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FATORES FiSICO-QUIMICOS E BIOLOGICOS LIGADOS A
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O objetivo desta revisdo de literatura foi abordar as
condigbes favoraveis ao desenvolvimento de fungos
toxigénicos que podem produzir micotoxinas. Os
aspectos tratados incluiram temperatura e umidade,
agentes competidores e atmosfera de crescimento.
Também foram abordados os meios de cultura para
identificacdo de fungos micotoxigénicos. Concluiu-se
gue o conhecimento dos fatores ligados a producéo de
micotoxinas possibilita a adogdo de medidas para
reduzir a presenca de toxinas e melhorar o
aproveitamento dos alimentos.

PALAVRAS-CHAVE: MICOTOXINAS-CONDICOES DE CRESCIMENTO; FUNGOS
MICOTOXIGENICOS.

1INTRODUCAO

Micotoxinas sao metabodlitos secundarios, toxicos, produzidos por
varias espécies de fungos. Esses microrganismos, sob condi¢des
favoraveis, podem se desenvolver sobre diversos substratos (entre os
guais os alimentos) e produzir toxinas. Tal fato representa problemas
para a saude publica, uma vez que podem atingir o ser humano pelo
consumo do alimento contaminado, ou pelo consumo de outros
organismos que as tenham ingerido (ROEBUCH e MAXUILENKO,
1994; GALVANO, 2001; BAPTISTA et al., 2002).

*  Po6s-Graduando do Departamento de Agroindustria, Alimentos e Nutricdo (LAN),
Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz (ESALQ), Universidade de Sao
Paulo (USP), Piracicaba, SP (e-mail: asbaptis@esalqg.ciagri.usp.br).

**  Professor do LAN, ESALQ, USP, Piracicaba, SP.

** Professor, Departamento de Ciéncias Bioldgicas (DCB), Faculdade Estadual de
Filosofia, Ciéncias e Letras de Cornélio Procopio (FAFICOP), PR.

B.CEPPA, Curitiba, v. 22, n. 1, p. 1-14, jan./jun. 2004


https://core.ac.uk/display/328054249?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

As micotoxinas apresentam efeitos bioquimicos e biolégicos.
Bioguimicamente, podem afetar o metabolismo de carboidratos, de
lipidios, dos acidos nucléicos e das proteinas. Ja os efeitos bioldgicos
envolvem carcinogenicidade, mutagenicidade, teratogenicidade,
hepatotoxicidade e micotoxicoses (ELLIS et al., 1991; BRADBURN e
COKER, 1993).

O impacto econémico resultante da contaminacdo por micotoxinas
ocorre em todos os niveis da produgdo vegetal e animal, de sua
comercializagéo e da utilizacdo dos produtos (KUBENA et al., 1990).
A facilidade e frequiéncia com que as micotoxinas contaminam o0s
produtos agricolas, bem como a exposicdo de animais a dieta
contaminada, podem significar a diferencga entre o lucro e o prejuizo
em muitas atividades da agroinddstria (CHARMLEY et al., 1995;
GARCIAetal., 1995).

A maioria dos fungos capaz de produzir micotoxinas esta
freqlientemente envolvida na contaminagédo de produtos agricolas. Os
alimentos sao susceptiveis a invaséo de fungos micotoxigénicos durante
0s estagios de producdo, processamento, transporte e
armazenamento. Os fatores mais importantes que influenciam o
crescimento e a producdo de micotoxinas sédo a umidade relativa, a
temperatura, a atmosfera de armazenamento e 0s agentes
competidores (ELLIS etal., 1991; LACEY e MAGAN, 1991).

Os fungos que crescem sobre os gréos alimenticios séo classificados
de acordo com CHRISTENSEN (1965) como fungos de campo, fungos
de armazenamento e fungos de deterioracdo. Desses, 0 grupo mais
importante apés a colheita é o de armazenamento. Tais microrganismos
causam maiores danos aos grdos apds a colheita e durante a
estocagem, principalmente os pertencentes as espécies dos géneros
Aspergillus e Penicillium.

