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RESUMO

A toxicidade de metabdlitos secundarios produzidos por fungos nos alimentos tem
um grande efeito na salde humana e vegetal, além de causar enormes perdas ao
comeércio. Entre as culturas afetadas por microrganismos deteriorantes e toxigénicos,
0 maracujazeiro € uma planta tropical da familia Passifloraceae com ampla
diversidade genética, onde é frequentemente acometido na pré e pos-colheita por
fungos da classe do Fusarium spp. A pesquisa teve como objetivo identificar o fungo
deteriorante dos frutos de Passiflora edulis flavicarpa, e ainda, o perfil
micotoxigénico in vitro do fungo isolado por UHPLC-HRMS. Inicialmente, apés
isolamento, o fungo foi identificado como Fusarium sp., a partir das caracteristicas
micro e macroscopicas. Dentre os metabdlitos secundarios pesquisados, somente o
acido fusarico foi detectado na amostra. Seguindo as caracteristicas taxonémicas,
microscoépicas e toxicolégicas, foi possivel chegar a um resultado que levou na
identificagdo do Fusarium oxysporum, entretanto, este diagnostico s6 deve ser
cientificamente valido apds os resultados da identificacdo molecular.

INTRODUCAO

O Brasil é um pais com predominio do clima equatorial e tropical, o que favorece o
crescimento e desenvolvimento de varias espécies de fungos, muitos deles sendo
deteriorantes e micotoxicogénicos, acarretando uma série de problemas na saude
humana e animal. Um dos fatores de risco frente a presenca destes microrganismos,
€ a sintese de metabdlitos secundarios, entre eles, substancias toxicas, como
micotoxinas. As micotoxinas sdo substancias decorrentes do metabolismo
secundario de fungos filamentosos presentes em alimentos (Oga, Camargo e
Batistuzzo, 2021). Entre as culturas afetadas por microrganismos deteriorantes e
toxicogénicos, o0 maracujazeiro € uma planta tropical da familia Passifloraceae com
ampla diversidade genética. Estes sdo suscetiveis a ocorréncia de doencas em pos-
colheita, especialmente pelos fungos de Fusarium spp. e Colletotrichum sp., os
guais tém elevada incidéncia, além de Cladosporium, Lasiodiplodia e Alternaria,
potencialmente patogénicos a cultura (Lisboa et al., 2021).
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Em geral, micotoxinas estdo associadas as manifestacdes clinicas em animais como
inducdo ao vOmito e mal-estar, até efeitos mais graves em humanos, como:
neurotoxicidade e hepatotoxicidade, além da carcinogenicidade, imunotoxicidade e
mutagenicidade. Diante deste exposto, 0 objetivo deste projeto visa identificar e
avaliar o perfil micotoxigénico de fungo deteriorante de frutos de Passiflora edulis
flavicarpa in vitro.

MATERIAIS E METODOS

Isolamento do fungo deteriorante

Frutos de Passiflora edulis flavicarpa (10 frutos) foram coletados em mercados locais
do municipio de Maringa, Parand; selecionados, lavados e higienizados com de
hipoclorito de sddio 1%. O microrganismo foi isolado dos frutos por incubacéo de 25
- 30 dias em 8°C, com sintomas decorrentes da contaminacao fungica. O tecido da
epiderme (1 x 1 cm? que contém o microrganismo foi inoculado em &gar BDA e
incubados a 28°C por 7 — 15 dias.

Caracterizacdo morfologica: Caracteristicas macro e microscopicas

A caracterizacdo macroscopica foi realizada com microrganismo que foi cultivado em
meio solido de BDA e analisado quanto a aparéncia de coldnias, forma do micélio,
cor e tempo de crescimento. A caracterizagdo microscopica foi realizada pela técnica
de microcultivo.

Extracdo de metabolitos secundarios in vitro

Apbs a incubacao, 3 placas da cepa foram cortadas com bisturi estéril em cubos (1 x
1 cm?), e o material foi transferido para tubos Falcon estéril e mantido a -80 °C por 3
horas. Foram transferidas para erlenmeyer e 60 mL acetonitrila-Agua-acido férmico
(84:16:1, vivlv) foi adicionado. O extrato foi sonicado por 60 minutos, e entdo agitado
em agitador Shaker por 60 minutos, a 25 °C e 180 rpm. Em seguida, o extrato foi
filtrado com filtro qualitativo com sistema de bomba a vacuo, centrifugado por 20
minutos a 4.500 rpm, e o sobrenadante foi filtrado em filtro PTFE 0,45 um e
armazenados a -20 °C até o momento de analise (Castro et al., 2018).

