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Apresentacao

As ocratoxinas sdo substancias téxicas produzidas principalmente
pelos fungos dos géneros Aspergillus e Penicillium. Os métodos
convencionais para a deteccdao de fungos micotoxigénicos sdo aqueles
que utilizam cultivos especificos, o que consome muito tempo e exige
um profundo conhecimento em taxonomia flngica. A classificacao
taxondmica pode ser simplificada pelo uso de meios seletivos, apesar
do tempo necessario para a geracao de resultados ndo ser reduzido.
Os problemas relacionados ao tempo necesséario para as analises
podem ser superados através do uso da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR - Polymerase Chain Reaction), onde se observa a
reducdo no tempo das anélises de deteccao de alguns dias para
algumas horas. O objetivo deste trabalho foi apresentar as novas
estratégias para deteccdo de fungos filamentosos produtores de
ocratoxinas, as quais utilizam a metodologia molecular: PCR.

Amauri Rosenthal
Chefe Geral da Embrapa Agroindustria de Alimentos
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Deteccao de Fungos
Filamentosos Produtores de
Ocratoxinas utilizando a
Reacdo em Cadeia da DNA
Polimerase (PCR)

Edna Maria Morais Oliveira

Introducéo

O Brasil lidera a producdao mundial de café. Entretanto o “status” do
produto brasileiro, na panoramica mundial, ndo é tdo expressivo
quanto o seu volume de exportacdes. Esta situacdo é conseqliéncia da
falta de qualidade, que pode ser revertida com maiores investimentos
em pesquisa e no desenvolvimento e disseminacdo de novas
tecnologias. Além disso, é necessario que haja um esforco
concentrado para apresentar campanhas junto ao consumidor
estrangeiro, enfatizando que o produto brasileiro é de boa qualidade e
pode ser apreciado, a exemplo do que é realizado pela Colémbia, que
investe cinco vezes mais que o Brasil em campanhas de marketing.

A produciao brasileira de café é extremamente prejudicada pela
incidéncia de ocratoxina. As ocratoxinas sdo substancias téxicas
produzidas principalmente pelos fungos Aspergillus ochraceus e
Penicillium sp, compreendendo uma familia de sete substancias, das
quais a ocratoxina A (OTA) apresenta-se como contaminante de
alimentos com efeitos téxicos para os seres humanos (SOARES,
2000). A OTA é produzida sob condicdes diversas e, sobretudo,
quando a atividade de dgua nos grdos de café estd acima de 0,85
(OLSSON, 2000). A acao nefrotéxica e carcinogénica da OTA é a
fonte de preocupacdo com seguranca de alimentos contaminados com
esta micotoxina. Consequentemente, sdo promovidos debates
internacionais e deliberagbes de rigidas regulamentacdes,
principalmente pelos paises da Uniao Européia (Harry; Mantle, 2001).
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Um exame feito em consumidores médios de alimentos que sao
passiveis de contaminacdo e contribuem a exposicdo de OTA, levou
ao estabelecimento de um TWI (Tolerable Weekly In-Take), sigla em
inglés que significa ingestdao semanal toleravel (IST), pelo painel de
120 ng/Kg para OTA. De acordo com o referido exama, os niveis
atuais de exposicao variam entre 15 e 60 ng/Kg, niveis abaixo do TWI
estabelecido (European Food Safety Authority, 2006).

O café nao é a principal fonte de OTA para o consumo humano, mas
é o principal produto de exportacao brasileira que pode apresentar
altos niveis da micotoxina, gerando problemas de embargos sanitarios.
Desta forma, sdo necessdrias medidas de prevencao da contaminacao
dos graos de café por fungos filamentosos produtores de OTA.

Os fungos encontrados em graos de café brasileiro sdo Aspergillus
niger, A. ochraceus e A. carbonarius (Taniwaki et al., 2003; Magnani
et al., 2005).
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Ocratoxinas

As micotoxinas pertencem a diferentes classes quimicas com
diferentes estruturas moleculares, como poliquetideos, isoprenos e
aminoéacidos (MARTIN, 1992). Ja foram identificadas cerca de 300
diferentes micotoxinas, mas apenas 20 destas sdo relevantes para a
salde humana. As principais enfermidades causadas pelas micotoxinas
incluem efeitos teratogénicos, imunosupressivos, tremorgénicos,
nefrotéxicos, hepatdéxicos e carcinogénicos (BULLERMAN, 1979). Na
Fig. 1 estdo representadas as estruturas quimicas das principais
ocratoxinas (A, B e C).

Ocratoxina A

Cl hATJ 242 00

Ocratoxina B

Ocratoxina C

Cl

Fig. 1 . Representacdo das estruturas quimicas das principais ocratoxinas (A, B
e C).
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Entre outros mecanismos de toxicidade, foi sugerido que a OTA inibe
a acao da fenil-alanil-tRNA sintetase (PheRS), provocando uma
reducdo/inibicao da sintese de proteinas. A acao da OTA esta
representada na Fig. 2 (MC MASTERS; VEDANI, 1999).

(proteina = cinza; OTA = branco)

Fig. 2. Simulacdo da ligacdo da ocratoxina A com enzima fenilalanina
hidroxilase (MC MASTERS & VEDANI, 1999).



Deteccdo de Fungos Filamentosos Produtores de Ocratoxinas utilizando a Reacdo em Cadeia
da DNA Polimerase (PCR) 13

Deteccédo de espécies fungicas
produtoras de Ocratoxina A utilizando
reacao da DNA Polimerase (PCR)

A utilizacdao de marcadores de DNA para a realizacdo de andlises de
deteccao, rapidas e seletivas, das espécies de Aspergillus produtoras
de ocratoxina A presentes em cafépode ser uma alternativa aos
métodos convencionais. Os métodos convencionais requerem o
isolamento, cultivo e selecao dos fungos filamentosos, além da
necessidade de conhecimentos especificos em taxonomia. Estes
marcadores foram obtidos através da caracterizacdao molecular das trés
principais espécies produtoras da micotoxina, utilizando RAPD
(Random Amplified Polymorphism) e AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism). Com isso, recentemente, foram definidos seqiéncias
de “primers” especificos para a deteccao por PCR de Aspergillus
carbonarius, A. ochraceus e A. niger (FUNGARO et al., 2004;
PATINO; GONZALEZ-SALGADO; GONZALEZ-JAEN, 2005; SCHMIDT
et al., 2003; SCHMIDT et al., 2004; SARTORI et al., 2006).

Sartori et al. (2006) estabeleceram condicdes para a aplicacdo de PCR
Multiplex com o objetivo de detectar as trés espécies de Aspergillus
com maior potencial para a producado de ocratoxina A. A aplicacao de
PCR-Multiplex permite a amplificacdo de mais de uma seqiiéncia-alvo
em uma s6 reacdo, com a presenca de dois ou mais pares de
oligonucleotidios iniciadores. Esta abordagem diminui o tempo e
numero de reacoes (tubos), além da possibilidade de detectar
diferentes espécies de fungos filamentosos presentes em uma amostra
(Fig. 3).

1- Padrdo 1Kb;

2- A.ochraceus;

3- A.niger;

4- PCR Multiplex;

5- PCR Multiplex;

6- Controle Negativo;

7- Controle Positivo.

Fig. 3. Produtos de amplificacdo usando DNA de diferentes espécies de
Aspergillus.
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