O indice de contaminagcao com micotoxinas em lotes de milho varia
conforme o periodo de estocagem, sendo encontrados no comeércio e
em carregamentos lotes de milho com niveis de umidade acima do
maximo permitido pelo Ministério da Agricultura brasileiro (GLORIA,
1995).

As toxinas sdo frequentemente produzidas em temperaturas sub-
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Otimas para o crescimento da espécie envolvida. Estudos com
Aspergillus flavus demonstraram que a temperatura 6tima para o seu
crescimento situa-se entre 29 a 35°C. A producdo maxima de
micotoxinas por essa espécie ocorre a 24°C, ndo havendo producao
em temperaturas menores que 13 e maiores que 42°C (AUSTWICK e
AYERST, 1963). A producdo maxima de micotoxinas em meio de
cultura esta relacionada ao esgotamento de carboidratos
fermentesciveis e com o metabolismo secundario (JARVIS, 1971).
Conforme LEE, TOWNSLEY e WALDEN (1966), a presenca de bario
em meio de cultura inibe a producéo de micotoxinas.

A severidade da presenca do agente produtor de micotoxinas em
determinado alimento depende da capacidade da linhagem em produzir
atoxina e da existéncia de alguns nutrientes. O zinco, por exemplo, é
requerido para a formac&o de micotoxinas e infeccdo do germe do
milho. Assim, 0 aumento na produc¢do da toxina pode ser influenciado
por esse elemento. Entretanto, a presenca de elevados niveis de fosfato
pode tornar o zinco ndo disponivel para o fungo (LACEY e MAGAN,
1991).

O objetivo desta reviséo foi abordar os principais fatores fisico-quimicos
e bioldgicos ligados a produgéo de micotoxinas.

2 UMIDADE E TEMPERATURA

Os principais fungos produtores de toxinas sdo capazes de crescer
em substrato com 13 a 18% de umidade (JARVIS, 1971). Em 1967,
LOPEZ e CHRISTENSEN constataram umidade minima de 17,5% para
o desenvolvimento de A. flavus. Ja para PUZZI (1986), a umidade minima
para o crescimento do A. flavus esta entre 16 a 16,5%. Essa Ultima
observacéo foi reforcada, em 1988, por TRUCKSESS (16%). De acordo
com MOSS (1991), o crescimento de fungos dessa espécie ocorre
em atividade de agua minima de 0,80, a qual € observada em gréos de
milho com mais de 16% de umidade.

TRENK e HARTMAN (1970) observaram producédo de micotoxinas em
gréaos de milho 2 a 10 vezes maiores em graos reumedecidos do que
em graos colhidos com 0 mesmo teor de umidade e sob as mesmas
condi¢des de armazenamento. Atribuiram o ocorrido ao fato do milho
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seco promover diminuigdo de grande nimero de espécies, embora
mantenha as linhagens de Aspergillus que conseguem sobreviver em
baixa umidade. Com o reumedecimento do milho ha maior incidéncia
de Aspergillus do que naqueles colhidos com alta umidade e microbiota
com maior diversidade e, conseqiientemente, maior probabilidade de
producéo de micotoxinas.

LACEY e MAGAN (1991) relataram que a umidade talvez seja o fator
isolado mais importante na colonizacdo da microbiota de gréos de
cereais. Conforme o teor de umidade é possivel prever o
desenvolvimento de células de bactérias ou fungos, o tempo de geracéo,
ataxa respiratdria, a taxa de crescimento, a extensédo do calor liberado
pela respiracdo, a modificacdo de temperatura e a diversidade de
microrganismos que podem crescer.

Altas temperaturas e umidade, associadas com elevada umidade
relativa, foram consideradas determinantes na producéo de fumonisina
em graos de milho de diferentes hibridos por fungos do género Fusarium
spp (ORSI et al., 2000).

