdo da OTA.

Optou-se pelo uso de 2 métodos pela NIRS: a transmitancia, utilizando cristais
de fluoreto de calcio, e o ATR (reflectancia) com o uso de cristal de selenito de zinco.
Tal escolha ocorreu, pois segundo Dowell et al. (2002) a reflectancia mostrou melhores
resultados na deteccdo de fumonisina (micotoxina produzida por fungos do género
Fusarium sp.) quando comparados com a transmitancia, entretanto, segundo Bdrjesson,
Stenberg e Schnirer (2007) a transmitancia pode ser melhor na deteccdo de
metabolitos que apresentam concentracdes muito baixas, como é o caso da ocratoxina
A (APENDICES 18 E 19).

Observa-se na TABELA 4 os dados dos testes realizados para a utilizacdo da
NIRS na deteccdo da OTA (APENDICES 20, 21, 22, 23 e 24).
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TABELA 4 — PRE-TRATAMENTOS (P.T.) UTILIZADOS PARA DETECCAO DE
OCRATOXINA A, EM AMOSTRAS DE FUNGOS DO GENERO Aspergillus sp., COM
SUAS VARIAVEIS LATENTES E RESPECTIVOS VALORES DE CALIBRACAO,
VALIDACAO, ERROS E PREDICAO

Dados P.T. Variaveis Latentes Predicdio  Z=(o-e)’

Reflectancia 1 4 erro 5* erro 6 erro

C:099 Ci004 C:099 C:001 C:09 C:001 NP:0,168 0,53965
V:0,93 Vv:0,19 V:09 V:017 V:09 V:0,16 P:1,168

Reflectancia 2 5 erro 6* erro 7 erro
C:099 C:0,01 C:099 C:0,01 C:0,99 C:0,008 NP:0,276 -
V:0,96 V:0,16 V:096 V:015 V:091 V:0,15 P:m
Transmitancia 3 1 erro 2* erro 3 erro

C:097 ¢C:0,11 C:099 C:0,06 C:0,99 C:0,03 NP:0,310 0,12707
V:0,94 V:0,24 V:0,95 V:0,21 V:094 V:0,21 P:0,824

Transmitancia 4 2 erro 3* erro 4 erro

c:099 ¢C:0,06 C:099 C:0,03 C:0,99 C:0,01 NP:0,363 0,18889
V:096 V:021 V:095 V:020 V:095 V:0,20 P:0,761

Transmitancia 5 1 erro 2% erro 3 erro

c:098 C:009 C:099 C:0,04 C:099 C:0,01 NP:0,296 0,11824
vV:0,97 V:022 V:097 V:019 V:097 V:0,19 P:0,825

FONTE: O autor (2010)

Nota: Pré-tratamentos: 1- Modelo fungdo MSC sem 18C; 2- Modelo fungdo MSC sem 18C e 20C; 3-
Modelo fungdo MSC; 4- Modelo fungdo MSC sem 10A; 5- Modelo funcdo MSC sem 10A e 31A. Predi¢cao:
NP- ndo produtor (valor atribuido 0); P- produtor (valor atribuido 1). * Melhor nimero de variaveis
latentes. m= ndo foi possivel realizar a predi¢cdo, o= valor observado, ou seja, valores obtidos por CLAE,
e= valor obtido na predicéo.

Os modelos escolhidos para a relizagdo da predicdo foram aqueles que
obtiveram os melhores valores de calibracéo e validagdo. No caso de reflectancia foram
usados 2 modelos: 1- Modelo fungdo MSC sem 18C, no qual foi realizado a
transformacédo de reflectancia para absorbéancia e o MSC, retirando a amostra 18C; 2-
Modelo funcdo MSC sem 18C e 20C, no qual foi realizado a transformacdo de
reflectancia para absorbéncia e o MSC, ainda neste caso, foram retiradas as amostras

18C e 20C para a obtenc&o dos melhores resultados.
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Para a transmitancia utilizou-se 3 modelos: 3- Modelo fungdo MSC, tendo os
valores modificados de transmitancia para absorbancia seguido de MSC; 4- Modelo
funcdo MSC sem 10A, o qual sofreu a modificacéo para absorbancia, MSC e a retirada
da amostra 10A; 5- Modelo fungcdo MSC sem 10A e 31A, tendo os valores modificados
para absorbancia seguido de MSC e a retiradas das amostras 10A e 31A.

Cada modelo possui 0 seu melhor nimero de variaveis latentes(*). Observa-se
gue nem sempre as melhores variaveis latentes sdo aquelas com os melhores valores
da calibracdo e validagdo. No modelo 1, 6 variaveis latentes apresentam valor de
validacdo maior que 5 varidveis; entretanto, quanto o menor nimero de variaveis
latentes no modelo o erro é diminuido. Portanto, a escolha € sempre do modelo que
possui menos variaveis latentes.

Ainda na tabela 4, pode-se observar os valores de predicdo para cada modelo,
onde NP= n&o produtor de OTA e P= produtor de OTA. A melhor predi¢do € aquela na
qgual o ndo produtor mais se aproxima de 0 e o produtor mais se aproxima de 1. Para
facilitar mais ainda a comparacao entre os modelos é usado a somatoria dos erros da
predicdo, X=(observado-esperado)?, onde o observado, neste caso, é a concentracéo
de OTA detectada pelo CLAE e o esperado é o valor predito de OTA pelo programa.

Neste caso, verifica-se que o melhor modelo para detectar a OTA nas amostras
foi 0 modelo 5. Pois o valor da somatéria dos erros da predicao foi o menor (0,118241),
na prépria predicdo os valores esperados estavam préoximos dos valores observados e
ainda, o melhor numero de variaveis latentes foi 2.

Pode-se observar ainda que os outros 2 modelos que utilizaram os dados obtidos
por transmitancia, modelos 3 e 4, tiveram as menores variaveis latentes, melhores
predicbes e menores valores da somatoria dos erros da predicdo em relacdo aos
modelos 1 e 2, que utilizaram dados da reflectancia. Portanto, a transmitancia mostrou-
se mais eficiente na detec¢do de OTA em amostras de fungos.

Em relacdo a utilizagdo da NIRS para a quantificacdo de OTA pode-se observar
a TABELA 5 (APENDICES 25, 26, 27 e 28). A mudanca que existe é a atribuicdo de
valores, pois neste caso, sabe-se a concentracdo de OTA produzida pelos isolados. A

amostra utilizada na predicdo tem a concentracdo de 3,30 pg/L de OTA, portanto, o



96

valor atribuido a amostra produtora € de 3,30. Ou seja, 0 melhor modelo é aquele que

0 néo produtor se aproxima de 0 e o produtor se aproxima de 3,30.

