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RESUMO

VIVAN, Juliana, M.S., Universidade Federal de Vigosa, feveriro de 2002.
Producdo da Micotoxina Citrinina por Penicillium spp. Professor Orientador:

Jorge Luiz Cavalcante Coelho. Conselheiros: Prof Flavia Maria Lopes Passos
e Dr? Virginia Maria Chaves-Alves.

O fungo Penicillium expansum, produtor de enzimas pectinoliticas e
xilanoliticas, as quais possuem aplicagdo na industria téxtil, na industria de
bebidas, principalmente na clarificacdo de sucos e vinhos, e na industria de
alimentos, esta incluido entre as espécies toxigénicas capazes de produzir
micotoxinas, dentre elas a citrinina. A presenca dessa micotoxina inviabiliza a
utlizagdo de P. expansum na industria de alimentos. Com o propédsito de
analisar a possibilidade desse fungo produzir simultaneamente as enzimas de
interesse e a citrinina, foram verificadas seis linhagens de Penicillium, que vém
sendo utilizadas em estudos de producdo de pectinases e xilanases na
Universidade Federal de Vigosa. Dois métodos de andlise, cromatografia em
camada delgada (CCD) em silica-gel e cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) em fase reversa, foram utilizados com o unico proposito de detectar
citrinina. Dentre as seis linhagens, P. cirinum (principal produtor de citrinina),
P. expansum GF (linhagem toxigénica isolada de macas deterioradas), P.

expansum MIC, P. griseoroseum, P. roqueforti e P. camemberti, apenas P.

citrinum € P. expansum GF produziram citrinina nos trés meios de cultivo

X



testados (Timonin, YES e Aveia). P. roqueforti produziu citrinina apenas em
caldo Timonin e os demais ndo a produziram em nenhum dos meios testados.
Apenas o fungo P. citrinum foi capaz de produzir citrinina sob condigbes de

incubagdo estatica e em agitagdo rotacional a 150 rpm, em longos periodos de

tempo (40 dias). O fungo P. expansum GF produziu a citrinina somente em
condicbes estaticas, os demais fungos testados, P. expansum VIC, e P.
roqueforti, também cultivados em ambas as condi¢es, foram incapazes de
produzir citrinina. Deste modo, pode-se concluir que os fungos P. expansum
VIC e P. griseorosewm néo representam perigo quanto a producio de citrinina,

quando utiizados na industia de alimentos, pois ndo tém capacidade de
produzir a micotoxina nas mesmas condi¢des em que produzem as enzimas de

interesse, poligalacturonase e xilanase.



ABSTRACT

VIVAN, Juliana, M.S. Universidade Federal de Vicosa, February 2002.
Production of the Mycotoxin Citrinin by Penicillium spp. Adviser. Jorge

Luiz Cavalcante Coelho. Committee members: Flavia Maria Lopes Passos
and Virginia Maria Chaves-Alves.

The fungus Penicillium expansum, which produces pectinolytic and
xylanolytic enzymes with application in the textile, food and beverage industries,
is one of the toxigenic species capable of producing mycotoxins, one of which is
citrinin. The presence of this mycotoxin would preclude the use of P. expansum
in the food industry. Six lineages of Penicillium that are being used in studies of
pectinase and xylanase production at the Universidade Federal de Vicosa were
therefore evaluated for possible simultaneous production of the enzymes of
interest and citrinin. Both thin layer (TLC) and reverse phase liquid (HPLC)

chromatographies were used to detect citrinin. Of the six lineages evaluated, P.
citinum  (principal citrinin producer), P. expansum GF (a toxigenic lineage
isolated from rotten apples), P. expansum VIC, P. camemberti, and P. roguefort,
only P. citrinum and P. expansum GF produced citrinin in the three culture
media tested (Timonin, YES and oatmeal). P. rogueforti produced citrinin only
in Timonin broth while the other lineages did not produce this mycotoxin in any

of the media used. Only P. cirrinum was able to produce citrinin when cultivated



both with (150 rpm) and without agitation for long periods (40 days). The fungus
P. expansum GF only produced citrinin under static growth conditions. The other
fungi evaluated (P. expansum VIC, and P. roqueforti) were also cultivated with
and without agitation but did not produce citrinin under either growth condition.
It can therefore be concluded that P. expansum VIC and P. griseoroseum
represent no threat to the food industry in terms of citrinin production since
these fungi are unable to produce this mycotoxin under the conditions used to

produce the enzymes of interest polygalacturonase and xylanase.



1. INTRODUGAO

A utilizagdo de fungos na produgcdo de alimentos, como pées, bebidas
alcodlicas e alimentos fermentados provenientes da cozinha oriental, é
conhecida desde tempos remotos, e esse conhecimento vem acompanhando o
desenvolvimento cientifico e tecnoldégico do homem. Atualmente, muitos
desses fungos possuem ampla aplicacdo na produgdo de queijos, cames,
enzimas, acidos organicos, vitaminas, antibidticos e esterdides. No entanto,
deve-se considerar também o importante papel dos fungos no que diz respeito
& doengas de plantas, animais e humanos, até mesmo na perda de colheita e
de alimentos, pelo fato de produzirem metabdlitos secundarios, conhecidos
como micotoxinas.

Micotoxinas produzidas por alguns fungos filamentosos podem contaminar
grande variedade de alimentos e racdo animal. Devido aos seus varios efeitos
toxicos e a sua alta resisténcia a tratamentos térmicos, a presenca de
micotoxinas em alimentos é potencialmente perigosa para a saude humana e
animal, causando significante impacto na economia, pelas perdas geradas na
criacdo de animais e na produgéo de alimentos.

Muitos sdo os fatores biologicos e ambientais que interferem na
producdo de micotoxinas na cadeia alimentar e esses, quase sempre, agem

durante o processamento e o armazenamento dos alimentos.
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O interesse cientifico pelas micotoxinas teve inicio em 1960, na
Inglaterra, quando, em poucas semanas, cem mil perus faleceram apés a
ingestdo de racdo a base de amendoim contaminado com micotoxina
(aflatoxina) produzida por Aspergillus flavus.

A citrinina produzida por varias espécies de Penicillium, Aspergillus e
Monascus foi descoberta em 1931, sendo inicialmente estudada com o
propésito de ser empregada como antibidtico. Entretanto, tal propdsito ficou
frustrado apés a demonstracido de sua atividade nefrotdxica em 1955
(HETHERINGTON e RAISTRICK, 1931; DAMODARAN et al, 1973; BETINA,
1984). Essa descoberta gerou crescente preocupacdo em tomo de suas
propriedades, uma vez que os fungos produtores dessa micotoxina séo
contaminantes naturais de frutas e grdos, com potencial toxicidade para
consumidores de tais produtos. De fato, Penicillium expansum, principal
produtor da micotoxina patulina e outras, como a citrinina, é constantemente
isolado de diversos tipos de alimentos, inclusive do tecido de frutas sadias,
principalmente macés. No entanto, a producdo dessas duas micotoxinas ocorre
normalmente apenas nos casos em que a superfice da fruta tenha sido
danificada. Portanto, a presenca de micotoxinas como citrinina e patulina em
suco de macad comercial pode ser usada como indicador de qualidade do
produto, uma vez que, removendo as porgbes lesadas da fruta “in natura”,
ocorre diminuicdo superior a 90% de toda a micotoxina existente (MACHINSKI
e MIiDIO, 1995).

Os fungos sdo os microrganismos mais utilizados industrialmente para a
producdo de enzimas, principalmente por secretarem maiores quantidades
destas, quando comparados a bactérias e leveduras.

O fungo P. expansum, produtor de patulina e citrinina, tem sido testado
quanto a producdo de algumas enzimas usadas industrialmente, como as
poligalacturonases e as xilanases.

A enzima xilanase é utilizada em processos de biopolpagdo nas
industrias de papel e celulose e no processamento de fibras vegetais como
linho, juta e rami. Na industria téxtil, além das xilanases, enzimas pectinoliticas
como as poligalacturonases sdo usadas no processo de desengomagem, que

resulta na liberacdo das fibras de uso em tecelagem.



