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RESUMO

No presente trabalho foram isoladas, e estudadas quanto A pro-
ducdo de aflatoxina, espécies do género Aspergillus, principalmente
as linhagens de A. flavus ocorrentes na regido Araraquarense.

O isolamento, seguindo métodos usuais em microbiologia, foram
executados em amostras de amendoim, provenientes de duas épocas
do ano, ou seja, da safra das «aguas» e da safra da «seca».

Apb6s o isolamento as culturas foram classificadas. Dessa clas-
sificagdo pbde-se obter: 102 culturas de A. flavus; 4 culturas de A.
oryzae; var. effusus; 2 culturas de A, oryzae; 2 culturas de A. para-
siticus e 1 cultura do Grupo A. ochraceus. Durante os trabalhos 4 cultu-
ras foram perdidas, dessa forma foram estudadas realmente 107 cul-
turas.

Todas as culturas, a seguir, foram estudadas para a verificagédo
de sua habilidade em produzir aflatoxina. A extragdo da toxina foi
feita no micélio e no meio de cultura, usando-se técnicas padrodes.

A separacdo dos metabélitos foi feita em placas de camada
delgada de silicagel, usando-se como solvente o benzeno-acetato de
etila-etnol e quantificadas sob luz ultra-violeta.

Analisando-se as 107 culturas de Aspergillus, notou-se que ape-
nas 33 delas (31%) produziram aflatoxina, sendo que destas, 4 pro-
duriram apenas no meio de cultura, enquanto que duas produziram
aflatoxina apenas no micélio.

Observando-se ainda o comportamento das culturas que produ-
ziram aflatoxina, verificou-se que a producio da toxina no micélio
foi muito maior que no meio da cultura, algumas produzindo ele-
vadas quantidades (até 400 ppm de B, e 300 ppm de Gy).
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Das 33 culturas que produziram aflatoxina, 32 pertenciam 3
espécie A, flavus e¢ apenas uma pertencia A espécie A. oryzae.

Foram confirmadas observacdes anteriores quando se constata-
ram elevadas quantidades de aflatoxina Gy, em relagdo & B,, na-
quela regiéo.

INTRODUGCAO

Quando em 1960, aproximadamente 100.000 peruzinhos morreram nas
granjas inglesas, atribuiu-se a causa a uma doenca nova, denominada por
BLOUNT (1961) de ‘‘doenca ‘X’ dos perus’. Ap6s algumas pesquisas, notou-
se que o fator comum a todas as granjas, onde ocorreu a mortalidade, era
o uso da racao contendo torta de amendoim.

ALLCROFT et al. (1961) demonstraram que a causa das mortes era
uma toxina presente na torta de amendoim. Procurando a origem da toxina
na torta, SARGEANT et al. (1961) isolaram o Aspergillus flavus e demons-
traram ser esse microrganismo o produtor da tal toxina, que por esse mo-
tivo recebeu o nome de aflatoxina.

Pelo aprimoramento das técnicas de anilise, ficou claro que a aflato-
xina compunha-se de um grupo de metabolitos, dois dos quais apresentavam
fluorescéncia azul-violeta e os outros dois, fluorescéncia esverdeada, pelo
que aquelas receberam as denominactes de B; e B, e estas de G; e G,
(HARTLEY, 1963).

HOLZAPFEL et al. (1966) isolaram e cristalizaram as aflatoxinas do
leite, ja denominadas de M; e M, por ALLCROFT et al. (1966) e determi-
naram suas propriedades fisicas e estrutura quimica.

Atualmente conhece-se também as aflatoxinas B2 e Gea, isoladas por
DUTTON & HEATHCOTE (1966) e as GM, e B; (DUTTON & HEATHCOTE
(1969).

O problema das toxinas produzidas por fungos, inclusive a aflatoxina,
foi motivo de diversas revisboes, algumas abordando as micotoxicoses, ou-
tras os metabodlitos cancerigenos de fungos e ainda a ocorréncia e forma-
cdo das micotoxinas em meios naturais (FORGACS & CARLL, 1962; KRAY-
BII';L & SHIMKIN, 1964; WOGAN, 1965; BORKER et al., 1966, BARNES,
1967).

Especificamente sobre a aflatoxina foram feitas revisdes por SPENS-
LEY (1963), GOLDBLATT (1965), MARTH (1967), SCHOENTAL, (1967) e
PEERS (1967) e sobre a producdo da toxina por Aspergillus flavus, pelos
autores: AUSTWICK & AYERST (1963), HESSELTINE et al., (1966) WILD-
MAN et al. (1967), MATELES & WOGAN (1967).