TABELA 5 — PRE-TRATAMENTOS (P.T.) UTILIZADOS PARA QUANTIFICACAO DE
OCRATOXINA A, EM AMOSTRAS DE FUNGOS DO GENERO Aspergillus sp., COM
SUAS VARIAVEIS LATENTES E RESPECTIVOS VALORES DE CALIBRACAO,
VALIDACAO, ERROS E PREDICAO

Dados P.T. Variaveis latentes Predicido  X=(0-e)’

Reflectancia 1 2 erro 3* erro 4 erro

cC:095 C:041 C:09 C:0,33 C:0,97 C:0,31 NP:-0,06 0,03262
V:0,88 V:0,66 V: 0,91 V:0,56 V:091 V:0,55 P:3,131

Reflectancia 2 3 erro 4* erro 5 erro

c:09% C:024 C:097 C:021 C:097 C:0,18 NP:0,90 2,68223
Vv:0,84 V:049 V:085 V:047 V:085 V:048 P:1,93

Transmitancia 3 1 erro 2% erro 3 erro

cC:094 C:029 C:098 C:0,01 C:099 C:0,11 NP:0,44 0,77296
V:0,79 V:0,62 V:089 V:046 V:0,89 V:045 P:2,54

Transmitancia 4 3 erro 4% erro 5 erro

C:099 ¢C:004 C:099 C:0,02 C:0,99 ¢C:0,01 NP:-1,24 1,3957
V:0,95 V:0,37 V:095 V:0,36 V:0,95 V:0,35 P:3,61

FONTE: O autor (2010)

NOTA: Pré-tratamentos: 1- Modelo sem pré-tratamento; 2- Modelo sem pré-tratamento sem 16B; 3-
Modelo sem pré-tratamento sem 16B; 4- Modelo funcdo MSC sem 31A e 16B. Predicao: NP- néo
produtor (valor atribuido 0); P- produtor (valor atribuido 3,30). * Melhor nimero de variaveis latentes. o=
valor observado, ou seja, valores obtidos por CLAE, e= valor obtido na predi¢é&o.

Pode-se observar que, para a quantificacdo de OTA nos modelos utilizados, os
melhores resultados sdo do modelo 1 (Modelo sem pré-tratamento) que utilizou dados
obtidos pela reflectancia, e o modelo 3 (Modelo sem pré-tratamento sem 16B),
utilizando dados obtidos pela transmitancia. Apesar da somatéria dos erros da predicado
ser maior no modelo 3 do que no modelo 1, o niUmero de variaveis latentes necessérias
para um melhor resultados no modelo 3 (2 variaveis latentes) é menor do que o

necessario no modelo 1 (3 variaveis latentes).
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Como para a quantificacdo de OTA os modelos que utilizaram dados obtidos por
transmitancia e reflectancia foram muito semelhantes, optou-se por realizar uma nova
analise com mais amostras para a predicdo e somatoria dos erros das predi¢des de 3
variaveis latentes.

Para a escolha de quais amostras seriam utilizadas na predicéo realizou-se um
PCA (Principal Components Analysis — Analise de Componentes Principais), sendo
escolhidas amostras de cada um dos quatro quadrantes e aquelas que se encontravam
mais ao centro do modelo. (FIGURA 20)
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FIGURA 20 — PCA REALIZADO PARA A ESCOLHA DAS AMOSTRAS A SEREM UTILIZADAS NA
PREDICAO
FONTE: O autor (2010)

Nota: as amostras circuladas foram escolhidas para as predi¢des dos modelos.

Os dados da TABELA 6 (APENDICES 29, 30, 31, 32) foram postados no grafico a

seguir (FIGURA 21) para melhor visualizagéo.
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TABELA 6 — PRE-TRATAMENTOS (P.T.) UTILIZADOS PARA QUANTIFICACAO DE
OCRATOXINA A, EM AMOSTRAS DE FUNGOS DO GENERO Aspergillus sp., COM
SUAS VARIAVEIS LATENTES, PREDICOES E SOMATORIA DOS ERROS DAS

PREDICOES
Dados P.T. Predicdo ¥=(0-e)° Predicao ¥=(0-e)° Predicao ¥=(0-e)°
2 3* 4
Reflectancia 1 38C:0,193 1,86555 38C:-0,019 0,65990 38C:-0,072 1,96578
13A:1,476 13A:1,494 13A:1,670
11A:1,603 11A:1,722 11A:1,822
31B:1,617 31B:1,561 31B:1,542
16A:1,996 16A:1,643 16A:1,655
Predicédo Y=(0-e)’ Predicdo ¥=(0-e)’ Predicdo Y=(0-e)°
3 4* 5
Reflectancia 2 38C:-0,547 0,68795 38C:-0,471 5,33465 38C:-0,405 0,671019
13A:0,755 13A:-0,794 13A:1,130
11A:1,251 11A:1,289 11A:1,173
31B:0,734 31B:0,804 31B:0,679
16A:0,859 16A:0,961 16A:1,024
Predicdo 2=(0-e)° Predicédo 2=(0-e)° Predicdo z=(0-e)°
1 2* 3
Transmitancia 3 38C:0,077 0,20486 38C:0,024 0,154843 38C:-0,137 0,71109
13A:1,381 13A:1,591 13A:1,937
11A:0,475 11A:0,452 11A:0,092
31B:0,982 31B:1,204 31B:1,138
16A:0,932 16A:1,308 16A:1,244
Predicdo 2=(0-e)° Predicdo 2=(0-e)° Predicdo z=(0-e)°
2 3* 4
Transmitancia 4 38C:0,111 0,02929 38C:0,072 0,018353 38C:0,028 0,028009
13A:1,425 13A:1,409 13A:1,462
11A:0,685 11A:0,677 11A:0,654
31B:1,044 31B:1,045 31B:1,070
16A:1,300 16A:1,319 16A:1,343

FONTE: O autor (2010)

NOTA; Pré-tratamentos: 1- Modelo sem pré-tratamento; 2- Modelo sem pré-tratamento sem 16B; 3-
Modelo sem pré-tratamento; 4- Modelo fungdo MSC sem 31A e 16B. Predigdo: valores obtidos pelo CLAE
(valores observados) 38C: 0,00; 13A: 1,334; 11A: 0,634; 31B: 0,971; 16A: 1,324. * Melhor nimero de
variaveis latentes. o= valor observado, ou seja, valores obtidos por CLAE, e= valor obtido na predigdo.
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FIGURA 21 - COMPARACAO ENTRE PRE-TRATAMENTOS, SOMATORIA DOS ERROS DAS
PREDICOES E VARIAVEIS LATENTES
FONTE: O autor (2010)

NOTA: Pré-tratamentos: 1- Modelo sem pré-tratamento (reflectancia); 2- Modelo sem pré-tratamento sem
16B (reflectancia); 3- Modelo sem pré-tratamento (transmitancia); 4- Modelo funcdo MSC sem 31A e 16B

(transmitancia).

Na Figura 21 pode-se observar que entre os 4 modelos utilizados (1- Modelo
sem pré-tratamento (reflectancia); 2- Modelo sem pré-tratamento sem 16B
(reflectancia); 3- Modelo sem pré-tratamento (transmitancia); 4- Modelo fungdo MSC
sem 31A e 16B (transmitancia)), o modelo 4 teve os melhores resultados. O numero de
variaveis latentes foi baixo (2, 3 e 4) e a somatoria dos erros das predi¢cdes foi 0 menor.
No modelo 3 nota-se que o numero de variaveis (1, 2 e 3) € menor quando comparados

ao modelo 4, entretanto o erro no modelo 3 € bem superior.
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J& o modelo 2 obteve os piores resultados, tendo o maior nimero de variaveis
latentes (3, 4 e 5) e os maiores erros. E 0 modelo 1 apresentou menores variaveis
latentes (2, 3 e 4) quando comparado ao modelo 2, mas os erros ainda continuam muito
altos.

Segundo esses dados, os modelos que utilizaram dados obtidos por
transmitancia foram os melhores (modelos 3 e 4), quando comparados aos modelos
gue utilizaram dados obtidos por reflectancia, para a quantificacdo de OTA.