De acordo com PUZZI (1986), os grdos Umidos provocam aumento da
temperatura em sua massa durante o armazenamento que pode atingir
até 55°C. No caso de bactérias termdfilas pode ocorrer aguecimento
dos gréos em temperaturas de até 70 a 75°C.

Nos graos Umidos, os fungos sao responsaveis por grande parte da
respiracdo. Devido ao aumento na respiragdo ocorre aguecimento e
aumento da umidade na massa de graos pela liberacdo de energia.
Exemplo simplificado desse fendmeno foi descrito por LACEY e
MAGAN (1991) pelo metabolismo da glicose desses microrganismos
como: CH, O, + 60, - 6H,0 +6CO, +677,2 cal.

Quando a liberagéo de energia e de 4gua é mais rapida que a perda
ocorre aquecimento do substrato e aumento da umidade externa
(LACEY e MAGAN, 1991).

Estudos tém demonstrado que o teor de umidade de grédos em
armazenamento pode variar em diferentes regides da célula do silo.
Assim, mesmo que o0s graos tenham sido armazenados com baixos
teores de umidade, algumas areas do depdsito podem apresentar niveis
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de umidade maiores do que outras e favorecer o desenvolvimento de
fungos em decorréncia da migracédo de umidade (PUZZI, 1986).

Segundo CHRISTENSEN e KAUFMANN (1969), grdos de trigo
armazenados com 12,2% de umidade apresentaram na época da
descarga teores de 16 a 18,5% de umidade. Tais condicfes podem
favorecer o desenvolvimento de fungos sobre gréos e por consequiéncia
resultar na producéo de micotoxinas (ABELLANA et al.,1999).

3 AGENTES COMPETIDORES COM FUNGOS PRODUTORES DE
MICOTOXINAS

A possibilidade do uso de microrganismos antagonistas em controle
bioldgico de doencas flingicas de pds-colheita em frutas foi relatada
por WILSON e WISNIEWSKI (1989).

Certas espécies de leveduras osmotolerantes, em particular a Pichia
guillermodii, sdo muito eficientes no controle de les6es causadas por
patdgenos semelhantes a Penicillium em apodrecimento de macgas e
citrus quando aplicadas sobre a casca da fruta (WILSON e CHALUTZ,
1989).

InGmeros microrganismos podem aparecer em cultura mista e inibir o
crescimento de A. flavus, bem como promover a degradacdo das
micotoxinas (HORN e WICKLOW, 1983).

A bactéria Flavobacterium aurantiacum NRRL B-184 tem se mostrado
efetiva na degradacao de aflatoxina B1 em meio de cultivo liquido,
bem como em vérios alimentos como milho, amendoim, 6leo de milho
e leite (LINE, BRACKETT e WILKINSON, 1994). Essa degradagéo
microbiana constitui, provavelmente, fenbmeno de desmineralizacéo
(LINE e BRACKETT, 1995a e 1995b).

Microrganismos como o A. niger, Fusarium solani, Penicillium
fumiculosum e P. rubrum podem apresentar agdo antagbnica ao A.
flavus. O crescimento de A. flavus é suprimido em cultura mista com
Rhizopus stolonifer, R. oryzae, Saccharomyces cerevisiae e
Brevibacterium linens, mas é estimulado por Acetobacter aceti. Nesse
tipo de relagéo, o ritmo de eventos pode ser muito importante. Ja foi
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relatada inibi¢cdo do crescimento de A. parasiticus por Streptococcus
lactis, inoculando-o 3 dias antes do Aspergillus, contudo com a
inoculacao 3 dias apds nao foi observado o mesmo comportamento. A
esporulacao de A. flavus néo foi afetada pelo co-cultivo com A. niger,
entretanto a produgao de micotoxinas foi inibida. Além disso, a inibicéo
depende da relacéo entre A. flavus e A. niger. Na relagdo maior do
gue 19:1 micotoxinas foram sintetizadas, mas néo foi observada a
producéo de micotoxinas na relacdo 9:1 (JARVIS, 1971; LACEY e
MAGAN, 1991; GOURAMA e BULLERMAN, 1995a e 1995b). Segundo
HORN e WICKLOW (1983) e PASTER e MENASHERON (1988), a
reducdo na producao de micotoxinas por A. flavus foi atribuida ao
abaixamento do pH na presenca de A. niger. Nesse caso pode ocorrer
a quelacdo de zinco, elemento necessario para a producao de
micotoxinas.