Até 1964, a literatura cita como produtores de aflatoxina ¢ Aspergillus
flavus Link e A. parasiticus Speare, (SKAU, 1965) porém antes mesmo da
descoberta da aflatoxina, ja4 haviam relatos sobre toxicoses pelo grupo do
A. flavus. Foi SHILO (1940) o primeiro a mostrar a producio de toxinas



Volume XXXI — 1974 521

pelo grupo, sendo seguido por LEVITSKII & KONIUKHOVA (1947). Em
1957, porém, BURNSIDE et al. (1957) isolaram nove culturas de A. flavus
de racdo a base de milho que havia causado morte por hemorragia em
porcos, na Georgia, E. U. A.,, em 1954 e mostrou que o milho inoculado
com esses isolados reproduzia a mesma doenca aos porcos. A hepatite ca-
nina (Hepatite X) foi atribuida por BAILEY & GROTH (1959) a mesma
causa da doenca dos porcos. KULIK & HOLADAY (1967) encontraram to-
xinas na fracdo insaponificavel dos lipideos extraidos de tortas infeccio-
nadas por A. flavus.

Sabe-se que a aflatoxina nao é somente produzida pelo grupo de A.
flavus, mas também por outros fungos. HODGES et al; (1964) comunicaram
a producio dessa toxina porPenicillium puberulum Bainder; KULIK &
HOLADAY (1967) verificaram 107 fungos isolados de milho mofado, tendo
constatado a producdo de aflatoxina pelas espécies: Penicillium variabile,
P. citrinum e P. frequentans. Os mesmos autores encontraram a toxina
produzida por Aspergillus niger, A. wentii e A. ruber. SCOTT et al. (1967)
relatam a producdo por A. ostianus e van WALBEEK et al. (1968) por A.
ochraceus e Rhyzopus sp.

Por outro lado, existem racas de A. flavus que ndo produzem aflato-
xina, outras que sO produzem as do grupo B e outras s6 as do grupo G.
HANKUO & GIM SAI (1966) citam a ocorréncia de racas de A. flavus que
produzem apenas aflatoxina do grupo das G.

Em 1967 FONSECA (1968) fez um levantamento geral da ocorréncia
de aflatoxina no Estado de Sao Paulo em suas diversas regioes, salientando
que na regido Araraquarense o indice de toxidez era maior que os das
outras regides e ainda que, nessa regiao, o teor das aflatoxinas G foi maior
que nas demais.

FFONSECA (1969) novamente ressalta o fato da ocorréncia de altos
teores de aflatoxina do grupo das G na regido Araraquarense, levantando
a hipotese da existéncia de linhagens especificas de Aspergillus flavus
naquela regiao.

O objetivo desta pesquisa foi estudar as espécies de Aspergillus,
especialmente linhagens de A. flavus, ocorrentes na regido Araraquarense,
em sequéncia as duas pesquisas anteriores ja citadas, (FONSECA, 1968 e
1969) tendo sido estudados varios aspectos relacionado a producdo de afla-
toxina pelas espécies e linhagens isoladas, tanto no meio de cultura como
no micélio dos fungos.

Essa toxina, tendo acdo letal sobre diversos animais e com acao to-
xica sobre o homem (ZUCKEMAN & FULTON, 1966 e AMLA et al. 1971),
merece ser estudada sob todos os angulos.

MATERIAL E METODOS
Coleta e identificacdo das amostras

As amostras foram coletadas na regiio Araraquarense, em duas via-
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gens realizadas, uma apdés a colheita do amendoim das aguas (més de
marco) e outra na colheita do amendoim da seca (fim de maio).

Para esse fim foram usados frascos de 500 ml, previamente esteriliza-
dos, tamponados com algodao.

As localidades visitadas e o numero de amostras coletadas foram
as seguintes:

Primeira coleta

0 72 X 4 amostras
SANTA ADELTA ottt ettt et nnaaeannns 2 ”
MONTE AL O ittt ittt iieiateeeeerenannennns 3 !
CAT AND UV A i ittt ittt ettt iesiaa e ieeannns, 3 ”
FERNANDOPOLIS ..ottt iiiienneennreannennnnns 4 ”
B0 1 1 N 7 16 amostras

Descricdo das amostras:

A 1 — Amendoim de varredura — Matdo

A2— ” do Parana — Matao

A3 — " mofado ensacado — Matéo

A4 — ” mofado ensacado — Matéao

Ab5— ” em casca, imido — Sta. Adélia

A6 — ” descascado, ensacado — Sta. Adélia

AT — ” em casca, ensacado — Mte. Alto

A8 — ”? em casca, ensacado — Mte. Alto

A9 — " resto de depo6sito — Mte. Alto

Al10 — " refugo — Catanduva

Al2 — ”? de varredura — Catanduva

Al13 — ”? em casca, ensacado — Fernandopolis

Al4 — ” em casca, ensacado — Fernandoépolis

Al5 — ”? em casca, ensacado, mofado, depositado na CEAGESP —
Fernadopolis.