O uso associado de pectinases, xilanases e celulases tem aplicagdo na
industria de alimentos, na remocdo de soélidos em suspensdo durante o
processamento de sucos de frutas e liquefacdo de vegetais, no preparo de
dextranas como espessante de alimentos, na industria vinicola, entre outros. A
macera¢do enzimatica de tecidos de frutas e de vegetais é de grande
importancia na clarificacdo de sucos e vinhos, no processamento de conservas
e hortalicas, na exiracdo de 6bleo de oliva, na producdo de alimentos para
bebés e na fermentacéo do café, cacau e fumo.

Tendo em vista o amplo potencial dos fungos filamentosos como
produtores de enzimas de interesse biotecnoldgico, o presente trabalho teve
como objetivo determinar se as linhagens de P. expansum e P. griseoroseum,
ambas isoladas em Vicosa-MG e produtoras de enzimas pectinoliticas e
xilanoliticas, sdo também capazes de produzir a micotoxina Ccitrinina nas
mesmas condi¢cdes em que produzem tais enzimas. Para isso, utilizou-se como
controle o fungo P. citrinum, principal produtor de citrinina. Também foram
analisadas as linhagens P.expansum GF (espécie toxigénica) e duas espécies,

P. roqueforti e P. camemberti, amplamente utilizadas na industria para a

producdo de alimentos.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Micotoxinas

Micotoxinas sdo metabdlitos secundarios resultantes do metabolismo
normal de alguns fungos filamentosos que proliferam em alimentos e ragbes
animais. Como contaminantes toxicos, despertam grandes preocupagdes
desde 1960 e sdo reconhecidos como potencial amea¢a para a saude humana
e animal, além de provocarem perdas econdmicas devido a deterioragdo dos
alimentos (BETINA, 1984).

Alguns fungos filamentosos sdo capazes de produzir micotoxinas e
aqueles que as produzem, em geral, s6 sintetizam tipos particulares. Os fungos
toxigénicos somente produzem micotoxinas em certas condicdes de pH,
temperatura, umidade e injuria mecanica no produto, dependendo do tipo de
substrato, somados aos fatores biolégicos, como a susceptibilidade dos
vegetais a infeccdo fungica. Infelizmente, muitos desses fatores aparecem
durante a colheita, o processamento, a conservacdo e o armazenamento dos
alimentos (PRIETA et al, 1994). As condigbes climaticas dos paises tropicais
(temperatura e umidade elevadas) favorecem a proliferacdo de fungos nos
produtos agricolas, principalmente grdos, determinando altos teores de
micotoxinas nos alimentos provenientes dessas regides. Isso pode acarretar
sérios reflexos para a economia dos paises que, a exemplo do Brasil, mantém



o equilibio de sua balanga comercial baseado na exportacido de grandes
quantidades de grdos (CAZENAVE e MIDIO, 1998). Além disso, a
comercializagdo global, oriunda do avango tecnoldgico, faz com que os frutos e
grdos sejam armmazenados nos periodos das entressafras em condi¢cbes de
temperatura que permitem o desenvolvimento de fungos psicrotroficos,
representados por Penicillium spp., dentre outros (ROSS et al., 1998).

Os fungos sdo responsaveis por significantes perdas econdmicas de
alimentos em todo o mundo, podendo crescer e produzir micotoxinas durante o
cultivo e apds a colheita nas folhas e nos talos, em graos e sementes e até
mesmo em produtos como came e leite (BETINA, 1984). Frutas contaminadas
por esses microrganismos exibem areas de consisténcia mole ("podridao"),
manchas marrons uUmidas, que aumentam rapidamente em temperaturas
moderadas. Em condi¢des umidas, o fungo pode esporular dando aspecto
pulverulento a superficie da lesdo. Este € um modo bastante comum de
deterioracdo em macds armazenadas, causada geralmente por P. expansum
(BETINA, 1984; VINAS, 1993; RYU e HOLT, 1993).

A producdo de aflatoxina por cepas do fungo Aspergillus flavus tem sido
frequientemente observada em muitos tipos de grdos como nozes moidas, trigo,
arroz, cevada, milho, ervilhas secas, aveia, além de sementes de algodao,
coco e batata-doce. Em muito desses produtos, além da aflatoxina, outras
micotoxinas também foram encontradas, dentre elas a citinina (BETINA,
1984).

2.2. Citrinina

A citrinina, um metabdlito benzopirano tdxico (3R-trans)46-Dihidro-8-
hidroxi-3,4,5-trimetil-6-ox0-3H-2-benzopirano-7-acido  carboxilico  (RIBEIRO et
al., 1997) (Figura 1), possui formula molecular bruta CizH14Os e peso molecular
de 250,24. Também conhecida como antimicina, foi isolada como antibibtico
em 1931 e, posteriormente, em 1955, classificada como micotoxina devido a
sua atividade hepatonefrotoxica em animais e humanos (HETHERINGTON e
RAISTRICK, 1931; DAMODARAN et al., 1973; PHILLIPS et al., 1980; ROSA et
al., 1985; RIBEIRO et al., 1997).



A citrinina & sélida e amarela, quando cristalizada em etanol absoluto.
Apresenta ponto de fusdo em tomo de 175°C. E praticamente insolivel em
agua, soluvel em etanol aquecido, benzeno, cloroférmio, acetato de etila e
pouco solivel em éter de petrdleo e etanol. Nas amostras de solo apresenta
coloracdo amarelo-imdo em pH 45 e vermelho-vivo em pH 99 (BETINA,
1984).

Figura 1. Estrutura quimica da citrinina.
Fonte: RIBEIRO et al. (1997).

A citrinina € um metabdlito secundario primeiramente isolado de
Penicillium  citrinum Thom (HETHERINGTON e RAISTRICK, 1931); de

espécies de Aspergillus (DERUILER et al, 1992; HAJJAJ et al, 1999) e
Monascus (BLANC et al., 1995; HAJJAJ et al., 1999).

P. citrinum é considerado o principal e mais eficiente produtor de
citrinina, mas fungos toxigénicos, como P. expansum, P. viridicatum, P.
roqueforti, P. verrucosum, P. steckii, P. corylophilum, Aspergillus carneus, A.
terreus, A. candidus, A. niveus, Monascus ruber € M. purpureus, podem também
produzi-la em grandes quantidades (BETINA, 1984; FRISVAD e SAMSON,
1991; VINAS et al, 1993; BLANC et al, 1995, COMERIO et al, 1998;
MALMSTROM et al., 2000).



2.2.1. Ocorréncia da Citrinina

A produgdo da micotoxina citrinina & amplamente distribuida, pois é
encontrada como contaminante natural em varios tipos de grdos como o miho
(JACKSON, et al., 1978; NELSON et al., 1979, 1985; COMERIO et al., 1998), o
trigo, o centeio, a aveia, a cevada (SCOTT et al., 1972; COMERIO et al., 1998)
e 0 amendoim (POHLAND e WOOD, 1987). Trabalhos realizados em isolados
de P. expansum presentes em macgds e sucos de macgds processados
comercialmente relatam a ocorréncia de citrinina e outros metabdlitos téxicos
nas partes deterioradas da fruta (VINAS et al., 1993; MIDIO e MARTINS,
2000). Na Argentina, a ocorréncia natural de citrinina foi constatada em
linhagem de P. cirinum, freqlientemente isolado de milho, trigo, soja, arroz e
amaranto (TONON et al., 1996; COMERIO et al, 1998). No Japdo, a
ocomréncia dessa micotoxina em mofos de arroz amarelado recebeu a
denominagdo de “sindrome do aroz amarelo” (SAITO et al., 1971; COMERIO
et al, 1998). No Brasil, foram encontrados muitos isolados de cereais
associados a essa micotoxina, causando doengas em animais como porcos e
aves, porém nenhuma doenga diagnosticada em humanos foi relatada (ROSA
et al, 1985; COMERIO et al, 1998). Isso se deve ao fato de a contaminagéo
humana ocorrer, provavelmente, devido ao consumo de citrinina em baixas

concentragdes, cujo efeito cumulativo somente é expresso apds consumo por
longo periodo de tempo (MIDIO e MARTINS, 2000).

