1 INTRODUGAO

No Brasil 49% da populagao maior de 19 anos esta acima do peso e 15% sao
obesos. Estes dados foram constatados em pesquisa realizada sobre orgcamento
familiar 2008 a 2009 (IBGE, 2010). Esta é uma tendéncia mundial e reflete a cultura
do fast-food, vivenciada e incentivada no século passado. Assim, a escolha de
alimentos saudaveis € uma das principais formas para a busca de melhoria da
qualidade de vida. Deste modo, o aumento no consumo de produtos naturais como
graos integrais, frutas frescas, frutas secas, legumes, verduras, leite, queijos magros
e iogurtes desnatados, contribui para a manutencdo e promog¢ao da saude
(PHILIPPI, 2008).

Essa motivacédo por alimentos saudaveis teve inicio na década de 60 com a
tendéncia naturalista que marcou os Estados Unidos, onde se questionava a
qualidade dos alimentos industrializados. A preocupagdao permanece, pois as
doengas crbnicas nao transmissiveis- DCNT (doengas cardiovasculares, diabetes,
obesidade, cancer e doencas respiratorias) figuram como principal causa de
mortalidade da populagdo mundial (OPAS, 2003). Estimativas da Organizagao
Mundial de Saude (OMS) apontam que as DCNT ja sao responsaveis por 58,5% de
todas as mortes ocorridas no mundo e por 45,9% da carga global de doenca,
constituindo um sério problema de saude publica, nos paises ricos como nos de
média e baixa renda (BRASIL, 2012).

O mercado de alimentos no Brasil € considerado um dos mais promissores,
visto que nao se vive sem eles. Nesse sentido, a populagao brasileira € considerada
uma potencial cliente de produtos naturais, ou seja, um total de mais de 190 milhdes
de pessoas (IBGE, 2010). Todavia, os clientes desses produtos sao os que priorizam

uma vida saudavel e aqueles apresentam restrigdes alimentares.

Diversas empresas e agroindustrias tém buscado produzir alimentos
organicos, objetivando uma produgao de alimentos mais saudaveis e lucros maiores
em torno de 30% superiores aos produtos convencionais. Alimentos naturais e com
propriedades funcionais como a granola, aveia, linhaga e uma porcao de mistura de
graos vem a cada dia, ganhando espagos nos supermercados (SOUZA;
ALCANTARA, 2000; SOUSA, 2006).



A granola € um composto alimentar rico em fibras, formado pela mistura de
graos de cereais, frutas secas, linhaga, trigo, flocos de milho e de arroz, sementes
oleaginosas como o amendoim e a castanha-do-Brasil. Além das propriedades
nutricionais e funcionais, a granola € um alimento saboroso com alto valor
energético que vem apresentando crescente consumo. Dietas ricas em fibras
protegem contra obesidade, doengas cardiovasculares, diabetes, dislipidemias e
alguns tipos de cancer (NEUTZLING et al., 2007). Entre os alimentos indicados para
auxiliar o tratamento destas patologias, destaca-se a granola (GRANADA et al.,
2003; VECCHIA; CASTILHOS, 2007).

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 1999),
alimentos funcionais sdo aqueles que produzem efeitos metabdlicos ou fisioldgicos
através da atuacdo de um nutriente ou ndo no crescimento, desenvolvimento,

manutencgao e em outras fungdes normais do organismo humano.

Em Teresina,Pl, também ocorre esta tendéncia, pois ano de 2011 foram
comercializados no Piaui 65.580 unidades de granola, representando 5.465
unidades por més (PIAUI, 2011), considerando-se que as unidades comerciais
possuem aproximadamente 300g, estima-se que a comercializacdo mensal em
Teresina seja 1.640 kg. Se em uma refeicdo fossem consumidas 66 g de granola,
equivaleriam a trés colheres de sopa, portanto, esta comercializacdo representaria
24.841 refeicdes por més ou 298.091 refeicdes por ano. Esses dados chamam
atencado sobre a necessidade do controle de qualidade desse produto, tendo em
vista que a granola € consumida principalmente ao natural, sem tratamento térmico,

por pessoas de todas as faixas etarias.

Apesar dos muitos beneficios que esse alimento pode proporcionar, ha de se
ter atengdo para sua composigado, pois segundo Gimeno (2000) e Dantigny et al.
(2005) a composicao de produtos a base de cereais pode ser considerado um
substrato ideal para o crescimento de fungos e producédo de micotoxinas. Os fungos
podem contaminar os cereais nas industrias pela utilizagdo de matéria-prima
contaminada, pelo transporte inadequado, armazenamento inadequado,
permanéncia de residuos de matéria-prima aderidos nas maquinas e equipamentos

de processamento, devido a falhas no processo de higienizacao.



Durante o armazenamento de graos o desenvolvimento dos fungos pode ser
favorecido pela umidade, temperatura, periodo de armazenamento, nivel inicial de
contaminagdo, impurezas, insetos, concentracdo de diéxido de carbono
intergranular, condigdes fisicas e sanitarias dos graos (LAZZARI, 1997; FRANCO;
LANDGRAF, 2008). Os géneros Aspergillus, Fusarium e Penicilium sado os fungos
mais importantes e os mais frequentemente encontrados em alimentos, além de
serem os maiores produtores de micotoxinas (BATISTA; FREITAS, 2000).