A reducéo na producéo de micotoxinas e inibicdo do crescimento de
A. flavus em cultura mista com A. niger, Thrichoderma
viride, Thrichoderma harzianum, Alternaria spp, Fusarium oxysporum,
Rhizopus spp, A. candidus, A. chavaliere, P. viridicatum, F.
graminearum, Phoma spp e Mucor spp foi constatada “in vitro”(ROY e
CHOURASIA, 1990; SHANTHA, 1999; VARGA, RIGO e TEREN, 2000).

O crescimento de Scopulariopsis brevicaulis tem sido relatado por
reduzir a toxicidade provocada por substancias produzidas por fungos
em alimentos, quando esses séo inseridos na dieta de frangos. O
mecanismo ainda nado esta claro, porém acredita-se que possa ocorrer
a degradacéo enzimatica da toxina (HESSELTINE, 1967). Assim, 0
crescimento de microrganismos em sucessdo ao A. flavus pode
resultar na desintoxicagao da matéria-prima da ragéao.

A atividade de Fusarium moniliforme e F. proliferatum em gréos é
reduzida na presenca de Aspergillus flavus, A. niger e A. ochraceus
em condi¢des de temperatura de 15°C e alta disponibilidade de agua
(atividade de 4gua de 0,95 a 0,98). Por outro lado, a colonizagao de
Penicillium implicatum sobre milho (nas mesmas condi¢des) néo foi
afetada por co-cultura com Fusarium spp (MARIN et al., 1998).

De acordo com PETERSSON e SCHNURER (1995), o caminho para

a reducdo dos prejuizos promovidos por fungos micotoxigénicos em
silos herméticos € a introdugao de organismos antagonistas. Entre os
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microrganismos capazes de crescer competindo com fungos
toxigénicos verificaram que a levedura Pichia guillermondlii apresentou
maior potencial.

Em estudo conduzido com diferentes espécies de leveduras,
competindo com fungos de armazenamento em silos herméticos, foi
verificado que as leveduras apresentam grande habilidade para competir
com a microbiota existente quando inoculadas trés dias antes dos
fungos. Quando inoculadas dois a trés dias apos os fungos foi
observado o inverso, ou seja, grande crescimento desses Ultimos
(PASTER et al., 1993).

BJORNBERG e SCHNURER (1993) observaram que a adicdo de
108 células de Pichia anomala, “in vitro”, inibiu fortemente o
desenvolvimento de P. roquefortie A. candicus.

A Pichia anomala foi capaz de reduzir a populacdo de fungos em
gréos de cereais durante o armazenamento. A a¢éo antagonica desse
microrganismo foi atribuida a rapida taxa de crescimento e a competi¢éo
por nutrientes com outros microrganismos presentes naquele meio
(PETERSSON e SCHNURER, 1998).

4 ATMOSFERA CONTROLADA EM SILOS HERMETICOS

De acordo com PUZZI (1986), o principio basico do armazenamento
hermético fundamenta-se na reducéo da taxa de O, em nivel que cause
a morte ou inativagdo dos fungos e dos insetos antes que proliferem a
ponto de prejudicar o produto. Em decorréncia do processo respiratorio
dos gréos e daqueles organismos ocorre reducdo de oxigénio do ar
confinado.