2.2.2. Intoxicagao por Citrinina

Devido a grande ocorréncia em varios tipos de alimentos, a citrinina,
reconhecida como uma micotoxina hepatonefrotdxica, tomou-se
potencialmente importante, em razdo de poder ser ingerida por animais e
humanos, causando graves doencas (JACKSON e CIEGLER, 1978; BETINA,
1984; ROSA et al., 1995).

Os sintomas de intoxicagdo por citrinina em algumas espécies de
animais, de idade entre 8 a 12 semanas, foram: tremores musculares,

dificuldade de locomogdo, respiracdo ofegante e sialorréia. Os animais
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mostraram-se apaticos e tristes, alguns com constipagcdo, outros @m diarréia.
Em alguns casos, houve ocorréncia de 6bito (ROSA et al., 1985).

Segundo AMES et al. (1976), a presenga de citrinina produzida por P.
citrinum em ragao de aves, ocasionou aumento no consumo de agua por esses
animais, acompanhado por diarréia. Segundo esses autores, de acordo com a
dosagem de citrinina ingerida, os animais desenvolviam lesdes agudas ou
cronicas. KROGH et al. (1973; 1978), estudando disturbios ocasionados por
intoxicagdo de citrinina em porcos, verificaram que estas lesbes eram de
carater hemorragico, com alteracdo do quadro hematol6gico, necrose hepatica
e renal e fibrose intersticial renal.

Demonstrando seu potencial toxico, estudos evidenciaram que esse
metabdlito secundario possui acdo em animais domésticos, como porcos e
cachorros, sendo uma nefrotoxina para os monogastricos (SWEENEY e
DOBSON, 1998), a qual prejudica os tubulos contomados distais e proximais
dos rins, tanto nos segmentos retos como nos contorcidos (PHILLIPS et al,
1980; ROSA et al., 1985). Segundo Bemdt (1990), citado por COMERIO et al.
(1998), a citrinina foi prejudicial ao funcionamento renal em todas as espécies
em que foi testada.

Em experimentos realizados por CIEGLER et al. (1977), em embrides de
galinha, a citrinina demonstrou atividade teratogénica, semelhante a patulina,
como malformagcdes nas extremidades (patas), bicos, exoencefalia e exoftalmia
e, ocasionalmente, embrides, apresentando a cabeca e o pescogo virados para
a esquerda ao invés da direita, como nomalmente ocorre. A dosagem letal
(DLso) de citrinina em embrides de galinha, com quatro dias, foi 80,5 pg por
ovo, com limite superior de 131 pg e um limite inferior de 54,3 ug. Os valores
de Dlso oral para ratos e coelhos foram 35 e 19 mg kg', respectivamente.
Segundo ROSA et al. (1985), em suinos, a concentragdo de 1 mg kg' de
citrinina em cevada contaminada é téxica. Em regides de ocorréncia natural de
nefropatia micotdxica, os alimentos apresentavam um indice dessa micotoxina
na faixa de 0,16 a 2 mg kg'. No entanto, att o momento, ndo foram
estabelecidos indices de toxicidade para esta micotoxina, assim como Limite

Maximo Permitido, nem para alimentos e nem para ragdes animais (MIDIO e
MARTINS, 2000).



VINAS et al. (1993) constataram a toxicidade de citrinina, sendo esta
capaz de inibir o crescimento de bactérias Gram-positivas, como Bacillus
cereus e B subtilis. Também possui propriedade antifingica, antiprotozoaria,
efeitos na diferenciacdo e no dimorfismo micelial. O efeito em humanos ainda é
pouco conhecido (BETINA, 1984; SWEENEY e DOBSON, 1998).

GUPTA et al. (1979) observaram que a citrinina, em testes com ratos,
causou significantes mudangas nos pardmetros hematoldgicos, depressdo do
sistema nervoso central, hepatotoxicidade e nefrotoxicidade.

Posteriormente, GUPTA et al. (1986), estudando os efeitos de varias
doses (15, 25 e 35 mg kg ) de citrinina na atividade de alguns horménios,
enzimas e substratos relacionados com a via glicolitica em ratos, verificaram
gue no sangue, no figado, nos rins € no cérebro de ratos tratados com citrinina,
ocorriam decréscimo  significante nas atividades de adenosina-trifosfatase,
hexoquinase, lactato desidrogenase, decréscimo nos niveis de acido lactico e
acido piruvico e aumento no nivel de glicose no sangue, nos rins € no cérebro,
além de decréscimo de glicogénio no figado. Observaram também aumento do
nivel de cortisol, triiodotionina e tiroxina no soro e diminuicdo do nivel de
insulina.

Muitos estudos sobre a carcinogenicidade da citrinina tm sido
realizados em camundongos e ratos. Resultados negativos foram sempre
considerados devido ao pequeno numero de animais testados ou a pouca
duragdo do experimento. Em um estudo em que citrinina foi incorporada na
racdo de ratos, durante 80 dias, na concentragio de 1 g kg', um grande
numero de tumores foi observado. Todavia, eram benignos e foram
considerados apenas como adenomas celulares. Portanto, ndo existem
evidéncias de carcinogenicidade desse composto (MIDIO e MARTINS, 2000).

Na célula, a agdo da citrinina é resultante do acumulo na mitocdndria e
interferéncia com o sistema de transporte de elétrons (RIBEIRO et al, 1997).
Esse processo, que depende de pH, ndo afeta a integridade da membrana
celular, porém provoca uma inibicdo na sintese de DNA e, subseqlientemente,
de RNA e proteina. Existem controvérsias sobre a ag¢do mutagénica e
genotoxicidade de citrinina (SABATER-VILAR et al, 1999). Trabalhos



realizados por esses autores indicaram que a citrinina ndo € mutagénica,
porém a sua biotransformacéo pode provocar efeitos mutagénicos.

2.3. Enzimas Fungicas de Interesse Comercial

Fungos pertencentes aos géneros Penicillium, Aspergillus, Fusarium e
Rhizopus apresentam alta atividade xilanolitica e pectinolitica. Esses fungos,
em geral, sdo saprofitas, capazes de secretar varias enzimas extracelulares
que degradam diversos polimeros (FAWOLE e ODUNFA, 1992). Os fungos
flamentosos, que sdo produtores de xilanases e pectinases, sdo estudados
com particular interesse, uma vez que eles secretam as enzimas no meio
extracelular e a concentracdo de enzima secretada é muito maior do que
aquelas de leveduras e bactérias, que geralmente n3o as secretam
(GOODENOUGH e GOODENOUGH, 1993). Além disso, a atividade da
xilanase fungica € maior do que nas bactérias (KULKARNI et al., 1999).

O uso associado de xilanases, pectinases e celulases ocomre na industria
de alimentos, para a remocdo de sdlidos em suspensdo, durante o
processamento de suco de frutas e liquefagdo de vegetais (VAN DER BROECK
et al, 1990, TENKANEN et al, 1992), no preparo de dextranas como
espessante de alimentos, na industria vinicola (TAN et al., 1987; WONG et al.,
1988; KHASIN et al, 1993) e no tratamento de residuos e efluentes (DE
RONZO, 1977), entre outros.

De acordo com VAN DER BROECK et al. (1990), as xilanases melhoram
algumas caracteristicas do pao, como firmeza da casca e do miolo e textura.
Na Europa, 0 uso tanto de brometo de potassio na massa do pdo quanto de
diéxido de enxofre na massa do biscoito tem sido vetado por reduzir a
elasticidade do gliten. Em substituicdo a esses compostos estdo as
hemicelulases, incluindo as xilanases (MUTSAERS, 1991).