Segunda coleta

SANT A ADELIA o e e 2 amostras
MONTE ALTO oottt e i 3 ”
CAT AND UV A e e e e e 3 ”
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FERNANDOPOLIS ........ @t e e n et e, 2 ”
TOTAL .......... eeaesnseteresenans s alsaesesaneens oo e oo .o 10 amostras

Descricdo das amostras

B 1 — Amendoim em casca, ensacado — Santa Adélia

B2 — ” em casca, ensacado — Santa Adélia

B3 — ” em casca, a granel, imido — Mte. Alto
B4 — " em casca, a granel, imido — Mte. Alto

B 5 — ” em casca, a granel, umido — Mte. Alto
B6— " em casca, a granel — Catanduva

BT7— " em casca, ensacado, mofado — Catanduva
B8 — ” descascado, em bom estado — Catanduva
B9 — ” em casca, varredura — Fernandopolis

B10 — ” em casca, varredura — Fernandopolis

Armazenamento das amostras

As amostras, até o isolamento dos fungos, permaneceram nos frascos,
em que foram coletadas, € armazenados em geladeira.

Isolamento dos fungos

Para cada amostra, o isolamento seguiu o seguinte esquema:

Tomou-se 10 g do material e transferiu-se assepticamente, para Er-
lenmeyer contendo 90 ml de 4gua esterilizada e agitou-se cuidadosamente
por algum tempo. Obteve-se uma suspensdo de esporos de 1:10. A seguir,
tomou-se, com pipeta esterilizada, 1 ml dessa solucao e transferiu-se para
tubos de cultura contendo 9 ml de agua esterilizada e repetiu-se a operacao
de modo a se obter diluicdes de 1:10%, 1:108, 1:10%, 1:10°5, 1:10%, 1:10" e 1:103.
Das trés tltimas diluicoes, tomou-se 1 ml e colocou-se em placas de Petri
esterilizadas, com duas repeticoes para cada diluicdo. Quando, pela apa-
réncia geral, o amendoim apresentou ter pouca contaminacao, fez-se di-
luicbes apenas até 1:10° ou 1:10°, tomando-se sempre 1ml das 3 ultimas
diluicGes obtidas. As placas de Petri, acrescentou-se o meio de Czapek a
uma temperatura que ndo afetasse os esporos e logo a seguir agitou-se
lenta e cuidadosamente as placas de Petri, para provocar uma distribui-
cao dos esporos por todo o meio. Esperou-se o meio endurecer pelo esfria-
mento e levou-se para incubadeira regulada para 26°C. Esperou-se o de-
senvolvimento das colénias até a maturacdo, o que ocorreu dentro de 10
a 15 dias. Pode-se, entao, distinguir as colénias do grupo do Aspergillus
flavus por suas caracteristicas macroscopicas: conidi6foros longos, abun-
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dande producdo de esporos de coloracdo verde-oliva, verde-amarelada ou
mesmo amarela. Transferiu-se, assepticamente, esporos de cada coldnia
obtida para tubos de cultura contendo meio de Czapek, inclinado e ar-
mazenou-se. Quando se obteve um grande nimero de colbnias, fez-se uma
amostragem, procurando tomar algumas que apresentassem caracteristi-
cas de pertencerem a espécies diferentes.

Armazenamento das coldnias

Até serem classificados, os microrganismos permaneceram em tubos
inclinados, em incubadeiras a 26°C, sendo periodicamente transferidos a
outros tubos, para conservar os fungos sempre vigorosos, em condi¢oes de
serem usados para a classificacao.

A medida que foram sendo classificados, os microrganismos foram
transferidos para novos tubos inclinados e quando completamente desen-
volvidos, cobriu-se a cultura com O4leo mineral, Nujol, esterilizado, para
conservacao mais longa.