Estes resultados concordam com aqueles obtidos por Bérjesson, Stenberg e
Schnirer (2007) que dizem que a transmitancia pode ser melhor na deteccao de
metabolitos que apresentam concentracdes muito baixas, como é o caso da ocratoxina
A. Os autores avaliaram a reflectancia e transmitancia na detec¢do de ergosterol em
graos, e verificaram que apesar das duas metodologias apresentarem resultados muito
préximos, a transmitancia, além de ser mais facil, obteve resultados um pouco
melhores.

Dowell et al., (2002) também verificaram que a transmitancia apresentou
melhores resultados na utilizacdo da espectroscopia por infravermelho na detecgéo de
fumonisina em gréos, entretanto, mais experimentos com um maior numero de
amostras devem ser realizados.

Pettersson e Aberg (2003) utilizaram a transmitancia para detectar a micotoxina
deoxinivalenol (DON) em cereais. Os autores concluiram que é totalmente possivel
desenvolver um modelo de calibracao, o qual pode ser usado para detectar a DON em
trigo.

Galvis-Sanchez, Barros e Delgadillo (2007), obtiveram bons resultados quando
utilizaram o ATR (reflectancia) para a detec¢cédo de OTA em sucos de uva. Uma curva
de calibracéo foi construida de 10 a 40 pg/Kg de OTA. Amostras com niveis de OTA
acima de 20 pg/Kg foram separados de amostras contaminadas com concentragdes
abaixo de 10 pg/Kg e de amostras ndo contaminadas.

Uma preocupacao que sempre existe quando se utiliza a NIRS para a deteccéo
de micotoxinas é a sua baixa concentracdo nas amostras, o que foi verificado no

presente trabalho.
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Bdrjesson, Stenberg e Schnirer (2007) também levaram em consideracdo as
baixas concentracOes de ergosterol nos graos, entretanto a utilizacdo da NIRS foi
eficiente na sua deteccdo. Dowell et al., (1999) sugerem a existéncia de uma
combinacdo de diferentes metabdlitos, ou seja, a deteccdo de metabdlitos em baixas
concentracdes podem estar relacionadas a metabdlitos em concentracdes mais altas,
facilitando a deteccdo pela NIRS. Em outras palavras, pode existir uma relagédo intima
de metabdlitos produzidos em menores concentracdes, com metabdlitos em maiores
concentracoes, consequentemente mais faceis de serem detectados.

Outra preocupacdo em relacdo a detec¢cdo de micotoxinas em meio liquido,
como foi utilizado no presente trabalho, é a interferéncia da dgua nos resultados, afinal,
a agua emite sinais muito fortes nas analises da NIRS. Borjesson, Stenberg e Schnirer
(2007) verificaram que a agua nao influenciou em seus resultados quando a NIRS foi
utilizada para a deteccdo de ergosterol. Atualmente existe um grupo conhecido por
AquaPhotomics (TSENKOVA, 2007) que defende que a &gua néo influencia nas
analises, podendo até ajudar na emisséo de sinais de metabolitos menos concentrados.

Partindo de todos os resultados obtidos pelas analises da NIRS, verificou-se que
tal metodologia pode ser usada como um rapido screening para a verificacdo da

producdo e até a quantificacdo de OTA por isolados fungicos de alimentos.
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6 CONCLUSOES

» Dos 47 isolados, 13 foram identificados como sendo Aspergillus sp. pertencentes
a secao Nigri e 34 isolados Aspergillus sp. representantes da se¢édo Circumdati;

* O protocolo de extracdo de DNA utilizando o CIA néo foi eficiente para todos os
isolados de Aspergillus das secdes Nigri e Circumdati utilizados no presente
trabalho;

* Os oligonucleotideos iniciadores utilizados para identificacdo de A. niger foram
satisfatorios;

* Os oligonucleotideos iniciadores para identificacdo de A. ochraceus, A.
carbonarius e A. westerdijkiae ndo resultaram em amplificagao;

» A técnica do &gar coco pode servir como um screening inicial, sendo capaz de
indicar potenciais produtores de OTA,;

* A transmitancia mostrou melhores resultados na deteccdo e quantificacdo de
ocratoxina A em amostras de isolados fangicos, entretanto a reflectancia pode
ser uma boa alternativa,

» A utilizacdo da NIRS para deteccdo e quantificacdo de ocratoxina A em isolados
fungicos € uma metodologia viavel, entretanto, novos testes precisam ser

realizados.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

Para a otimizacéo da técnica da NIRS na deteccéo e quantificacdo de OTA, néo
somente em isolados fungicos, mas também em alimentos, deve-se montar um modelo
aonde sdo incluidas mais amostras, com mais respeticées e diferentes concentracdo de
OTA. Além da confeccdo de uma curva de calibracdo com variadas concentracdes da
OTA.

A possivel interferéncia ou auxilio da agua nas analises de metabdlitos, como a
OTA, devem ser avaliados mais cuidadosamente.

As metodologias de transmitancia e reflectancia se apresentam como
promissoras ferramentas na deteccdo e quantificagcdo da OTA, para tal, mais testes
devem ser realizados utilizando essas duas metodologias. Entre eles, se propde a
realizacdo de diluicdes das amostras para diminuir sinais que eventualmente estejam
interferindo nas analises.
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APENDICES

APENDICE 1 — CURVA DE CALIBRAGCAO OBTIDA POR CLAE

-nod C:\HPCHEM\1\METHODS\OTA LC.M

Calibration Table

Ocratoxina A

Calib. Data Modified : Thursday, 1 le January le 1998 07:31:27
Calculate : External Standard

Based on i Peak Area

Rel. Reference Window : 5.000 %

Abs. Reference Window : 0.000 min

Rel. Non-ref. Window : 5.000 %

Abs. Non-ref. Window : 0.000 min

Uncalibrated Peaks H not reported

Partial Calibration : Yes, identified peaks are recalibrated
Correct All Ret. Times: No, only for identified peaks

Curve Type : Linear

Origin s Included

Weight § Equal

Recalibration Settings:

Average Response : Average all calibrations

Average Retention Time: Floating Average New 75%

Calibration Report Options
Printout of recalibrations within a sequence:
Calibration Table after Recalibration
Normal Report after Recalibration
If the sequence is done with bracketing:
Results of first cycle (ending previous bracket)

Signal 1: FLD1 A, Ex=333, Em=470

RetTime Lvl Amount Area Amt/Area Ref Grp Name

[min] sig [ug/1L]
e al e fimems = e fimml] e e s
12.386 1 1 5.00000e-1  1.25484 3.98458e-1 OTA

2 1.25000 2.93602 4.25747e-1
3 5.00000 13.04890 3.83174e-1
4 10.00000 25.41418 3.9348le-1

Peak Sum Table

***No Entries in table***

Calibration Curves

[Area | OTA at exp. RT: 12.386
25 74 | FLDL A, Ex=333, Em=470
| P Correlation: 0.99983
| 201 Residual Std. Dev.:  0.22805
| o Formula: y = mx + b
[ ‘ m: 2.55719
; Q4 b: -3.57858e-2
| r x: Amount[ug/L]
| 10 7 y: Area
\ r4
| 5 2 7
| 14
| A
0 B — ey
| 0 10