Outras aplicagbes das xilanases incluem hidrélise de xilana a
carboidratos fermentaveis por bioconversdo e remog¢do de hemicelulose
(GILBERT et al, 1992) e obtencdo de xilobiose, xilotriose e outros
xilooligossacarideos para serem usados como padrdes para cromatografia
(WONG et al., 1988).
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As pectinases sdo comercialmente importantes em inuUmeros processos
industriais, incluindo extragdo, clarificacdo e despectinizacdo de sucos de
frutas, extracdo de dleos vegetais € maceragdo de frutas e vegetais, resultando
em alimentos homogéneos (FOGARTY et al., 1990).

A maceragdo enzimatica de tecidos de frutas e vegetais & de grande
importancia na clarificagdo de sucos e vinhos, no processamento de conservas
e hortalicas, na extracido de 6leo de oliva, na producdo de alimentos para
bebés e na fermentacdo do café, cacau e fumo (CHESSON, 1980; WHITAKER,
1984; Mc LELLAN et al, 1985; MANACHINI et al., 1988; ALANA et al, 1989,
FAWOLE e ODUNFA, 1992; BEHERE et al., 1993).

Portanto, fungos utilizados na producdo de enzimas de interesse para a
industria de alimentos ndo devem ser produtores de micotoxinas ou outros
metabdlitos toxicos.

Em trabalho realizado para averiguar a producdo de patulina por P.
expansum MC, linhagem que vem sendo testada como produtora de enzimas
despolimerizantes da parede celular de vegetais, FERREIRA (2000) verificou
que ndo ha producdo daquela micotoxina, quando da producdo de tais
enzimas. Tendo em vista a necessidade de qualidade em alimentos,
constantes esforcos devem ser realizados no sentido de se obter um controle
eficiente a fim de evitar a contaminagdo por citrinina em sucos de frutas
processados, alimentos enlatados, queijos e derivados, ragdo para animais e
grande quantidade de gréos. Para tal, teve-se como objetivo determinar se as
linhagens de P. expansum VIC e P. griseoroseum, ambas isoladas a partir de
plantas vegetais e em estudos de produgdo de enzimas pectinoliticas e
xilanoliticas, sdo também capazes de produzir citrinina simultaneamente a
producdo de tais enzimas. Para isso, utilizaram-se os fungos P. citrinum, como
padrdo e principal produtor de citrinina; P. expansum, denominado GF,
linhagem selvagem isolada a partir de macgas deterioradas, no Laboratério de
Fisiologia de Microrganismo — Bioagro; e os fungos P. camemberti e P.

roqueforti, que possuem ampla utilizacdo na industria de alimentos para a

fabricacdo de queijos.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Determinar se diferentes espécies do género Penicillium, produtoras de
enzimas pectinoliticas e xilanoliticas, sdo capazes de produzir citrinina nas

mesmas condicdes e nos meios em que produzem tais enzimas de uso na
industria de alimentos.

3.2. Objetivos Especificos

1. Avaliar a produgdo de citrinina por linhagens de Penicillium em

diferentes meios de cultura.

2. Avaliar a producdo de xilanases e pectinases nos meios de cultura
simultaneamente aproducéo de citrinina.

12



4. MATERIAL E METODOS

O ftrabalho foi realizado no Laboratério de Fisiologia de Microrganismos
do Departamento de Microbiologia/BIOAGRO, da Universidade Federal de
Vigosa.

4.1. Produgio de Citrinina por Diferentes Linhagens de Penicillium

4.1.1. Microrganismos

Os fungos utilizados para o experimento foram seis diferentes linhagens
de Penicillium: P. citrinum CCT 3281, adquirida no Instituto André Tosello -

Campinas/SP (utlizado como padrdo); P. expansum GF, linhagem toxigénica
isolada a partr de macgd deteriorada em temperatura ambiente, no
Departamento de Microbiologia/UFV-MG e produtora da micotoxina patulina; P.
expansum VMIC e P griseoroseum CCT 6421, linhagens isoladas no

Departamento de Fitopatologia/lUF\-MG, a partir de sementes de plantas
florestais; P. camemberti CCT 4461 e P. rogueforti CCT 0062, ambas

adquiridas no Instituto André Tosello.

4.1.2. Manuteng¢éo da Cultura e Produgédo do Inéculo
13



Os microrganismos foram estocados em geladeira, em temperaturas de
5 a 10°C, em meio &gar-aveia inclinado, composto de 40 g L™ de farinha de
aveia e 15 g L' de agar-agar.

Para a produgdo dos indculos, as culturas estocadas foram repicadas
em tubos de ensaio, contendo 0 mesmo meio, e incubadas a 25°C por nove
dias.

4.1.3. Obtengio e Padronizagdo da Suspensio de Esporos

As suspensbes de esporos foram obtidas por meio de raspagem
superficial das culturas, mantidas em meio agar-aveia, com alca de platina. Os
esporos foram transferidos para solucdo estéril de Tween 80 a 0,5% (viv). As
suspensdes foram homogeneizadas em agitador de tubos tipo vortex e diluidas
100 vezes, para contagem em camara de Neubauer. A concentracdo de
esporos nos meios de cultura foi padronizada para cerca de 10° esporos mL".

4.1.4. Condigoes de Cultivo

As suspensfes de esporos foram inoculadas em frascos erlenmeyer de
250 mL, contendo 50 mL de um dos trés diferentes meios, descritos na
literatura como indutores de citrinina:
| - Meio Timonin (modificado por RODIG et al, 1966) com a seguinte
composicdo: 80 g de D-glicose; 3,0 g de NaNO3; 1,0 g de KH2PO4; 0,5 g de
KCI; 0,05 g MgS04.7H20; 0,005 g de Fey(SO04)s.7H20; 0,005 g de ZnSO4 em
1000 mL de agua destilada, pH 6,0.
Il - Caldo de extrato de levedura (YES), preparado de acordo com DAVIS et al
(1975), contendo 20 g de extrato de levedura e 50 g de sacarose em 1000 mL
de agua destilada, pH 6,0.
Il - Meio aveia semisélido (JACKSON et al., 1978), contendo 1 kg de aveia em
333 mL de agua destilada, pH 6,0.
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Os meios de cultura foram autoclavados a 121°C, por 20 minutos, e as
culturas foram incubadas a 25°C sem agitacdo, no escuro, por 21 dias. Esse
experimento foi feito em duplicata, com uma repeticéo.

Apbés 21 dias, 10 mL de extrato de cada cultura foram preparados e
analisados em cromatografia em camada delgada (CCD) em silicagel e em
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em fase reversa, para a
deteccéo de citrinina.

4.1.5. Extracdo de Citrinina

A citrinina foi extraida dos meios de cultura de acordo com o descrito por
VINAS et al. (1993). Apds os periodos de crescimento, os meios de cultura
foram filtrados em peneira de 400 malhas por polegada quadrada (poros de
37 pm). De cada meio de cultura, 10 mL foram coletados e extraidos por duas
vezes em 10 mL de cloroformio. As fases organicas foram combinadas,
desidratadas com sulfato de sddio (Na,SO,) e evaporadas a vacuo por meio de
Rotavapor, a 40°C. O extrato foi, entdo, ressuspendido em 2 mL de cloroférmio
e usado para quantificar a micotoxina por meio de cromatografia em camada
delgada (CCD) em silica-gel e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

em fase reversa.

4.1.6. Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

A solugdo-padrdo estoque de citrinina foi preparada dissolvendo-se 5 mg
de citrinina cristalina pura (Sigma) em 10 mL de cloroférmio. Essa solucédo foi
estocada em frasco de vidro escuro, a 4°C, para evitar sua degradacio.
Volumes de 10 pL (contendo 5 pg mL') da solugdo-padrdo de citrinina e
100 pL de cada extrato foram aplicados em placas de vidro CCD Silica-gel
G60, 5 x 20 cm, com espessura da camada de 0,25 mm (Sigma-Aldrich Z12,
2696). O cromatograma foi desenvolvido no sistema de solvente:
cloroférmio:metanol:agua (65:25:4) (HAJJAJ et al., 1999).
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Quando observada sob luz UV, em comprimento de onda curto
(254 nm), a citrinina apresenta coloragdo purpura €, em comprimento de onda
longo (366 nm), amarelo fluorescente (BETINA, 1984).