Classificacdo do fungos

Cada microrganismo foi classificado, seguindo-se as descricdoes con-
tidas em RAPER & FENNELL (1965), conforme o desenvolvimento de 3
colonias equidistantes em placas de Petri com meio de Czapek e meio de
extrato de malte e ainda conforme tamanho e forma da cabeca dos coni-
di6foros, da visicula, dos esporos, nimero de camadas de esterigmas, for-
macao ou nado de esclerécios e coloracao e forma dos mesmos e outras
caracteristicas. Para esse fim contamos com um microscopio munido com
ocular de micrometria.

Cultivo das coldnias

Os fungos isolados e classificados foram transferidos do meio Czapek
para o Czapek modificado (sacarose — 200 g; nitrato dee sé6dio — 3 g; fosfato
de potassio — 1 g; sulfato de magnésio — 0,5 g; cloreto de potassio — 0,5 g;
sulfato ferroso — 0,01 g; extrato de levedura — 7 g; Agar — 15 g; agua desti-
lada — 1.000ml),neste permanecendo um periodo de 6-8 dias a 25.C. Apés
esse periodo foram inoculados em meio YES (2% de extrato de levedura;
20% de sacarose e 1.000 ml de Agua desmineralizada). Esse meio foi pre-
ferido, pois ja foi utilizade em trabalhos anteriores (DAVIS et al. 1966) com
bom resultado e também pela dificuldade e incerteza de se encontrar amen-
doim (que seria o substrato ideal) que nio contenha aflatoxina. O fungo
permaneceu nesse meio um periodo de 6-8 dias a 25°C e em seguida fez-se
a extracao da toxina.
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Extracao da toxina

A extracdo da toxina foi feita no micélio e no meio de cultura.
a) Extragdo no meio de cultura

O meio de cultura foi transferido cuidadosamente e filtrado em
Biichner, sobre papel de filtro Whatman n.° 1, a vacup de trompa, sendo o
meio recebido em Kitazato. Uma vez transferida a maior parte do meio,
o micélio também foi transferido para o Biichner e sobre o papel de filtro
foi seccionado em pequenos pedacos para facilitar o escoamento do meio
ainda impregnando o micélio. Terminada a filtracdo, o peso do meio foi
anotado.

Do meio assim separado foi tomada uma aliquota de 5 ml a qual foi
extraida com 25 ml de cloroféormio em funil de separacao. Em seguida dei-
xou-se separar as fases e a inferior foi passada a um Erlenmeyer de 100 ml.
Foi adicionado Na?SO* anidro e o extrato passado para um frasco escuro
para ser feita, posteriormente, a cromatografia em placas de silicagel-G.

b) O micélio foi passado cuidadosamente para o baldao extrator de
Soxhlet e refluxado com 50 ml de acetona a 70% durante uma hora e trinta
minutos. A seguir, o solvente foi passado para um funil de separacédo de
250 ml, lavando-se o baldo extrator com 20 ml de agua destilada. A extracao
da toxina foi feita com duas porcoes de 25 ml de cloroférmio. A fase inferior
foi recebida em um Erlenmeyer de 250 ml, ao qual adicionou-se Na2SO*
anidro para remover a umidade. O liquido passado para um frasco escuro,
para posterior cromatografia.

Determinacdo quantitativa

A separacao dos metabdlitos foi feita em placas de camada delgada
de silicagel-G de 0,5 mm de espessura, usando-se como solvente o benzeno-
-acetato de etila-etanol (YOKOTSUKA et al., 1967) e quantificadas sob luz
ultra-violeta conforme a técnica de COOMES & FEUELL (1965).

Foi feita apenas uma determinacio para cada colonia, visto que estas
podem ser consideradas como repetices de uma mesma amostra, numerada
em algarismos arabicos.

Analise estatistica

A andlise da variancia foi feita segundo'GOMES (1970) e as correlacoes
segundo SNEDECOR (1956).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Colonias obtidas

Pelo método descrito obtivemos 62 colonias do grupo A e 49 do grupo
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B (1.2 e 2.2 coletas, respectivamente). Cada colonia isolada recebeu uma
numeracido onde a letra maitscula (A ou B) representa o grupo coletado;
o nimero em seguida, representa a amostra coletada, (conforme relacao)
e a letra mintscula seguinte, distingue as diversas colonias conseguidas
no isolamento de cada amostra.