Quando se eleva a concentracéo de CO,, em detrimento dos niveis de
O, abaixo de 1%, pode ser observada a inibicdo no crescimento de
fungos. O controle desse crescimento depende da manutencéo de
altos teores de CO, e baixos de O, durante o armazenamento. Também
foi demonstrado que a colonizag¢é@o de milho torna-se mais afetada
pela diminuicdo da atividade de agua (de 1,0 para 0,7) do que pela
diminui¢éo na concentragéo de O, de 21 para 1% (LACEY e MAGAN,
1991).

A microbiota caracteristica em gréos estocados em silos herméticos
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com alta concentragédo de CO, e baixa de O, € composta por leveduras.
As espécies Hansenula anomala, Candida krusei, Hipopichia burtonii,
Candida glabrata (Torulopsis) sdo predominantes. Ocasionalmente,
Hanseniaspora uvarum (Kloeckera apiculata) e Rhodotorula spp podem
ser avaliadas como agentes de biocontrole de fungos micotoxigénicos
(PETERSSON e SCHNURER, 1998).

Gases, especialmente, CO: e N2 podem ser adicionados em silos
convenientemente vedados para alterar a atmosfera intergranular.
Entretanto, muitas recomendac¢fes convenientes para o controle de
insetos podem ser insuficientes para o controle de fungos (LACEY e
MAGAN, 1991). Além disso, segundo PETERSSON e SCHNURER
(1998) € dificil manter silo hermético com baixa concentracdo de O, e
alta de CO» O sistema € sensivel as trocas de ar entre o silo e a
atmosfera externa, seja por vedacdo imperfeita, flutuacdes na
temperatura diaria ou pela remocéo de graos do interior do silo. Assim,
a adicdo de agente para o biocontrole do crescimento de fungos pode
manter a qualidade dos gréos ao longo do armazenamento.

Em atmosfera com mais de 61,7% de CO, (ou 99,7% de N2 e menos
de 0,3% de O) foi verificado atraso na deterioragéo de gréos de milho
contaminados por A. flavus e Fusarium moniliforme, mas sem
interromper seu crescimento (WILSON, HUANG e JAY, 1975). Foi
observada formacgao de mofo sobre graos de milho apos inoculacéo de
A. flavus e armazenamento durante quatro semanas em atmosfera
com 61,7% de CO2 + 8,7% de Oz2+ 29,6% de N.. A producédo de
micotoxinas foi limitada ao méaximo de 20 pg por quilo de milho, contudo
aremocao da atmosfera modificada causou rapida deterioracao.

Embora os fungos sejam aerébios, normalmente o requerimento de
0. é superestimado, pois sdo capazes de crescer em concentragées
de O:muito baixas. Em massa de gréos a 15°C, o crescimento de
fungos e a producéo de micotoxinas séo inibidos com 40% de CO:..
Por outro lado, na temperatura de 30°C foi observada pequena producéo
de micotoxinas com 60% de CO:2 e menos de 1% de O: (LACEY e
MAGAN, 1991).

Os fungos dos géneros Aspergillus e Penicillium sdo os mais

importantes em graos estocados herméticamente (BJORNEBERG e
SCHNURER, 1993). A estocagem em atmosfera controlada com baixo
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oxigénio e alto diéxido de carbono impede o crescimento de fungos e
os graos podem ser armazenados com teor de agua entre 20 e 40%,
correspondente a atividade de &guade 0,9 a 1,0 (LACEY e MAGAN,
1991). Entretanto, altas tensGes de oxigénio sédo suficientes para
permitir crescimento em sistemas herméticos e consideravel infestacéo
de fungos pode ocorrer, principalmente, em temperaturas favoraveis.