4.1.7. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) em Fase Reversa

Para deteccdo de citrinina nas amostras, 20 pL do exirato obtido na
extracdo foram injetados no aparelho de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) em fase reversa, paralelamente & solugbes de citrinina padrio
estoque, preparadas nas diferentes concentragbes (5 pg mL', 10 pg mL",
15 pug mL", 20 pyg mL', 25 pg mL" e 30 ug mL' em cloroférmio). A curva-
padrido foi determinada através dos valores obtidos da area dos picos de
concentracdo dessas aliquotas (Figura 2). A detec¢do da citrinina nas amostras
foi feita por meio de comparagéo do tempo de retencio dos padrdes.

A andlise das amostras foi realizada de acordo com BETINA (1984),
utilizando-se coluna Nucleosil Gg Shimapack (4,6 mm de didmetro interno X 25
cm) de fase reversa. O solvente utilizado para a fase mével foi 0,30 mol mL’
de acido fosférico, acetonitrila e 2-propanol (45:40:15 viviv) com fluxo de 0,95
mL min”, com eluicdo isocratica. O equipamento utilizado para as andlises
quantitativas foi o Shimatzu 10 Ai, com sistema binario de bombas e injetor

automatico com detector UV 340 nm.

200000 1 y = 7670,5x
R®=0079

100000 A

area dos pico:

0 5 10 15 20 25 30 35

Concentragio de citrinina (ug mL'1)

Figura 2. Curva-padrao de citrinina -SIGMA.
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4.2. Curva de Produgio de Citrinina

4.2.1 Microrganismos

Os fungos utilizados para o experimento foram P. citrinum CCT 3281, P.
expansum GF, (controles positivos), P. expansum VIC e P. roqueforti CCT 0062
(controles negativos).

Todos os fungos foram inoculados em frascos de 125 mlL, contendo
25 mL de meio de extrato de levedura.

Os frascos foram incubados a 25°C no escuro, sem agitacdo e com
agitacdo rotacional a 150 rpm durante 40 dias. As culturas foram entéo
analisadas em duplicata, quanto a presenga de citrinina. Para isso, 50 mL dos
extratos foram retirados no 9°, 12°, 15°, 18°, 21°, 24° e 40° dia de crescimento
para as analises cromatograficas.

Os procedimentos de extracdo realizados foram os mesmos utilizados
no primeiro experimento de determinagdo da produgdo de citrinina, item 3.1,
assim como as andlises em cromatografia em camada delgada (CCD) em

silica-gel e em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em fase reversa.

4.3. Produgdo de Citrinina, Poligalacturonase e Xilanase

4.3.1. Microrganismos

Os fungos utilizados para a dosagem enzimatica de xilanase e

poligalacturonase, juntamente a produgdo de citrinina, foram o P. citrinum CCT

3281, P. expansum GF, P. expansum VIC e P. griseoroseum CCT 6421.

4.3.2. Manutengio da Cultura e Produgéo do Inéculo

Os microrganismos foram armazenados e os indculos foram produzidos
conforme descrito no item 4.1.2.
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4.3.3. Obtengio e Padronizagdo da Suspensio de Esporos

As suspensdes de esporos foram preparadas e utilizadas conforme

descrito no item 4.1.3.

4.3.4. Condigoes de Cultivo

As suspensfes de esporos foram inoculadas em frascos erenmeyer de
250 mL, contendo 25 mL de dois diferentes meios, descritos na literatura como
indutores da micotoxina citrinina (meio ) e das enzimas (meio II).

Meio |. Caldo de extrato de levedura, conforme descrito no item 4.1.4;

Meio Il. Farelo de Trigo, contendo: 2,0 g de KH:POy4; 0,62 g de KeHPO4; 11 g
de MgSO4.7H,O e 1,0 g de (NH4).SO4, acrescidos de extrato de levedura
(0,06%), e farelo de trigo (0,3%) em 1.000 mL de HO destilada, pH 6,0.

Os meios de cultura foram previamente esterilizados em autoclave a
121°C, por 20 minutos.

As solugbes de sulfato de magnésio (MgSO,.7H,O, 10%), extrato de
levedura (0,06%), as fontes de carbono e os sais KH,PO,, K:HPO, e
(NH4)2S04 foram autoclavadas separadamente.

Os frascos contendo os fungos foram incubados em agitador rotacional a
150 rpm, a 25°C, durante 120 horas.

Apds o cultivo dos fungos, a massa micelial produzida foi separada do
meio de cultura através de filtracdo, utilizando-se peneira de 400 malhas por

polegada quadrada (poro de 37 um), secas e pesadas.

A citrinina presente no filtrado foi analisada em cromatografia em

camada delgada (CCD) em silica-gel.
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4.3.5. Poligalacturonase

Para determinagdo da atividade da poligalacturonase (PG), foi utilizado o
método do acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), descrito por MILLER (1959) e
modificado no Laboratério de Fisiologia de Microrganismo/BIOAGRO, UFV.

O substrato para PG foi preparado a partir do acido poligalacturénico
citrico (Sigma), com uma concentragdo final de 1,0%, dissolvido em tampao
acetato de sddio 100 mMoles L', pH 4,8 e NaCl 50 mMoles L'. Volumes de 1,5
mL do substrato e 0,5 mL do filtrado de cultura (enzima bruta) foram incubados
por 20 minutos, a 40°C. Ap6s decorrido o tempo, aliquotas de 250 pL dessa
mistura foram adicionadas a tubos ¢ ensaio ja contendo 1,0 mL de acido 3,5
dinitrosalicilico e 750 pL de agua destilada, sendo a mistura aquecida em
banho de agua fervente por cinco minutos. As leituras foram feitas em
espectrofotdmetro Beckman DU Series 640, a 540 nm, apds diluicdo da
solucdo em 8,0 mL de agua destilada e agitacdo em agitador de tubos tipo
vortex.

O controle da reacdo foi feito pela adicdo de 250 pL da mistura de
reacdo ao reagente DNS no tempo zero, que foi fervido, diuido e as
absorvancias avaliadas conforme descrito acima. O &acido D-galacturnico foi
utlizado para determinar a curva-padrdo (Figura 3) na faixa de concentragdo
de 0 a 7,5 mMoles L. A atividade enzimatica foi expressa como a quantidade

de poligalacturonase que produz 1 pmol de agucar redutor por minuto, por mL

de extrato bruto.

y =0,2486x
1,5 2
, R =10,9946

0,5 1

Absorvancia 540 nm

0 2 4 6 8
Concentracdo do acido galacturdnico (miv)

Figura 3. Curva-padrao de acido galacturénico.
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4.3.6. Xilanase

A atividade enzimatica foi determinada de acordo com HALTRICH et al.
(1993). O filtrado da cultura foi utilizado para dosar a atividade da enzima pela
determinacdo de acucares redutores liberados a partir de xilana, pelo método
do acido 3,5dinitrosalicilico (DNS), descrito por MILLER (1959) e modificado
no Laboratério de Fisiologia de Microrganismo/BIOAGRO, UFV.