5
Amountjug/L] !




APENDICE 2 — DETECCAO DE OCRATOXINA A NA AMOSTRA 13 A POR CLAE

a File C:\HPCHEM\1\DATA\OTA\OTA00318.D

Sample Name: AmMOSTIa 4A

Injection Date
Sample Name
Acqg. Operator 5
Acg. Method :
Last changed 3

Analysis Method :
Last changed

1/1/1998 07:02:23

: Amostra 4A

Angela
C:\HPCHEM\l\METHODS\OTA;LC.M
1/1/1998 04:03:28 by Angela
(modified after loading)
C:\HPCHEM\ 1\METHODS\OTA_LC.M
1/1/1998 07:40:09 by Angela
(modified after loading)

Determinacdoc de Ocratoxina A
Coluna - ZorbaxCl8 150mm 4,6mm Sum
Fase Mével - ACN-acido Acético (41:59)

Fluxo - ImL - min

e =t — o O =

FLD1 A, Ex=333,

Em=470 (OTA\OTA00318.D)

Location : Vial 1

L 0
; o
] | ‘ il |
4 | i
{ J B < [
i | ©
| 20 Rl £
(=]
; 1 (1 g
1 I 1 ©
1 | H ! (@]
| o % B >
‘ ] 1N N\ T &P
J 3 N\ / ! I 3 e.'s' ‘
1l S FoA -
| o?* == R R e R
| S e e — == ; S
Lo 2 "4 s & " " q 2 14 min

External Standard Report

Sorted By : Signal
Calib. Data Modified : Thursday, 1 le January le 1998 07:27:52
Multiplier d 1.0000
Dilution 3 1.0000

Signal 1: FLD1 A,

RetTime Type
[min] LU
14.011 MM

Results obtained

Ex=333, Em=470

Area Amt/Area Amount

3.20935 4.15795e-1 1.33443

1.33443

Ocratoxina A

with enhanced integrator!

**%* End of Report ***
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APENDICE 3 — DETECCAO DE OCRATOXINA A NA AMOSTRA 13B POR CLAE

Injection Date 1/1/1998 07:37:10

: Amostra 4B

122

Sample Name Location Vial 1
Acg. Operator : Angela
Acg. Method C:\HPCHEM\I\METHODS\OTA_LC.M
Last changed 1/1/1998 04:03:28 by Angela
(modified after loading)
Analysis Method C# \HPCHEM\l\METHODS\OTAﬁLC.M
Last changed 1/1/2010 08:26:48 by Angela
(modified after loading)
Determinacdo de Ocratoxina A
Coluna - ZorbaxCl8 150mm 4, 6mm Sum
Fase Mével - ACN-acido Acético {(41:59)
Fluxo - 1mL -~ min -
| FLD1 A, Ex=333, Em=470 (OTA\OTA00320.D)
| Norm. ]
i
J i i
‘ 70 N |
| I h
] | Lo
| 60 - i i‘ [
\
‘ 1 | \ V
‘ 50 1 ‘ |
L] | |
| = ol
|
‘ 4 ‘ i | 4 ‘ '
30 Pl i
1 1 il
1 1 |1 <
] | ‘ b £
20 | 3” 3
] | | ' [
] i i ‘ 8 o
1 Pl | ©
10+ vt i ; S
‘ Y U [\ g
4 L ! o
- - | iﬁp B
0 == = ——— = =
| T \ : T T T T
| 0 B 2 4 6 8 10 12 14 min
External Standard Report
Sorted By Signal
Calib. Data Modified 1/1/2010 08:26:47
Multiplier 1.0000
Dilution 1.0000

Signal 1: FLD1 A, Ex=333, Em=470

RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
[min] LU *s [ug/L]
******* R e Rt B e e | st
14.040 MM 3.36063 4.14480e-1 1.392%91 Ocratoxina A
Totals : 1.3828%1

Results obtained with enhanced integrator!

*#** End of Report ***
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APENDICE 4 — DETECCAO DE OCRATOXINA A NA AMOSTRA 13 C POR CLAE

i File C:\HPCHEM\1\DATA\OTA\OTAUGU3ZL.U

Injection Date : 1/1/1998 07:55:05

Sample Name : Amostra 4C Location : Vvial 1
Acg. Operator : Angela

Acg. Method H C:\HPCHEM\l\METHODS\OTA_LC.M

Last changed : 1/1/1998 04:03:28 by Angela

(modified after loading)
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\OTA LC.M
Last changed : 1/1/2010 08:26:48 by Angela
(modified after loading)
Determinagdo de Ocratoxina A
Coluna - ZorbaxCl8 150mm 4, 6mm 5Sum
Fase Movel - ACN-acido Acético (41:59)
Fluxo - 1lmL - min

‘ FLDT A, Ex=333, Em=470 (OTA\OTA00321.D) o T T
| Norm. ]
J 1 ;
] |
| {
| ” ] i | l
1 ] | |
| f [
! ;] 8 |
f 604 | !
4 1 4
s I
4 ] ‘ |
e | |
| ? | l |
| 1 [ |
| 30| ‘P
! H

] H 1 "
( vt <
| i | b ‘ \} 5
| 20 by 2
] 4 | 1 | 'H <
| ] RN \ - S & ‘[

} | | N )
l[ 10*j’ | | ‘u a b:?)() r
[ 4 o | & |
[ o—j"» - ) N /A - - of !
| ) 7 T .
\ 9o 2 4 6 r 14 min
External Standard Report

Sorted By H Signal
Calib. Data Modified : 1/1/2010 08:26:47
Multiplier H 1.0000
Dilution : 1.0000

Signal 1: FLD1 A, Ex=333, Em=470

RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
[min] LU *s [ug/L]
——————— e B e | | R | i e
14.033 MM 4.80302 4.06101le-1 1.95051 Ocratoxina A
Totals : 1.95051

Results obtained with enhanced integrator!

*** End of Report ***
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APENDICE 5 — DETECCAO DE OCRATOXINA A NA AMOSTRA 18B POR CLAE

Injection Date 1/1/1998 04:27:12

Sample Name : Amostra 5B Location : Vial 1
Acq. Operator Eriel
Acg. Method 5 C:\HPCHEM\I\METHODS\OTA_LC.M
Last changed 1/1/19%8 04:22:39 by Eriel
(modified after loading)
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\OTA LC.M
Last changed 1/1/1998 07:31:29 by Eriel
(modified after loading)
Determinacdo de Ocratoxina A
Coluna - ZorbaxCl8 150mm 4, 6mm 5Sum
Fase Movel - ACN-acido Acético (41:59)
Fluxo - 1mL - min
FLD1 A, Ex=333, Em=470 (OTA\OTAQ0306.D)
w
100 !
|
| |
80 1‘
11
1 } |
60 — ‘ |
1 [ J
1 IR
40 (1
j | 3\ {l
AR
| i \!1 i
1 | E
20a; I W =
{ I 1] || X o =Y
| RS f LE
B R i § 5
% i 9!?0 |
0 — = = —_— —_— = - {
| — T T T T T T |
0 2 4 3] - 8 10 12 14 nnA
External Standard Report
Sorted By Signal
Calib. Data Mecdified Thursday, 1 le January le 1998 07:31:27
Multiplier 1.0000
Dilution 1.0000
Signal 1: FLD1 A, Ex=333, Em=470
RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
[min] LU *ig [ug/L]
******* i e e e e e e e e e e
12.277 MM 8.41569 3.92718e-1 3.30499 OTA
Totals 3.30499%
Results obtained with enhanced integrator! P