5 MEIOS PARA A IDENTIFICACAO DE FUNGOS

Entre os fungos micotoxigénicos, nem todas a linhagens s&o produtoras
de toxinas. Assim, € necessario o desenvolvimento de métodos que
propiciem a rapida e facil identificagcao das linhagens produtoras e das
ndo-produtoras (SAITO e MACHIDA, 1999). Estudo realizado por
DIERNE e DAVIS (1969), com colecdo de A. flavus, proveniente de
seis paises, evidenciou que cerca de 40% das linhagens ndo produziram
micotoxinas. Em outra ocasiéo, no inicio da década de 90, foi efetuada
investigacdo para caracterizar linhagens de A. flavus toxigénicas e
nao-toxigénicas. Foi verificado que as linhagens produtoras apareciam
com maior frequéncia (73,3%) do que as ndo-produtoras (36,7%)
(BILGRAMI e CHOULDHARY, 1993).

BOTHAST e FENNELL (1974) descreveram o meio “Aspergillus
Diferential Médium” (ADM), no qual A. flavus e A. parasiticus
produziram col6nias com o reverso amarelo alaranjado. Neste meio, 0
ingrediente essencial foi descrito como sendo o Citrato Férrico
(BOTHAST e FENNELL, 1974; ASSANTE et al., 1981). A partir de
novos estudos, o meio foi modificado e passou a ser chamado de
“Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus Agar” (AFPA) (PITT,
HOCKING e GLENN, 1983). No final da década de 90, alguns meios
utilizados tradicionalmente para o crescimento de fungos foram
adaptados para a caracterizacdo de fungos potencialmente
micotoxigénicos por SAITO e MACHIDA (1999). Esses, pesquisaram
diferentes linhagens de A. flavus e A. parasiticus produtores e ndo-
produtores de aflatoxinas. Depois de inoculados em diferentes meios
de crescimento com adicdo de 0,2 mL de vapor de amobnia na parte
interna da tampa das placas de petri e 5 dias de incubacdo notaram
gue as coldnias mudaram de coloracao, imediatamente apds a adicéo
da amdnia. O mais interessante nas mudancgas de coloragdo no reverso
das coldnias é que s6 ocorreram com as linhagens produtoras de
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micotoxinas.

Segundo SAITO e MACHIDA (1999), a técnica de vapor com am0nia e
0s meios “Potato Dextrose-Agar” (PDA), “Yeast Extract-Sucrose”
(YES), “Coconut” (COA) e “Glicose-Mineral Salts” (GMS) podem ser
utilizados para a identificacdo de fungos potencialmente aflatoxigénicos.

6 CONSIDERACOES FINAIS

O crescimento de fungos toxigénicos e a producéo de micotoxinas
estao relacionados com fatores fisico-quimicos e bioldgicos.

Os principais fatores relacionados ao aparecimento de toxinas fungicas
sdo a umidade, a temperatura, a co-cultura, a disponibilidade de
nutrientes e a atmosfera de desenvolvimento.

Certos fungos potencialmente produtores de micotoxinas podem ser
identificados através de meios diferenciais especificos e condi¢cdes
atmosféricas controladas.

O conhecimento dos fatores ligados a producao de micotoxinas
possibilita adotar medidas que reduzam a presenca dessas toxinas e
obter melhor aproveitamento dos alimentos.

Abstract

PHYSICOCHEMICAL AND BIOLOGICAL FACTORS LINKED TO THE
PRODUCTION OF MYCOTOXINS

The aim of this literature review was to approach the favorable conditions to
toxigenic fungi development, which can produce mycotoxins. The aspects
described included temperature and moisture, competitors agents and growing
atmosphere. The culture media for mycotoxigenic fungi identification were also
aborded. It was concluded that the knowledge of the factors linked to the production
of mycotoxin possibilitates the adoption of measures to reduce the toxins presence
and to enhance food utilization.

KEY-WORDS: MYCOTOXINS-GROWTH CONDITIONS; MYCOTOXIGENIC
FUNGI.
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