O substrato para xilanase foi preparado a partir de xilana “birchwood”
(Sigma) 1,0% (p/v), diluida em solugdotampdo fosfato 50 mMoles L', pH 55.
Uma mistura de 1,5 mL do substrato e 0,5 mL do filtrado de cultura (enzima
bruta) foi incubada em 20 minutos, a 40°C. Apds decorrido o tempo, aliquotas
de 250 pL dessa mistura foram adicionadas a tubos de ensaio, contendo
previamente 1,0 mL de acido 3,5-dinitrosalicilico e 750 uL de agua destilada,
para a dosagem dos acucares redutores liberados. A mistura foi aquecida em
banho de agua fervente por cinco minutos. As leituras foram feitas em
espectrofotdmetro Beckman DU Series 640, a 540 nm, apds diluicdo da
solugdo em 8,0 mL de Agua destilada e agitacdo em agitador de tubos tipo
vortex. O controle da reagdo foi feito pela adicdo de 250 pyL da mistura de
reacdo ao reagente DNS no tempo zero, que foi fervido, diuido e as
absorvancias avaliadas conforme descrito acima. A curva-padrdo (Figura 4) foi
estabelecida usando D-xilose (Sigma) numa faixa de concentracdo de 0 a 7,5
mMoles L. A atividade enzimatica foi expressa como a quantidade de xilanase
que produz 1 umol de agucar redutor por minuto por mL de extrato bruto.

y = 0,2313x
1,5 R%=0,9955

Absorvancia 540 ni

0 2 4 6 8
Concentragio de xilose (mM)

Figura 4. Curva-padrao de xilose.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Produgéo de Citrinina por Diferentes Linhagens de Penicillinm ssp.

Apenas P. citrinum, descrito na literatura como o melhor produtor de
citrinina (BETINA, 1984), e P. expansum GF, linhagem selvagem, isolada de
mac¢a deteriorada (FERREIRA, 2000), foram capazes de produzir citrinina nos

trés meios de cultura testados; Timonin (T), extrato de levedura (YES) e aveia

(A). P. rogueforti produziu a micotoxina apenas em meio Timonin, enquanto as
outras trés linhagens testadas (P. expansum VIC, P. griseoroseum, P.
camemberti) ndo produziram quantidade de citrinina detectavel pela
metodologia usada (Figura 5).

O fungo P. citrinum apresentou forte pigmentacdo amarelo-citrino no

reverso da coldnia quando cultivado em meio agar-aveia e, posteriormente, no
meio semi-sdlido, composto por aveia e agua. Este pigmento apresentou
fluorescéncia amarela sob radiacdo ultravioleta de 365 nm e coloragdo purpura
a 254 nm, conforme descrito por BETINA (1984), e foi identificado como
citrinina pela CCD em silica-gel.

A revelacdo da cromatografia qualitatva em camada delgada dos

extratos, sob luz ultravioleta de 365 nm, mostrou manchas em forma de
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cometa, de fluorescéncia amarelada, com Rr aproximado de 0,5, idénticas ao
padrdo de citrinina usado (Figura 5). Este padrdo de cromatografia em camada
delgada esta de acordo com ROSA et al. (1995).

Segundo FRISVAD e SANSOM (1991), existem diferengas, quanto a
toxigenicidade, entre as espécies de fungos produtores de micotoxinas e
também entre os fungos da mesma espécie, porém, de diferentes linhagens.
Além disso, deve-se levar em consideragcdo que a nado-produgdo de toxina pelo
fungo P. expansum VIC pode ser devida ao fato dessa linhagem, estar sendo
mantida em laboratério por varios anos, ter perdido a sua capacidade

toxigénica.

00000 000 0 0 010 0
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Figura 5. Representacdo grafica da produgdo de citrinina por linhagens de
Penicillium spp. por CCD em silica-gel. Cromatogramas: 1) P. citrinum
(controle), 2) P. expansum GF, 3) P. expansum VIC, 4) P. griseoroseum, 3) P.
camemberti e 6) P. roqueforti Os fungos foram crescidos em condigdes
estaticas de incubacdo, durante 21 dias, no escuro, a 25°C em meios Timonin
(M), YES (Y) e aveia (A). Aliquotas de 100 pL de extrato de cada cultura e 10
UL do padrio de citrinina — SIGMA, 500 pg mL' (C), foram aplicadas no
sistema de solvente: cloroformio:metanol:agua (65:25:4), com Ryde 0,5.
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A concentragdo da amostra-padrdo de citrinina, utiizada para
comparagdo da intensidade das manchas formadas, foi de 500 pg mL’'. De
acordo com TANIWAKI et al. (1992) a intensidade da fluorescéncia ¢é
proporcional a concentragdo de citrinina. Na amostra derivada do meio de
cultura do fungo P. citrinum, a coloracdo amarela fluorescente, caracteristica
da citrinina, foi mais intensa que na amostra-padrdo, sugerindo que a
concentracdo de citrinina no sobrenadante da cultura de P. citrinum estd acima
de 5 ug mL', uma vez que o extrato foi concentrado 5 vezes durante a
extracdo da citrinina e foram adicionados 10 vezes mais amostras do que o
padrao de citrinina usado na CCD em silicagel. Nas amostras positivas,
contendo os extratos dos meios de cultura de P. expansum GF e P. rogueforti
a intensidade da mancha de dtrinina também foi mais intensa que a do padrao
de citrinina.

Os demais fungos testados (P. expansum VIC, P. camemberti, e P.
griseoroseum) nao apresentaram nenhum tipo de mancha caracteristica de
citrinina nas placas. A auséncia ou presenca da citrinina nos meios de cultivo
desses fungos foi comprovada por CLAE em fase reversa (Tabela 1).

Tabela 1. Analise quantitativa por CLAE em fase reversa, da citrinina produzida
pelos fungos P. citrinum, P. expansum GF, P. expansum VIC, P. griseoroseum,
P. camemberti e P. roqueforti crescidos sem agitagdo, durante 21 dias, no
escuro, a 25 °C.

CITRININA (ug mL-1)
FUNGOS MEIOS DE CULTURA
TIMONIN YES AVEIA

P. citrinum 1,18 7,34 0,09
P. expansum GF 0,48 4,96 061
P. expansum \IC ND ND ND
P. camemberti ND ND ND
P. roqueforti 417 ND ND
P. griseoroseum ND ND ND

pH dos meios de cultivo: 6,0.
ND = Nao-detectado



A analise quantitativa por CLAE em fase reversa mostrou que P.
citrinum e P. expansum produziram 1,18 pug mL' e 0,48 ug mL' de citrinina,
respectivamente, em caldo Timonin e 0,09 pug mL' e 0,61 pg mL' em meio
semi-solido aveia. No entanto, quando crescidos em caldo extrato de levedura
(YES), a produgdo de citrinina por P. citrinum e P. expansum foi 7,34 ug mL' e
496 pg mL', respectivamente. De fato, este meio é comumente o mais
utiizado em trabalhos relacionados & producdo de citrinina (WYATT, 1977).
Segundo esse autor, 0 meioc YES contém os fatores necessarios para o
crescimento maximo de P. citrinum e estes também podem estar relacionados
a producdo de citrinina. Segundo LE BARS e LE BARS (1998), a composicdo
quimica do substrato influencia a producdo de micotoxina. Quanto maior a
quantidade de carboidratos e lipideos, mais intensa a micotoxigénese. BLANC
et al. (1995), estudando linhagens de Monascus ruber e M. purpureus,
verificaram producdo de citrinina em concentragbes relativamente altas, 370 e
240 mg L', respectivamente, em meio YES. Também observaram que
concentragdes de etanol, 28 g L"; e glicose, 45 g L, favoreceram a produgdo
de citrinina. No entanto, etanol em altas concentragbes, 45 g L'1, inibiu o
crescimento. Além disso, fontes de nitrogénioc como uréia e metionina
desfavoreceram a producao de citrinina.

A producdo de uma micotoxina ndo estad associada a uma unica espécie
de fungo particular, por outro lado, dentro de uma mesma espécie
micotoxigénica, nem todas as linhagens possuem essa propriedade. Todavia,
quando a possuem, sdo observadas diferencas no potencial de produgdo da
micotoxina (FRISVAD e SAMSON, 1991; LE BARS e LE BARS, 1998). Os
fatores que regulam o crescimento e, conseqientemente, a produgdo de
citrinina sdo a composicdo quimica do substrato e seu teor de agua, além da
temperatura. Por exemplo, em estudos realizados em condi¢des controladas,
COMERIO et al. (1998) observaram que, para alimentos ricos em amido, como
o trigo e miho, a (aw) atividade de agua de 0,775 seria a condicdo minima
necessaria para o crescimento do P. citrinum. Conhecido como microrganismo
xerofilo, esse fungo cresce muito bem em baixa a,, porém requer um minimo
de 0,885 de atividade de agua para a producdo de citrinina. Algum fator

semelhante pode ser a explicacdo para o fato do fungo P. roqueforti produzir
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citrinina apenas em caldo Timonin e ndo a produzir nos outros meios testados
(aveia e extrato de levedura).