A relagao das colonias sdo as seguintes:
Coldnias do Grupo A

Espécie: A. flavus

Colénias: Alb, A2a, A2b, A3a, A3b, Ada, Aba, Abb, ASc, ASe, A5f, Abg,
6c, Acd, Ace, A6h, A6i, A6j, ATb, A7c, AT7d, A8a, A9a, A9D,
A5h, A6a, Abc, Acd, Ace, A6h, A6i, A6j, ATb, A7c, A7d, A8a,
A%a, A%, A9, A9d, A9e, A9, All0a, Al0b, Al2a, Al2b, Al2c,
Al12f, 13a, Al3b, Al3c, Al3d, Al3e, Alda, Aldb, Al4c, Al4d,
Al3b, 13c, Al3d, Al3e, Al4a, Al4b, Aldc, Al4d, Al5a, Albc,
Alb5a, Al5c, Al5d, Al6a, Al6b, Al6e, Al6d, Al2d.
Al5d, Al6a, Al6b, Al6c, Al6d, Al2d.

Espécie: A. oryzae var. effusus
Colonias: Ala, A6b, A6g.

Espécie: A. parasiticus
Colonias: A6f, Al5b.

Espécie: A. oryzae
Colonia: Abd.

Espécie: A. ochraceus (Nio pertencente ao Grupo A. flavus-oryzae).
Colonia: Al2e.

Resumo
A. flavus ... ............. ettt feeeeaesaaas ceeeaans 55 colOnias
A. cryzae var. effusus .................... et tiiniearearaaennns 3 7
A. parasiticus ................ e eeenseetacennnasnnnas G eeeeeeneens 2 ”
A. oryzae ...... et . ate e n ettt s oateei oo tete e, 1 ”?
Grupo do A. ochraceus .............. R looesoe 1 ”?

Total ..... enees eereieeeaas e eie aleae s e s entesnesanteesntenannnns, 62 coldnias
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Colonias do Grupo B

Espécie: A. flavus

Colonias: Bla, Blb, Blc, Bld, B2a, B2b, B2e, B3b, B3e, B4a, B4b,
B4c, B4d, B5a, B5c, B5d, Bb5e, B6b, B6d, Bfc, B6e, B6f,
B7a, BT, B7c, B7d, B7e, B7f, B8a, B8b, B8c, B8d, B9a,
B9%, B9c, Bl0b, B10d, B10f, Bl0g, Bl0h.

Espécie: A. oryzae var. effusus

Colonia: B3d

Espécie: A. oryzae
Colonia: B5b

Resumo

A, FlavUS .. i i i i ettt e, 47 colonias
A. oryzae var. effusus ...... e e e e et e eea et e e e 1

A. oryzae ................ et efe e e teeenteeataesnnnsnnnes __1_ ”
Total ........ [P eereeeeee e e ettt e e, 49 colonias
RESUMO GERAL DAS SERIES A e B

A. flavus .......coinipnnen, eereerere e erereerseraaas 102 coldnias
A. oryzae var. effusus ........ e eeeesoteresresoeannaeneas feeerenes 4 7

A. oryzae .............. e et teaeeeaanas e eeeeeeeeennet e e, 2 7

A. parasiticus ............i e, ettt 2 ”
Grupo do A. OCHrACeUS ......cooieeiinnietennnnneeenn tenennnnes 1"
Total ............ce.... eeeeeen e e 111 colonias

Durante os trabalhos de repicagem das culturas, para teste de produ-
cdo de aflatoxina, quatro delas (A6f, A5b, B8b, Bl10d) foram perdidas. Desta
forma das cento e onze culturas classificadas, foram estudadas somente
cento e sete.

Os resultados do teste de produgdo de aflatoxina destas colonias en-
contram-se no QUADRO 1.
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Quadro 1: ' Peso dos meios de cultura e dos micélios e producdo de aflatoxina das culturas de
A. flavus e outras espécies de Aspergillus.

Peso do Peso do Contéudo de Aflatoxinas (ppm)
Amostra Meio de Micélio Meio de Cultura Micélio
Cultura