*%* End of Report *#*%
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APENDICE 6 — DETECCAO DE OCRATOXINA A NA AMOSTRA 10A POR CLAE

a File C:\HPCHEM\1\DATA\OTA\OTA0Q308.D Sample Name
Injection Date : 1/1/1998 05:02:21

Sample Name : Amostra 6A Location : Vial 1

Acqg. Operator : Eriel

Acg. Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\OTA LC.M

Last changed : 1/1/1998 04:22:39 by Eriel

(modified after loading)
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\OTA LC.M
Last changed : 1/1/1998 07:42:15 by Eriel
(modified after loading)
Determinacdo de Ocratoxina A
Coluna - ZorbaxCl8 150mm 4, 6rm 5Sum
Fase Mével - ACN-&cido Acético (41:59)
Fluxo — 1mL - min
[ FLD1 A, Ex=333, Em=470 (OTA\OTAO0308.D)
LU

80

PR

70

g |

External Standard Report

Sorted By 3 Signal
Calib. Data Modified : Thursday, 1 le January le 1998 07:31:27
Multiplier 3 1.0000
Dilution : 1.0000

Signal 1: FLD1 A, Ex=333, Em=470

RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name

[min] LU *s [ug/L]
Tl2.zes m | 315171 3.05a05e-1  1.248e8  om
Totals @ 1.24648

Results obtained with enhanced integrator! -

*** End of Report #*#**



APENDICE 7 — DETECCAO DE OCRATOXINA A NA AMOSTRA 10B POR CLAE

a File C:\HPCHEM\1\DATA\OTA\OTA00310.D Sample Name: Amos

Injection Date 1/1/1998 05:37:14

Sample Name : Amostra 6B Location : Vial 1
Acg. Operator Eriel
Acg. Method C:\HPCHE]"I\]_\METHODS\OTA;LC.M
Last changed 1/1/1998 04:22:39 by Eriel
(modified after loading)
Analysis Method C:\HPCHEM\l\METHODS\OTA_LC.M
Last changed 1/1/1998 07:45:43 by Eriel
(modified after loading)
Determinacio de Ocratoxina A
Coluna - ZorbaxCl8 150mm 4, 6mm Sum
Fase Mével - ACN-4cido Acético (41:59)
Fluxe - ImL - min
[ FLD1 A, Ex=333, Em=470 (OTA\OTA00310.D)
W
] {
80 ﬁ
] I
70 - |
1 ol
] Y
60 - . ‘
| ] | |
i 1
| 50 - ‘ ’ =
{
I
] f ‘
40 | ] ‘
} | |
- |
%07 i "
1 - ! | "
I ] i
] 20 | LI
1 [ ;J}l s
] ! ‘: o
| 1 [ L‘ i . &
10 | ! | / &
] \J & [\ & 5
1 VoA \ B ) §§§
S - BN | WA, -
| T T T T T T T T T T
| 0 2 4 6 8 10 12 14
External Standard Report
Sorted By Signal
Calib. Data Modified Thursday, 1 le January le 1998 07:31:27
Multiplier 1.0000
Dilution 1.0000
Signal 1: FLD1 A, Ex=333, Em=470
RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
[min] LU #g [ug/L]
——————— | = [mmsnnamnms o mm e fror e m e [ | e st e
12.262 MM 3.58832 3.94955e-1 1.41722 OTA
Totals 1.41722
Results obtained with enhanced integrator! <

**% End of Report ***
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APENDICE 8 — DETECCAO DE OCRATOXINA A NA AMOSTRA 10C POR CLAE

.a File C:\HPCHEM\1\DATA\OTA\OTA00311l.D Sample Name: Amostra 6C

Injection Date : 1/1/1998 05:54:30

Sample Name : Amostra 6C Location : Vial 1
Acq. Operator ¢ Eriel

Acq. Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\OTA LC.M

Last changed : 1/1/1998 04:22:39 by Eriel

(modified after loading)
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\OTA LC.M
Last changed : 1/1/1998 07:45:43 by Eriel
(modified after loading)
Determinagdo de Ocratoxina A
Coluna - ZorbaxCl8 150mm 4, 6mm 5Sum
Fase Movel - ACN-acido Acético (41:59)
Fluxo - 1lmL - min

( FLD1 A, Ex=333, Em=470 (OTA\OTA00311.D)
[ Ly
| 5
| 80 - “
\ ] |
| |
| =} 1
70: r|
L ,
BT
| : |
| 1 I
‘ 50 ‘ |
! 1 | I
40— |
7 |
11
] |
30 (1] I
] ! .‘; f”l
] I
20*_ | ‘ ‘i‘i‘
Vi g .
1 VI 14 " N
3 L ‘ 3 . %
10+ A fl 8 &
Lo IR &
st \ \ \ "y
A R L S S
| 1 T T T I B T T T
| 0 2 4 6 8 10 12 14 miny
External Standard Report
Sorted By 2 Signal
Calib. Data Modified : Thursday, 1 le January le 1998 07:31:27
Multiplier 3 1.0000
Dilution 3 1.0000

Signal 1: FLD1l A, Ex=333, Em=470

RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp  Name

[min] LU *s [ug/L]
Tozezwt | s.08s17 3.0a097e1  1.60370 loma
Totals : 1.60370

Results obtained with enhanced integrator! P

*** End of Report ***




APENDICE 9 — DETECCAO DE OCRATOXINA A NA AMOSTRA 11A POR CLAE

Injection Date

1/1/1998 06:11:50

Sample Name : Amostra TA Location : Vial 1
Acq. Operator Eriel
Acqg. Method C:\HPCHEM\I\METHODS\OTA_‘LC.M
Last changed 1/1/1998 04:22:39 by Eriel
(modified after loading)
Analysis Method C:\HPCHEM\l\METHODS\OTA_LC.M
Last changed 1/1/1998 07:45:43 by Eriel
(modified after loading)
Determinacdo de Ocratoxina A
Coluna - ZorbaxCl8 150mm 4, 6mm 5um
Fase Mével - ACN-Acido Acético (41:59)
Fluxo - ImL - min
FLD1 A, Ex=333, Em=470 (OTA\OTA00312.D)
“ W
|
|
' 1 \
|
| T
g 80 :
\ Wy
| 1! o
] .
S |
l 1 o
‘ [ |
40 - | ’ ]E
“‘J
g B h
Ll
f o
20— |F b i g
‘ I t g
1 vio i g
A / & N#F
0! e - e St / R e — = 7 — -
T T T I T T
.0 2 4 6 8 10 12
External Standard Report
Sorted By Signal
Calib. Data Modified Thursday, 1 le January le 1998 07:31:27
Multiplier 1.0000
Dilution 1.0000
Signal 1: FLD1 A, Ex=333, Em=470
RetTime Type Area Amt/Area Amount  Grp  Name
[min] LU *g [ug/L]
——————— R S S e el e
12.247 MM 1.58702 3.99873e-1 6.34607e-1 OTA
Totals 6.34607e-1

Results obtained with enhanced integrator! -

*** End of Report ***
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APENDICE 10 — DETECCAO DE OCRATOXINA A NA AMOSTRA 11C POR CLAE

a File C:\HPCHEM\1\DATA\OTA\OTA00315.D Sample Name: Arp
Injection Date : 1/1/1998 07:03:41