E necessario ressaltar que os dois métodos de andlise de cromatografia
utilizados (CCD e CLAE em fase reversa) tém o Unico proposito de detectar
citrinina, sem considerar outros compostos de estruturas semelhantes que
possam eluir sob as mesmas condicbes que a toxina. A cromatografia em
camada delgada predomina entre as técnicas utilizadas para identificacdo da
citinina e nenhum método oficial da “Association of Official Analytical
Chemists” (AOCAC) utiliza procedimentos de cromatografia liquida (MACHINSKI
e MIDIO, 1995; BRAUSE et al., 1996).

5.2. Curva de Producdo de Citrinina pelos Fungos P. citrinum, P. expansum
GF, P. expansum\VIC e P. roqueforti

Através de CCD em silica-gel foi verificada a producdo de citrinina pelas
linhagens de P. citrinum e P. expansum GF, durante todo o periodo de

incubacdo (40 dias), em caldo extrato de levedura (YES), em condi¢des
estaticas de incubagdo (Figura 6). O fungo P. citrinum foi capaz de produzir

citrinina em ambas as condicbes de incubagdo, estdtica e agitagcdo rotacional
(Figuras 6 e 7), enquanto o fungo P. expansum GF apenas produziu citrinina em
condicbes estaticas. Ja os fungos P. expansum VIC e P. rogueforti nao

produziram citrinina em meio YES, no periodo analisado, em ambas as

condi¢des de incubacio (estatica e sob agitacdo).
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Figura 6. Representacdo grafica da producdo de citrinina por linhagens de
Penicillium spp. por CCD em silica-gel. Cromatogramas: a) P.
citrinum, b) P. expansum GF, ¢) P. expansum VIC, d) P. roqueforti e
e) citrinina padrdo. Os fungos foram crescidos em caldo extrato de
levedura, em condicdes esfiticas de incubagcdo, no escuro, a 25°C,
no periodo de 9, 12, 15, 18, 21, 24 e 40 dias. Aliquotas de 100 L de
extrato de cada cultura e 10 pL de padrdo de citrinina - SIGMA,
500 pg mL'  foram aplicadas no sistema de solvente:
cloroférmio:metanol:agua 65:25:4), com Rs de 0,5.
9dias 12 dias 15 dias 18 dias 21 dias 24 dias 40 dias
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Figura 7. Representagdo grafica da producdo de citrinina por linhagens de

Penicillium spp. por CCD em silica-gel. Cromatogramas: a) P.
citrinum, b) P. expansum GF, ¢) P. expansum VIC, d) P. roqueforti e
e) citrinina padrdo. Os fungos foram crescidos em caldo extrato de
levedura, sob agitacdo rotacional (150 rpm), no escuro, a 25°C, no
periodo de 9, 12, 15, 18, 21, 24 e 40 dias. Aliquotas de 100 uL de
extrato de cada cultura e 10 UL de padrdo de citrinina — SIGMA,
500 pg mL' foram aplicadas no sistema de solvente:

cloroférmio:metanol:agua (65:25:4), com Ry de 0,5.
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De acordo com MIDIO e MARTINS (2000), fatores intrinsecos e
extrinsecos podem afetar a produgdo de micotoxina, devido ao fato de muitas
espécies de fungos produzirem tipos particulares de micotoxinas somente em
condi¢ 6es ambientais favoraveis.

Os resultados de CCD em silica-gel foram confimados por CLAE em
fase reversa, onde a citrinina obteve tempo de retencdo préximo de 10 minutos.
Foi verificada a produgdo de citrinina durante todo o periodo de incubagdo (9°
ao 40° dias) dos fungos P. citrinum e P. expansum GF, quando ambos foram
incubados em condi¢des estaticas, no escuro, a 25°C (Figuras 8 e 9).

A massa micelial ndo influencia a produgdo de citrinina por P. citrinum,
tanto em condicdo estatica quanto sob agitacdo rotacional (Figuras 9 e 10).

A andlise quantitativa de citrinina por CLAE em fase reversa mostrou produ¢ao
crescente de citrinina por P. citrinum durante o periodo do & ao 21° dia em
ambas as condi¢des de incubacgdo, estatica e agitacdo rotacional (Figuras 9 e
10). Da mesma forma, DAVIS et al. (1975), estudando producdo de citrinina por
P. citrinum, em condi¢cdes estaticas, observaram inicio de producéo no 8° dia e
producdo maxima no 21° dia. Apos esse periodo de tempo, a producdo de
citrinina decaiu rapidamente. No entanto, RODIG et al. (1966) observaram
aumento na produgdo de citrinina apds 21 dias de incubacdo. VAIL e HOMMAN
(1990) detectaram producdo de citrinina apds 20 horas de incubagdo e um
aumento drastico quando a cultura entrou em fase de crescimento estacionario,
indicando que a biossintese de citrinina estd realmente associada com o
metabolismo secundario. Ao contrario de P. citrinum, P. expansum GF produziu
161 pg mL' de citinina no 9° dia, diminuindo sua produgdo ao longo do
tempo, acompanhada por diminuicdo de biomassa (Figura 8). Esses resultados
diferem dos observados por FRANCO et al. (1997), em que os valores
maximos da produgdo de citrinina por ambos, P. citrinum e P. expansum,
crescidos em meio YES, em condi¢bes estaticas de incubagido, foram
detectados entre 0 12° e 14° dia, com decréscimo desta em seguida. Por sua
vez, em agitacdo rotacional a 150 rpm, o fungo P. expansum GF, ndo produziu

citrinina em nenhum dos dias de incubacéo (Figura 11).
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Figura 8. Produgdo de citrinina (* -) e crescimento de P. expansum GF (-H-)

em caldo extrato de levedura (YES), em condi¢cdes estaticas, a 25°C,
no escuro, durante 40 dias.
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Figura 9. Produgdo de citrinina (-* -) e crescimento de P. citrimum (—M-) em

caldo extrato de levedura (YES), em condicbes estaticas, a 25°C, no
escuro, durante 40 dias.
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Figura 10. Produgdo de citrinina (-* -) e crescimento de P. citrinum (—M-) em

caldo extrato de levedura (YES), em condi¢bes de agitacdo a150 rpm,
a 25°C, no escuro, durante 40 dias.
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Figura 11. Produgdo de citrinina (* -) e crescimento de P. expansum GF (—H-)

em caldo extrato de levedura (YES), em condicdes de agitacdo, a
25°C, no escuro, durante 40 dias.
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A produgdo maxima de citrinina por P. citrinum sob agitacio rotacional,
1,81 ug mL', foi menor se comparada & condicdes estaticas, que foi de
2,24 ug mL". Ao contrario, BLANC et al. (1995), ao avaliarem a produgdo de
citrinina em linhagens de Monascus ruber, observaram produgdo de 59 mg L’
em meio contendo etanol e 380 mg L' em fermentador em condigbes estaticas
de incubacdo. HAJJAJ et al. (1999), também estudando Monascus ruber,
observaram que o aumento da oxigenacdo, tanto por aumento da aeracdo,
quanto da agitagdo, é essencial para a produ¢io de metabblitos secundarios.

De acordo com BETINA (1984), os metabdlitos e as enzimas produzidas
por Penicillium e outros géneros relacionados estdo ausentes em culturas
jovens, ou seja, na trofofase, e somente passam a ser produzidos quando a
cultura atinge a fase de crescimento estacionario ou a idiofase. Durante este
periodo, alguns nutrientes essenciais tomam-se limitados e, dessa forma,
ocorre um drastico aumento de metabdlitos secundarios, produto final que se
acumula em algumas condicdes de cultivo. Porém, existem casos nos quais
algumas espécies de Penicillium, como, Penicillium citrinum, apresentam
produgdo bifasica de citrinina, ou seja, ocomrendo tanto na fase exponencial
quanto na fase estacionaria de crescimento do fungo. Além disso, mudancas
na composicdo do meio, pH, temperatura e taxa de aeragdo podem afetar ndo
apenas a quantidade relatva de metabdlitos, mas o tempo de seu
aparecimento.