{g) (g) B, G, B, G,
Ala 32,30 15,20 - - - -
A1lb 43,40 7,20 0,2 0,15 08 0,6
A2a 40,40 8,00 - - - -
A2b 42,25 24,00 - - - -
A3a 41,20 7,00 - - - -
A3b 26,40 21,60 0,8 0,6 4 3
Ada 24,70 23,10 20 15 200 150
Adb 27,40 21,30 - - 0.8 0,6
Aba 28,80 18,00 0,2 0,15 - -
A5b 23,70 22,65 - - - -
Abc 34,40 12,70 - - - -
A5d 35,30 26,50 10 7,5 - -
Abe 31,20 16,40 - - - -
AS5f 33,80 13,50 - - - -
Ab5g 31,00 16,00 - - - -
A5h 35,00 12,40 - - - -
Aba 36,40 10,50 - - - -
A6b 33,00 16,50 - - - -
A6¢c 35,10 10,70 - - - -
A6d 32,10 15,50 - - - -
Abe 34,70 12,80 8 6 400 300
A6g 33,60 15,20 - - - -
ABh 28,90 16,80 - - - -
AGi 30,20 13,60 - - 80 60
AGj 32,20 16,60 10 15 100 75
A7a 33,90 18,10 1,52 1,2 8 6
A7b 28,30 17,70 - - - -
A7c 32,80 16,00 - - - -
A7d 28,30 17,70 - - - -
A8a 32,90 15,60 - - - -
A9a 33,20 13,40 - - - -
A9 33,30 13,80 - - - -
A9c 33,60 14,50 - - - -
A9d 29,30 18,60 1,52 1,20 80 60
A9e 46,40 11,20 - - - -

A9f 35,50 13,50 - - - -
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Peso do Peso do Conteido de Aflatoxinas (ppm)
Amostra Meio de Micélio

Cultura Meio de Cultura Micélio

(9) (g) G, B G

A10a 31,40 17,30 - - - -
A10b 29,30 18,90 - - - -
A12a 24,30 8,40 - - — -
A12b 37,30 11,50 - - - -
Al2c 28,00 20,30 0.8 0,6 8 6
Al2d 34,30 24,50 - - - -
Al2e 31,80 15,60 - - - -
A12f 36,30 11,70 - - - -
A13a 33,50 14,90 - - - -
A13b 37,40 10,60 - - - -
A13c 33,60 14,10 10 75 100 75
A13d 35,80 12,50 - - - -
A13e 35,00 22,60 0.4 0,3 - -
Al4a 31,20 15,40 - - - -
A14b 36,30 14,30 - - - -
Al4c 21,70 39,00 0,8 0,6 - -
A14d 33,50 15,90 - - - -
A15a 19,40 28,90 - - - -
A15b 20,10 26,80 - - - -
A15¢c 26,30 23,20 - - - -
A15d 20,10 26,80 - - - -
A16a 33,50 16,90 04 0,3 4 3
A16b 33,20 15,20 - - - -
A16¢c 42,80 9,60 10 7,5 100 75
A16d 34,20 15,50 4 3 40 30
Bla 34,60 12,90 - - - -
B1b 30,00 17,20 - - - -
Bic 32,30 14,70 - - - -
B1d 33,70 15,00 - - - -
B2a 35,00 12,50 20 15 200 150
B2b 42,60 4,90 20 15 200 150
B2d 36,40 13,00 40 30 400 300
B2e 38,40 11,80 8 6 8 6
B3a 31,30 13,70 - - - -
B83b 37,40 10,80 - - - -
B83d 32,30 16,50 - - - -—
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Peso do Peso do Contedo de Aflatoxinas (ppm)

Amostra %m‘:: Micélio Meio de Cultura Micélio

(9) (g) B, G, B, G,
B3e 31,00 15,70 - - - -
B4a 33,40 15,10 - - - -
B4b 33,50 15,90 2 15 8 6
B4c 25,40 23,70 - - - -
B4d 29,90 15,40 8 6 40 30
Bb5a 38,80 9,70 - - - -
B5c 36,80 7,20 - - - -
B5d 35,30 27,50 10 75 - -
BSe 35,60 13,00 8 6 16 12
B6a 34,70 14,00 0,8 0,6 8
B6b 25,20 21,30 - - - -
B6¢c 29,60 18,90 - - - -
B6d 28,60 18,40 - - - -
B6e 22,30 24,80 0.8 0,6 - -
B6f 27,00 20,00 - - - -
B7a 15,20 30,70 - - - -
B7b 31,60 16,40 - - - -
B7¢ 30,20 12,50 - - - -
B7d 28,50 14,30 - - - -
B7e 31,60 10,90 - - - -
B7f 27,80 15,00 - - - -
B8a 27,30 16,00 - - - -
BSc 26,90 14,50 - - - -
B8d 28,70 14,20 04 0,3 8 6
BOa 31,10 14,00 - - - -
B9b 24,20 20,40 0,8 0,6 40 30
B9c 28,70 15,60 8 6 80 60
B9d 29,10 12,20 - - - -
B10a 30,60 12,10 - - - -
B10b 31,10 13,20 - - - -
B10c 30,80 13,10 0,2 0,15 - -
B10e 36,40 12,40 - - - -
B810f 24,90 22,80 08 0.6 160 120
B10g 33,40 15,40 - - - -

B10h 36,40 11,60 - - - -
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QUADRO 2 — Anidlise da variidncia da aflatoxina no meio de cultura.