Sample Name : Amostra 7C Location : Vvial 1

Acqg. Operator 1 Eriel

Acg. Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\OTA LC.M

Last changed : 1/1/1998 04:22:39 by Eriel

(modified after loading)
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\OTA ILC.M
Last changed : 1/1/1998 07:45:43 by Eriel
(modified after loading)
Determinagdo de Ocratoxina A
Coluna - ZorbaxCl8 150mm 4, émm 5Sum
Fase Mével - ACN-&cido Acético (41:59)
Fluxo - 1mL - min
FLD1 A, Ex=333, Em=470 (OTA\OTA00315.D)

8

g8 3
PRI R AT LR

E -
30 \ “ i
20 LA

External Standard Report

Sorted By : Signal
Calib. Data Modified : Thursday, 1 le January le 1998 07:31:27
Multiplier : 1.0000
Dilution % 1.0000

Signal 1: FLD1 A, Ex=333, Em=470

RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name

[min] LU *s [ug/L]
Toazea | a.7ease 3.e307set  Losssos om
Totals : 1.88903

Results obtained with enhanced integrator! :

*** End of Report ***
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APENDICE 11 — DETECCAO DE OCRATOXINA A NA AMOSTRA 31A POR CLAE

ta File C:\HPCHEM\1\DATA\OTA\OTAQ0316.D Sample Name: Amos

Injection Date : 1/1/1998 07:20:49

Sample Name : Amostra BA Location : Vial 1
Acq. Operator : Eriel

Acqg. Method ¢ s \HPCHEM\I\METHODS\OTA;LC.M

Last changed : 1/1/1998 07:31:29 by Eriel

(modified after loading)
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\OTA ILC.M
Last changed : 1/1/1998 07:45:43 by Eriel
(modified after loading)
Determina¢do de Ocratoxina A
Coluna - ZorbaxCl8 150mm 4, émm 5Sum
Fase Movel - ACN-4cido Acético (41:59)
Fluxo - 1mL - min
FLD1 A, Ex=333, Em=470 (OTA\OTAQ00316.D)

112.233- OT)
|1p233- OTA
.

‘e

|
|

o
[N}
£
(2]
00—
-
-
-
gl
=
S

External Standard Report

Sorted By : Signal
Calib. Data Modified : Thursday, 1 le January le 1898 07:31:27
Multiplier : 1.0000
Dilution : 1.0000

Signal 1: FLD1 A, Ex=333, Em=470

RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name

[min] Lo *g [ug/L]
20w W 6.80000 5.o30met  maizar am
Totals : 2.71227

Results obtained with enhanced integrator! -

*** End of Report *#**
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APENDICE 12 — DETECCAO DE OCRATOXINA A NA AMOSTRA 31B POR CLAE

Injection Date : 1/1/1998 07:55:59

Sample Name Amostra 8B Location : Vial 1

Acg. Operator Eriel

Acg. Method C:\HPCHEM\ 1\METHODS\OTA LC.M

Last changed 1/1/1998 07:45:43 by Eriel
(modified after lcading)

Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\OTA LC.M

Last changed : 1/1/1998 08:21:18 by Eriel
(modified after loading)

Determinacdo de Ocratoxina A

Coluna - ZorbaxCl8 150mm 4, 6mm S5um

Fase Mével - ACN-acido Acético (41:59)

Fluxo - ImL - min

FLD1 A, Ex=333, Em=470 (OTA\OTA00318.D)

e oer ws e

[ w ]
! ] ]
] I
70 — i
' Il
60| |
] \
] N
S0+ {
‘ ] |
40 -] ‘ ,
i I |
] R
30 .
% 1 §[ T
1 | “ il
‘ 201 | | |
| ;
| It <
r : It 5 @
| 10 oot LY Hl\ : bp'x\%
| ] i R I E )
| | | \ A‘ ‘ ’I‘ steb.
| D*‘ - = — | ST L= e s B, e e —
T e \ T T T
0 2 4 6 8 10 12 14
External Standard Report
Sorted By ¥ Signal
Calib. Data Modified : Thursday, 1 le January le 1988 07:31:27
Multiplier i 1.0000
Dilution 3 1.0000

Signal 1: FLD1 A, Ex=333, Em=470

RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name

[min] LU *s [ug/L]
T2zanm | 244786 3.0677201 5.7za1ent oma
Totals : 9.71241e-1

Results obtained with enhanced integrator! -

*** End of Report ***



132

APENDICE 13 - DETECCAO DE OCRATOXINA A NA AMOSTRA 16A POR CLAE

a File C:\HPCHEM\1\DATA\OTA\OTA00320.D Sample Name
Injection Date : 1/1/1998 08:30:52
Sample Name : Amostra 9A Location : Vial 1
Acg. Operator : Eriel
Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\OTA LC.M
Last changed : 1/1/1998 08:21:18 by Eriel

(modified after loading)
Determinacdo de Ocratoxina A
Coluna - ZorbaxCl8 150mm 4, 6mm 5um
Fase Mével - ACN-Acido Acético (41:59)
Fluxo - 1mL - min
FLD1 A, Ex=333, Em=470 (OTA\OTAQ0320.D)

LUj‘
1 f
] -‘
R [
| ] I
o |
‘ 50 |
[ |
| 1 |
1 ] 1
| 40 - |
| 1 |
1 1]
| A
‘ 1 |l I
Ll
20 J
i | |
4 |
] | ] <
104 - I ° &
‘ ] I 14 () ".7‘3
‘ 1 y | W a
1 1 | At N@ﬁ
\ it S G N S . _
0 T
L 0 2 4 6 8 10 12
External Standard Report
Sorted By ¢ Signal
Calib. Data Modified : Thursday, 1 le January le 19988 07:31:27
Multiplier H 1.0000
Dilution : 1.0000

Signal 1: FLD1 A, Ex=333, Em=470

RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
[min] LU *5 [ug/L]

——————— R e et B B B
12.233 MM 3.35064 3.95231le-1 1.32428 OTA

Totals : 1.32428

Results obtained with enhanced integrator!

*%* End of Report ***
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APENDICE 14 — DETECCAO DE OCRATOXINA A NA AMOSTRA 16B POR CLAE

:a File C:\HPCHEM\1\DATA\OTA\OTA00322.D ' Sample Name: Amostra 9B
Injection Date : 2/1/1998 00:23:32
Sample Name : Amostra 9B Location : Vial 1
Acq. Operator : Eriel
Acqg. Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\OTA LC.M
Last changed : 2/1/1998 00:17:41 by Eriel

(modified after loading)
Analysis Method : C:\HPCHEM\l\METHODS\OTA__LC.M
Last changed : 2/1/1998 02:52:38 by Eriel
(modified after loading)
Determinacdo de Ocratoxina A
Coluna - ZorbaxC18 150mm 4, 6mm 5Sum
Fase Mdével — ACN-acido Acético (41:59)
Fluxo - 1mL - min

FLD1 A, Ex=333, Em=470 (OTA\OTA00322.D)
LU 7
1 |
: !
80 | !
l |
{ |
|
|
I |
60 — |
J I
[ E
| | f ‘
I }
40 + IE
A
| |
|| \
20— ! <
. { o N
= i " o
1 \ \ I o’ |
| “\ [ 3 2 \
1 % \ - S&Q |
0 FORS ————— —_— _— - — e e i 3
| T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 minf
External Standard Report
Sorted By 3 Signal
Calib. Data Modified : Thursday, 1 le January le 1998 07:31:27
Multiplier % 1.0000
Dilution 2 1.0000

Signal 1: FLD1 A, Ex=333, Em=470

RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
[min] LU *g [ug/L]

——————— el Bt e [ et B
12.341 MM 16.31710 3.91913e-1 6.39487 OTA

Totals : 6.39487

Results obtained with enhanced integrator!