CIEGLER et al. (1977) observaram, em condicdes estaticas de
incubagdo do fungo P. expansum, diminuicdo da citrinina a partir do 9° e
concluiram que esse decréscimo ndo representou  necessariamente
degradacdo de citrinina, mas pode ter sido devido areagdo quimica da citrinina
com o substrato. No entanto, DAMOGLOU et al. (1984) relatam que a
degradagdo de citrinina pode ser devida a liberacdo de enzimas durante a lise
celular ou outro tipo de degradacio.

Curvas de crescimento fungico e producdo de micotoxina podem variar
marcadamente entre diferentes linhagens e sistemas de cultivo, com
crescimento e producdo de toxina, sendo altamente regulados em cada

sistema, em condi¢cdes especificas de estocagem (PASTER et al., 1995).
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5.3. Produgdo de poligalacturonases e xilanases, simultaneamente a
producdo de cifrinina, pelos fungos P. citrinum, P. expansum VIC, P.

expansum GF e P. griseoroseum

Ocorreu baixa producdo de xilanase pela linhagem de P. expansum VIC
nos dois meios utilizados, farelo de trigo e caldo extrato de levedura (Tabela 2),
quando comparado com o trabalho de FERREIRA (2000), que observou
producdo superior de xilanase no meio de farelo de trigo, embora a produgio
de poligalacturonase (PG) também tenha sido reduzida. A caracteristica de P.
expansum VIC, de baixa produgdo da enzima PG, ja havia sido constatada por
PINHEIRO (1999), em substrato abase de farelo de trigo.

Quanto a linhagem de P. expansum GF, esse fungo demonstrou ser
capaz de produzir enzimas xilanoliticas e pectinoliticas em caldo YES, nao
sendo possivel detectar xilanase em farelo de trigo (Tabelas 2 e 3), resultado
também encontrado por FERREIRA (2000), analisando a mesma linhagem.
Quando o meio farelo de trigo foi utiizado para a produgdo de PG, foi
observada producéo da enzima, o que ndo foi observado para a linhagem VIC.

Os outros fungos testados, P. griseoroseum e P. citrinum, demonstraram
capacidade de produgdo das enzimas PG e xilanase em caldo YES.

Em geral, exceto quanto a PG de P. citrinum, quando a fonte de carbono
utilizada como substrato para o crescimento desses fungos foi o farelo de trigo,
menor quantidade de enzimas, tanto xilanase quanto PG, foram produzidas.

P. citrinum produziu xilanase apenas em meio YES.
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Tabela 2. Produgdo de Xilanase pelos fungos P. citrinum, P. expansum VIC,
P. expansum GF e P.griseoroseum

Fungo

Meio de cultivo

Atividade Enzimatica
(umoles ART mL filtrado min™')

ND — N&o-detectado

ART — acucares redutores totais

32

P. expansum VIC Farelo de trigo 0,131
P. expansum VIC YES 0,193
P. expansum GF Farelo de trigo ND
P. expansum GF YES 0,421
P. citrinum Farelo de trigo ND
P. citrinum YES 0,798
P. griseoroseum Farelo de trigo 0,058
P. griseoroseum YES 1,359
ND= Né&o-detectado
ART - agucares redutores totais
Tabela 3. Produgdo de Poligalacturonase pelos fungos P. citrinum,
P. expansum VIC, P. expansum GF e P.griseoroseum.
Fungo Meio de cultivo (umo?;isvkilg"?';infzi:?::;i:;in'1)
P. expansum VIC Farelo de trigo ND
P. expansum VIC YES 0,240
P. expansum GF Farelo de trigo 0,415
P. expansum GF YES 2,580
P. citrinum Farelo de trigo 0,530
P. citrinum YES ND
P. griseoroseum Farelo de trigo 0,296
P. griseoroseum YES 2,526




Com o propbsito de avaliar a possibilidade de utilizacdo desses fungos
para a produgdo de enzimas na industria de alimentos, foi analisada a
capacidade de produzirem citrinina, nas mesmas condi¢des de produgdo das
enzimas. Atfravés de cromatografia em camada delgada de silica-gel, ficou
demonstrado que nenhuma das linhagens testadas produziu a micotoxina
citrinina durante o periodo de 120 horas, em agitacdo rotacional a 150 rpm
(Figura 12). Nesse caso, o fungo P. expansum, bem como P. griseoroseum, néo
representam perigo quanto & produgdo de citrinina para a industia de
alimentos, pois ndo tém capacidade de produzir a micotoxina nas mesmas
condi¢cdes em que produzem as enzimas xilanase e poligalacturonase.

abcde abcde

Figura 12. Representagdo grafica da producdo de citrinina por linhagens de
Penicillium ssp. em CCD em silicagel, no sistema de solvente
cloroférmio:metanol:agua (65:25:4). 1) Farelo de trigo e 2) Caldo YES. a) P.
expansum VIC, b) P. expansum GF, ¢) P. citrinum, d) P. griseoroseum, e€)
padrdo de citinina — SIGMA, 500 pg mL', R; 0,5. Fungos cultivados em
agitacdo rotacional, a 25°C, no escuro, durante 120 horas.
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CONCLUSOES

Dentre as seis linhagens dos Penicillia testadas, apenas P. citrinum e P.
expansum GF, isolados de macad deteriorada, produziram citrinina nos trés
meios de culturas analisados (Timonin, YES e aveia). O fungo P. rogueforti
demonstrou apenas produzir citrinina em meio Timonin. Os demais nao
produziram a micotoxina em quantidades detectaveis pela metodologia usada
em quaisquer dos meios utilizados.

Penicillium citrinum produziu citrinina em todos os tempos de cultivo,
tanto incubado na forma estacionaria quanto sob agitagdo rotacional,
apresentando um aumento gradativo da citrinina ao longo do periodo de cultivo,
com maximo de produc¢éo no 21°dia.

Penicillium expanswm GF produziu citrinina em todos os tempos de
cultivo analisado na forma estacionaria, porém ndo a produziu no cultivo sob
agitacio.

Por outro lado, Penicillium expansum VIC e Penicillium griseoroseum
ndo produziram a citrinina em nenhum meio e em quaisquer das condi¢ées de
cultivo testadas. Com isso, pode-se concluir que as duas linhagens de fungo,
Penicillium expansum VIC e Penicillium griseoroseum, ndo representam perigo
para a utilizacdo na producdo de enzimas para aplicagdo na industria de
alimentos, em relacdo a micotoxina citrinina. O mesmo foi observado por
FERREIRA (2000) quanto apatulina.
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Apéndice A

Figura 1. A. Cromatografia de fase reversa em HPLC. A) citrinina padrdo em
concentragdo de 15 pg, B) P. citrinum, C) P. expansum GF, D) P. expansum
VIC, E) P. griseoroseum, F) P. roqueforti e G) P. camemberti, incubados em

condi¢bes estaticas, a 25 °C, no escuro em caldo extrato de levedura durante
21 dias.

el
155

A
o citrinina—padréo 10 ug

LR R

51

L
2

Tempo (minutosz)

mibhy - e firdrnrs

151

B
104

i JIII h_-'lik.

mabs . expewasiirre (GF

154 3 i
: a
104 i
5 , lg i
Lk
11— A Jllli'.‘__. J
[ 5 Termpo (rminutos) 10

42



mibs wic
15 o
104

R

: "

5 Tarmpalminsifas) 11}

T ——
157
10

3 -

0 A -

E -

T 1 L]

0 5 10 157

F =

Dﬁ. citrininm
| . | T
ﬂ E Tampo (rmErnstos ) 1EI f

ﬁﬁbs R errraerai e red
151 o

104
A4
0

0 T 151

43