F.V. G.L. S.Q. Q.M. F
Tipos de aflatoxina (T) 1 0.019284 0.019284 7.12*
Amostras (A) 17 4.584069 0.269651 99,61%*
T X A (Residuo) 17 0.046027 0.002707
TOTAL 35

* Significativo ao nivel de 95% de probabilidade
** Significativo ao nivel de 999% de probabilidade

QUADRO 3 — Andlise da variancia da aflatoxina no micélio.

F.V. G.L. S.Q. Q.M. F
Tipos (T) 1 0.241469 0.421469 3.44 n.s.
Amostras (A) 17 21.664701 1.274394 10.40**
TXA (Residuo) 17 2.082413 0.122494
TOTAL 35 24.168583

[y

n.s. Néo significativo
** Significativo ao nivel de 999% de probabilidade

Analisando-se as 107 culturas de Aspergillus estudadas, notou-se que
apenas 33 delas (31%) produziram aflatoxina, sendo que destas, sete (AbSa;
A5d; Al3e; Alda; B5d; B6e; Bl0c) produziram aflatoxina apenas no meio
de cultura, enquanto que duas (A4db; A6e) produziram aflatoxina apenas
no micélio.

Por outro lado pode-se notar que, na série A, das 17 amostras cole-
tadas, 11 produziram aflatoxina em pelo menos uma das colonias isoladas,
0 que representa uma percentagem de 65% Na série B, das 10 amostras
coletadas, 7 produziram aflatoxina através de pelo menos uma de suas
colonias isoladas o que representa 70%. E de se notar nesta série B, que
todas as quatro coldnias isoladas da amostra n° 2, (a saber: B2a, B2b,
B2d, B2e) produziram aflatoxina em grande quantidade, tanto no meio de
cultura como no micélio.

Observando os resultados das que produziram aflatoxina verificou-se
que a producdo da aflatoxina no micélio foi muito maior que no meio de
cultura, sendo que, em 14 casos (Ada; A6e; AG6i; A6j; A9d; Al3b; Albc;
B2a; B2b; B2d; B4c; B9%; B9c e Bl0f) a producdo de aflatoxina apresentou-
se em quantidade bastante superior a produzida no meio. Em apenas um
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caso (B2d) a quantidade de aflatoxina produzida no meio de cultura che-
gou a 40 ppm enquanto que no micélio a producdo chegou a 400 ppm (B2d).
Verificou-se ainda que, em apenas um caso (B2a) a quantidade de
aflatoxina produzida no meio de cultura foi igual & produzida no micélio.
Nos demais casos a quantidade de aflatoxina no micélio foi sempre superior.
A quantidade total de aflatoxina produzida pelas 33 culturas no meio
de cultura no micélio foi de:

Meio de cultura:

B, = 227,46 ppm (31 culturas)
G; = 154,95 ppm

Micélio:
B, = 2.293,60 ppm (26 culturas)
G, = 1.720,00 ppm

Com estes dados pudemos constatar mais uma vez que a quantidade
de aflatoxina encontradas nos micélios foi bastante superior a encontrada
nos meios de cultura.

O peso de micélio produzido variou de 4,9 g a 39,8 g e embora nao
tenha sido calculada uma possivel correlacao entre o peso do micélio e
producio de aflatoxina (entre as que a produziram) pode-se observar fa-
cilmente que essa correlacdo nao existiu. O peso médio de micélio foi de
16,13 g.

_ Das 33 amostras que produziram aflatoxina 32 pertenciam a espeécie
A. flavus e apenas uma (A5d) pertencia a espécie A. oryzae, sendo que,
esta Ultima s6 produziu aflatoxina no meio de cultura. As demais espécies
nao produziram aflatoxina.

Anadlise de variancia
a) Aflatoxina no meio de cultura

Pela anédlise de varidncia no meio de cultura (QUADRO 2) pode-se
dizer que, com 95% de probabilidade existe um efeito de tipo, ou seja, com
95% de probabilidade as diferencas entre as aflatoxinas B, e G; ndo foram
devidas ao acaso. Com 99% de probabilidade existe um efeito de amostras,
ou seja, com 99% de probabilidade a diferenca entre as amostras nio fo-
ram devidas ao acaso.

b) Aflatoxina no micélio

Pela andlise da varidncia no micélio (QUADRO 3) nio se conseguiu
detectar diferencas significativas entre tipos de aflatoxina (B, e Gy).
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Porém existe com 9% de probabilidade de que as diferencas entre
amostras nao sejam ao acaso.