*** End of Report ***
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APENDICE 15 — DETECCAO DE OCRATOXINA A NA AMOSTRA 16C POR CLAE

:a File C:\HPCHEM\1\DATA\OTA\OTA00323.D Sample Name: Amo

Injection Date : 2/1/1998 00:40:43

Sample Name : Amostra 9C Location : Vial 1
Acg. Operator : Eriel

Acg. Method : C: \HPCHEM\l\METHODS\OTAﬁLC .M

Last changed : 2/1/1998 00:17:41 by Eriel

(modified after loading)
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\OTA LC.M
Last changed : 2/1/1998 02:52:38 by Eriel
{(modified after loading)
Determinagdo de Ocratoxina A
Coluna - ZorbaxCl8 150mm 4, 6mm 5um
Fase Mével - ACN-&cido Acético (41:59)
Fluxo — 1mL - min
FLD1 A, Ex=333, Em=470 (OTA\OTA00323.D)

{ LU
| ] 1
| A i
? ] l
60 Il
1 ,{
: |
50 |
] | t
1 I i
40 - [ ”
30 : | Il
] [
20 f I
] Lol 8
4 | | o
10 i 1 %@%
? IV 8 ,©
] g
0 s R —— 1 — —
1 T T i T T T T T T I T T
o 2 4 6 8 10 12 14
External Standard Report
Sorted By g Signal
Calib. Data Modified : Thursday, 1 le January le 1998 07:31:27
Multiplier F 1.0000
Dilution i 1.0000

Signal 1: FLD1 A, Ex=333, Em=470

RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp  Name
[min] LU g [ug/L]

******* e el el I el
12.309 MM 6.35933 3.93255e-1 2.50084 OTA

Totals : 2.50084

Results obtained with enhanced integrator! -

*** End of Report *+*+*



APENDICE 16 — DETECCAO DE OCRATOXINA A NA AMOSTRA 20A POR CLAE

Injection Date : 2/1/1998 00:58:02

Sample Name : Amostra 10A Location : Vial 1
Acg. Operator i Eriel

Acg. Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\OTA LC.M

Last changed : 2/1/1998 00:17:41 by Eriel

(modified after loading)
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\OTA LC.M
Last changed : 2/1/1998 02:52:38 by Eriel
(modified after loading)
Determinacac de Ocratoxina A
Coluna - ZorbaxCl8 150mm 4, 6mm 5um
Fase Moével - ACN-acido Acético (41:59)
Fluxo - 1lmL - min

135

J “FLD1 A, Ex=333, Em=470 (QTA\OTA00324.D)

iLU
I N

g
T I A

ol
1 1l
| .
l L]
] “ I8 ﬂ
‘ 404 ! ‘ |
\ L1 ’ |
| t i
| ! Jw\ ‘\ ‘
1 !
‘f - I i {
| Cf Y : g f
| L1 f . P ;
; [ ‘ ,1 8 oF \
Y Y | | t\l_@,b,
A e NN &
|
T T T T T T I A
. 0 2 4 6 8 10 12 14 mi
External Standard Report
Sorted By i Signal
Calib. Data Modified : Thursday, 1 le January le 1998 07:31:27
Multiplier H 1.0000
Dilution £ 1.0000

Signal 1: FLDl A, Ex=333, Em=470

RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name

[min] LU *g [ug/L]
Toces i | 642725 3.0a2m0et  2.saraz om
Totals : 2.52742

Results obtained with enhanced integrator! -

*x* End of Report ***
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APENDICE 17 — DETECCAO DE OCRATOXINA A NA AMOSTRA 20C POR CLAE

:a File C:\HPCHEM\1\DATA\OTA\OTA00327.D Sample Name: Amostra 10C

Injection Date : 2/1/1998 01:49:46

Sample Name : Amostra 10C Location : Vial 1
Acq. Operator ¢ Eriel

Acqg. Method : C:\HPCHEM\l\METHODS\OTA;LC.M

Last changed : 2/1/1998 00:17:41 by Eriel

{modified after loading)
Analysis Methed : C:\HPCHEM\l\METHODS\OTA;LC.M
Last changed : 2/1/1998 03:01:03 by Eriel
(modified after loading)
Determinagdo de Ocratoxina A
Coluna - ZorbaxCl8 150mm 4, 6émm 5um
Fase Mével - ACN-&cido Acético (41:59)
Fluxo - ImL - min

[ FLD1 A, Ex=333, Em=470 (OTA\OTAQ0327.D)
[‘ w ]
] b
80— { |
\ 1 il
} |
| 70 [
‘ ] ‘ E ’
} 60 - |
‘ 1 |
| 1 1
\ ] 1
| ]
i % ] | J
‘ ] ‘
I B
1 ] R
‘ 30 Ll !|||
} 1 L
| 20 FUE
'; 1 P ”1 < i
o1 |
| 1 L ; 2 & |
10 [ J f : P
} ? AU I ) ,Q?
+ Joo | -l
[ od— - SRS & SN — N . g‘?si__, S
|
| 1 T LB I R L R L J
| 0 2 4 6 8 10 12 14 min
External Standard Report
Sorted By i Signal
Calib. Data Modified : Thursday, 1 le January le 1998 07:31:27
Multiplier : 1.0000
Dilution g 1.0000

Signal 1: FLDl1 A, Ex=333, Em=470

RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name

[min] Lu *s [ug/L]
ozst M| L1.39507 1.0108601 5.395ase1 m
Totals : 5.59545e~1

Results obtained with enhanced integrator! -

*** End of Report ***
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APENDICE 18 — ESPECTROS OBTIDOS POR REFLECTANCIA DE TODAS AS
AMOSTRAS ANALISADAS

1000 —  pmnc e PP I T PR :
800 —

600 —

400 —

200 —

0 —

Samplas
T

T T T T T T
399.26398cm-1 1.65010e+03cm-1 2.80093e+03cm-1 41517 7e+03cm-1 5.40260e+03¢cm-1 6.65344e+03cm-1
104 atr- 0108 atr- 010C atr- 0 1B atr-0 13Aar-0 13C atr- 0164 atr- 0 16B atr- 0 18C atr- 0 18B atr- 0 20B:

APENDICE 19 — ESPECTROS OBTIDOS POR TRANSMITANCIA DE TODAS AS
AMOSTRAS ANALISADAS

1000 —

800 —

600 —

400 —

200 —

0 —

Samples
T

T T T T T T
399.26398cm-1 158355e+03cm-1 2.76784e+03cm-1 3.85213e+03cm1 5.13642e+03cm-1 6.32072e+03cm-1
104-010B-010C-0 11B-0 134-0 12C-016A-016B-016C-0 18B-0 20B-0 31C-028A-028B-0