Método UHPL-HRMS

Através de aliguotas dos extratos (citados no tépico acima), um sistema de
cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia Nexera X2 equipado com 2 bombas LC-
30AD e coluna Symmetry C18 (75 x 4,6 mm), a determinacdo de metabdlitos
secundérios in vitro foi realizada. Mantidas a 40 °C com um gradiente linear de
eluicdo utilizando como solvente agua (0,1% de acido férmico) (A) e acetonitrila
(0,1% acido fdérmico) (B) ambos com grau de pureza LC-MS. A separacao
cromatografica ocorreu em 20 minutos em modo de gradiente. Através do software
Data Analysis 4.3 foi visualizado o cromatograma de ions e os espectros de MS e
MS/MS. Apoés isso 0s espectros foram comparados de acordo com a literatura e
banco de dados de espectrometria de massas de livre acesso, Human Metabolone
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Database (HMDB) por exemplo. A metodologia foi realizada de acordo com Castro,
et al. (2018).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Baseado na diferenciacao e identificacdo (caracteristicas macro e microscopicas), o
microrganismo isolado foi identificado como Fusarium sp. macroscopicamente.
Colbnias da cor rosa salmao e creme foram observadas nas repetidas placas de
Petri incubadas em estufa a 25 + 2 °C de 15 dias. No aspecto microscoépico, foi
identificado que os macroconideos possuem um comprimento relativamente curto,
em formato falciforme, quase reto, de paredes finas e com 3-septos, com célula
apical curta e ligeiramente em formato de gancho (Figura 01).

Figura 01. Identificacdo morfolégica do fungo isolado. Imagem por microscopia 6ptica. A. Colénia do
fungo isolado Fusarium sp. em meio BDA; e B. Conideos caracterizados como Fusarium sp.,
conforme identificacdo microscépica. Ampliacéo: 40x.

Fonte: Elaboragéo propria.

Quanto a analise micotoxigénica, foram avaliadas treze micotoxinas caracteristicas
do género Fusarium, sendo elas: acido fusarico, deoxinilvalenol (DON),
diacetoxiscirpenol (DAS), fumonisinas (Al, A2, B1, B2, B3 e B4), moniliformina,
tricotecenos T2, zearalenona e 15-monoacetoxiscirpenol (MAS). Ao final da analise,
apenas o &cido fusarico (C1oH13NO>) foi identificado na amostra ([M+H]" 180,1012)
(Figura 02).

O &cido fusérico, além de aumentar a toxicidade de outras micotoxinas (Maziero, et
al.,, 2010), pode causar alteracdo do crescimento celular, permeabilidade da
membrana celular, inibicdo da sintese de ATP e quelagéo de cofatores importantes
como ferro e zinco, além de elevar as concentracdes de serotonina e triptofano no
cérebro, o que pode levar a problemas na saude do individuo, como: alteracées no
estado mental, ansiedade, taquicardia, voOmito, diarreia, hiperatividade
neuromuscular entre outros sintomas. Seguindo as caracteristicas taxondmicas,
microscopicas e toxicoldgicas, foi possivel chegar a um resultado que levou na
identificacdo do Fusarium oxysporum.
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Figura 02. Espectro de fragmentacao (UHPLC-ESI-(+)-Qtof-MS/MS) do acido fusérico.

CONCLUSOES

A partir dos frutos do maracuja, o fungo isolado foi identificado como sendo do
género Fusarium, onde foi possivel identificar uma micotoxina, o acido fusarico. As
toxinas produzidas pelo género Fusarium s&o variadas, assim como sao distintas
suas formas de agirem no organismo. O &cido fusarico € um metabdlito secundario
gue além de potencializar o efeito de outras micotoxinas, pode também causar
sérios danos a saude humana, além de ser quimicamente estavel e resistente a
fervura, a pasteurizacao e ao congelamento.
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