Correlagoes
a) Correlacido entre aflatoxina produzida no meio e no micélio,

r = 0,027

As analises estatisticas ndo detectaram correlacdo entre aflatoxina pro-
duzida no meio e no micélio, tanto é verdade que as vezes a producdo de
aflatoxina no micélio foi muito maior que no meio, € nem sempre havia
producdo no meio e no micélio em uma mesma amostra.

b) Correlacao entre as aflatoxinas B; e G; no meio de cultura.
r = 0,988 **
(**) significativa ao nivel de 99% de probabilidade.

Pelo resultado verificou-se que houve uma correlacdo altamente posi-
tiva, ao nivel de 99% de probabilidade entre as aflatoxinas B; e G; no meio
de cultura. Em todas as amostras estudadas todas as vezes que havia pro-
ducdo de aflatoxina no meio pdde-se observar a presenca de B; e Gi.

c) Correlacdo entre as aflatoxinas B, e G, no micélio.
r = 0,826 **
(**) significativo ao nivel de 99% de probabilidade.

Também neste caso, observou-se uma correlacdo altamente positiva,
ag nivel de 99% de probabilidade na produgio das aflatoxinas B, e G; no
micélio.

d) Correlacdao entre peso do meio de cultura e peso do micélio.
r = 0,357
Pelo resultado verificou-se que nédo existiu correlacao entre peso do meio

de cultura e peso do micélio.

CONCLUSOES

1) As constatacoes anteriores de que a producido de aflatoxina G, por
linhagens de A. flavus desta regido, era bastante elevada, aproximando-se
bastante do teor de B,, foram plenamente confirmadas.

2) As cepas que ocorrem nesta regido tém realmente a caracteristi-
ca de produzirem elevada proporcao de aflatoxina G; o que ndo ocorre em
outras regioes do Estado de Sao Paulo.
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3) Uma percentagem razoavel de amostras (65% na série A e 0%
na série B) produziram aflatoxina em pelo menos uma das colénias isoladas.

4) Algumas colénias produziram elevada quantidade de aflatoxina,
chegando a 400 ppm de B; e 300 ppm de G..

5) Uma baixa proporcido do total das colonias (31%) produziu afla-
toxina.

6) Dentre as demais espécies de Aspergillus apenas uma coldnia de
A. oryzae produziu aflatoxina e mesmo assim, s6 no meio de cultura.

7) Nio houve correlacdo entre a producdo de aflatoxina no meio de
cultura e no micélio (r = 0,027), porém houve uma correlaciao fortemen-
te positiva entre a producdo de aflatoxina B; e G; no meio de cultura
(r =0,988) e também no micélio (r = 0,826).

SUMMARY

“AFLATOXIN PRODUCING SPECIES OF ASPERGILLI IN THE RE-
GION ARARAQUARENSE, SP., BRAZIL”

Species of the genus Aspergillus, mainly A. flavus strains, occuring in
the Araraquarense region (State of Sdao Paulo, Brazil), were isolated and
their ability to produce aflatoxin was studied.

The isolation was conducted following routine methods in microbiology.

The cultures were obtained from samples of peanuts collected in the
“rainy season’ and in the ‘“‘dry season’.

After the isolation the cultures were classified as follows: 102 A. flavus;
4 A. oryzae var. effusus; 2 A. oryzae; 2 A. parasiticus and 1 A. ochraceus.

During the work, 4 cultures were lost, remaining 107 cultures.

The cultures were then tested in their ability to produce aflatoxin,
which was extracted from the mycelium and from the culture medium.

The metabolites were separated by thin layer chromatography using
the solvent benzene-ethyl acetate-ethanol and quantified under long wave
U. V. light.

From 107 cultures of Aspergillus only 33 (31%) produced aflatoxin;
seven of those produced it only in the culture medium, while two, only in
the mycelium.

The production of aflatoxin was much higher in the mycelium than
in the culture medium; some of them produced very high quantities, up to
400 p.p.m. of B, and 300 p.p.m. of G,.

From the 33 cultures producing aflatoxin, 32 belonged to the A. flavus
species and only one to the A. oryzae.
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Previous studies when high yields of aflatoxin G, as related to B;
were reported in that region, were confirmed in the present work,
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