138

APENDICE 20 — ESPECTRO DO MODELO FUNCAO MSC SEM 18C A PARTIR DE
DADOS OBTIDOS POR REFLECTANCIA (TABELA 4)

a5 Regrassion Cosfficients

0.010 —

- ESH e
A=

0 —
-0.005 — J

-0.010 —

-0.015 — e
X-variables
T

T T T T T T T
403.12158cm-1 447 A8425¢rm-1 463.87915¢m-1 505.34860¢m-1 592.14514¢m-1 612.39764¢rm-1 672.19080¢crm-1
modelo fungdo M., (Y-var, PC): 51 B0 = 0.531904

APENDICE 21 — ESPECTRO DO MODELO FUNCAO MSC SEM 18C E 20C A PARTIR
DE DADOS OBTIDOS POR REFLECTANCIA (TABELA 4)

0015 i Regrassion Coefficients
0010 —f
0005 —f
A1
-0.005 é J
-0.010 —f
Xvariabies
403 121‘68cm—1 447 484‘25cm—1 483 8?9|15cm—1 505 348|60cm—1 582 145;14cm—1 612 397l64cm—1 672 190|80cm—1 I

modelo fungao M (Y-var, PCY): (* 61 B0 = 0532274
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APENDICE 22 — ESPECTRO DO MODELO FUNCAO MSC A PARTIR DE DADOS
OBTIDOS POR TRANSMITANCIA (TABELA 4)

0002 Regrassion Cosafficianis

oo Ak L \/J W E

-0001 —

LA
it I

T

|
—

=
e
N

| —
—

=}
o
=3
[
|

T T T T T T
402.15720¢cm-1 647.11627cm-1 968.33453crm-1 3.01473e+03cm-1 3.20472e+03cm-1 3.44968e+03cm-1
modelo fungao M (Y-var, PCY: (* 2) B0 = 0 534239

APENDICE 23 — ESPECTRO DO MODELO FUNCAO MSC SEM 10A A PARTIR DE
DADOS OBTIDOS POR TRANSMITANCIA (TABELA 4)

0003 | Regrassion Cosfficients

ODOQ—: ......... .. e . Sl . =

Y

_0002_: ......... . oo . Sl . e

-0.003 —

X-variables
T

407 15720cm 1 641 32683cm. 1 948 01086cm- 1 3.01087e+0%crm- 1 3200866021 343907e+03cm- 1
modelo fungéo M. .., (Y-war, PC). (7,2) BO = 0509973
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APENDICE 24 — ESPECTRO DO MODELO FUNCAO MSC SEM 10A E 31A A PARTIR
DE DADOS OBTIDOS POR TRANSMITANCIA (TABELA 4)

0002 Regrassion Cosfficients

0002 —

0.001 -

Bl e

o002 4 koo . . AU . T . RS S SO
X-vanables
T

T T T T T T
425.30292¢cm-1 668.33319¢crm-1 970.19214cm-1 3.01473e+03crmn-1 3.20472e+03cm-1 344582¢+03cm-1
modelo fungéo M. (Y-var, PCY (*,2) BO = 0 508145

APENDICE 25 — ESPECTRO DO MODELO SEM PRE-TRATAMENTO A PARTIR DE
DADOS OBTIDOS POR REFLECTANCIA (TABELA 5)

0003 Regrassion Cosfficients

0001

0002 —

X-variables
T

419 51845cm 1 456 06049cm-1 570.9782%cm. 1 £23.00810crr- 1 642 29419crm. 1 661 58734cm. 1
modelo sem pre- ..., (Y-var, PCY: (" 3] B0 = 0.263791
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APENDICE 26 — ESPECTRO DO MODELO SEM PRE-TRATAMENTO SEM 16B A
PARTIR DE DADOS OBTIDOS POR REFLECTANCIA (TABELA 5)

00008 | Regrassion Coefficients

0.0006 —

00004 — |

0.0002 —

|

_0.0004 —| . R
X-vanables
T

T T T T T T
405.05042¢m-1 479.30966¢m-1 516.92145¢cm-1 583.25189cm-1 63747217 cm-1 677.01282cm-1
modelo sem pre- |, (Y-var, PCY (" 41 B0 = 0. 738371

APENDICES 27 — ESPECTRO DO MODELO SEM PRE-TRATAMENTO SEM 16B A
PARTIR DE DADOS OBTIDOS POR TRANSMITANCIA (TABELA 5)

000015 —| R’egressmn Coefficiants

0.00010 —

[=]

-0.00005

-0.00010 —

-0.00015 —

X-variables
T

435 196 14cm-1 745 48566cm. 1 990.44470cm- 1 2 99158 +03crm- 1 3191226+0%cm. 1 3511406 +03crr- 1
modelo sem pre- ..., (Y-var, PCY: (" 2} B0 = 0.203791
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APENDICE 28 — ESPECTRO DO MODELO FUNCAO MSC SEM 31A E 16B A PARTIR
DE DADOS OBTIDOS POR TRANSMITANCIA (TABELA 5)

Regrassion Cosafficianis

T T T T T T
434.94699¢crm-1 705.94501cm-1 1.52183e+03cm-1 1.69253e+03cm-1 3.15367e+03cm-1 3.46511e+03cm-1
modelo fungai M. (Yovar PCY (F 41 B0 = 1139435

APENDICE 29 — ESPECTRO DO MODELO SEM PRE-TRATAMENTO A PARTIR DE
DAOS OBTIDOS POR REFLECTANCIA (TABELA 6)

Regrassion Coefficients

_00005__ ................ e [ S P TP, . .
0.0010 —|
_00015; ................ ............... . ..... .

00020

X-variables
T

419 51646cm. 1 507 45536cm 1 605 6467 Gerr 1 643 75851 cm 1 £85.56950¢m- 1
modelo sem pre- ..., (Y-var, PCY (" 3] B0 = 0.205077
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APENDICE 30 — ESPECTRO DO MODELO SEM PRE-TRATAMENTO SEM 9B A
PARTIR DE DADOS OBTIDOS POR REFLECTANCIA (TABELA 6)

00010 —| Regrassion Coefficients

0.0005 —

X-vanables
T

-0.0005 —

T T T T T T
405.05042¢m-1 452.30627¢cm-1 486.06049¢m-1 587.32312cm-1 612.38764cm-1 637 A7217cm-1
modelo sem pre- |, (Y-var, PCY (* 4 B0 = 0902428

APENDICE 31 — ESPECTRO DO MODELO SEM PRE-TRATAMENTO A PARTIR DE
DADOS OBTIDOS POR TRANSMITANCIA (TABELA 6)

00002 — Regrassion Coefficients

00001 —

20.0001 —

-0.0002 —

ooooz — Lo . B
X-vanables
T

T T T T T T
424 .33853¢cm-1 752.23645¢cm-1 946.08203cm-1 2.99544e+03cm-1 3.26355e+03cm-1 3.49886e+03cm-1
modelo sem pre- |, (Y-var, PCY (" 21B0 =-0571912
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APENDICE 32 — ESPECTRO DO MODELO FUNCAO MSC SEM 31A E 16B A PARTIR
DE DADOS OBTIDOS POR TRANSMITANCIA (TABELA 6)

0010 Regrassion Cosfficients

0.005 —

i

0010 —H 0 e .. D .. B . P
X-vanables
T

-0.005 —

T T T T T T
415.65887cm-1 £31.68573cm-1 1.00395e+03crm-1 1.700258+03crm-1 3.20086e+03cm-1 3.52683e+03cm-1
modelo fungéo M., (Y-var, PCY (F 231 B0 =1 214711