Os alimentos contaminados com fungos e micotoxinas representam perdas
econOmicas bastante significativas, além de representar riscos a saude (PEREIRA et
al.,, 2005; TRISTAN, 2002), a mistura de todas as aflatoxinas produzidas
naturalmente (AFB+, AFB,, AFG1 e AFG;) é carcinogénica no homem (IARC, 2006).

Diante do exposto e considerando que sao raras as pesquisas relacionando
fungos e micotoxinas em granolas, propde-se neste estudo identificar a presencga de
fungos micotoxigénicos, como também pesquisar a presenga de aflatoxinas na

granola comercializada em Teresina, Piaui.



2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Identificar a micobiota potencialmente toxigena em granola comercializada em

Teresina, PI.

2.2 Especificos

Avaliar a atividade de agua da granola.
« Isolar e Identificar os fungos presentes no alimento em estudo.

« Verificar a capacidade toxigénica das espécies fungicas isoladas quanto a

producao de ocratoxinas e aflatoxinas.

 ldentificar e quantificar a presenga de aflatoxinas na granola.



3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 Granola

Relatos sobre a granola tiveram inicio por volta de 1830, quando o americano
Willian Sylvester Graham, um grande defensor do vegetarianismo, formulou uma
farinha integral. Trés décadas mais tarde, o médico sanitarista James Caleb
Jackson, proprietario de uma das maiores e renomada clinica do mundo, na época,
planejou um cardapio nutritivo como uma alternativa para seus pacientes que nao
consumiam determinados alimentos como carnes, e necessitavam complemento
nutricional. No desjejum, ele oferecia uma farinha a base de trigo torrada batizada de
granula. Alguns anos depois, outro médico, John Harvey Kellogg, que viria a ser o
fundador da marca Kellogg’s, adicionou aveia e milho a mistura e criou a sua propria
versao da granula. Sendo que Jackson n&o gostou do “plagio” e a briga pelo nome
foi parar nos tribunais, assim, o0 nome da invengao precisou ser alterado, Kellogg
mudou apenas uma letra e dessa forma, nasceu o nome conhecido até hoje,
granola, o qual foi patenteado (FLADRIN; MONTANARI, 1998).

O produto atingiu seu apogeu somente nos anos sessenta, quando passou a
ser exaltado por suas propriedades nutricionais, tendo como principal grupo
consumidor os hippies. Nas seguintes décadas, a granola ganhou destaque muito
além do cardapio das "sociedades alternativas" e conquistou o paladar do mundo
(FLADRIN; MONTANARI, 1998).

Este alimento matinal € composto pela mistura de ingredientes como frutas
secas (uva-passa e coco), graos (aveia, fibra de trigo e flocos de arroz e milho),
sementes (amendoim, linhaga, castanha de caju e castanha-do-Brasil), agucar
(mascavo ou organico), mel, éleo entre outros, que podem variar de acordo com 0s
fabricantes (VENDRAMINI, 2008).

A composicado nutricional da granola por ser rica em graos, se caracteriza
como importante fonte de muitos nutrientes, incluindo fibras alimentares (soluveis e
insoluveis), vitaminas A, C, E e do complexo B (tiamina, riboflavina, niacina e folato)
e os minerais (ferro, magnésio e selénio). Uma das principais caracteristicas da
granola é possuir baixo teor de gordura. Em cada 40g apresenta em média 138

calorias, 4% de proteina, 28 g de carboidratos, 16 g de amido, 3,0 g de fibra



alimentar total e 120mg de sédio 25% de vitaminas A, C, B4, Bz, B, B12 € também

niacina, acido félico, ferro e zinco (USDA, 2012).
3.1.1 Beneficios a saude

A fibra dietética dos gréos integrais auxiliam na redugdo dos niveis de
colesterol no sangue e podem diminuir o risco de doengas cardiacas, obesidade e
diabetes tipo 2. Sdo importantes para o bom funcionamento intestinal, contribuindo
para a diminuigao da constipacao e diverticulose, contém
vitaminas do complexo B ( tiamina, riboflavina, niacina) que desempenham papel
chave no metabolismo - eles ajudam o corpo a liberar energia a partir de proteinas,
gorduras e carboidratos. As vitaminas do complexo B também sdo essenciais para
um sistema nervoso saudavel. O folato (acido folico), uma outra vitamina B, ajuda o
corpo formar os glébulos vermelhos. Ferro é utilizado para transportar oxigénio no
sangue. O ferro ndo-heme (carnes) deve ser consumido juntamente com outros
alimentos ricos em vitamina C, pois potencializa a absor¢gao. Os cereais integrais
também s&o fontes de magnésio e selénio. O magnésio € um mineral usado na
construcédo de ossos e liberagdo de energia dos musculos. Selénio protege as
células da oxidacdo. E muito importante para manter sistema imune saudavel
(USDA, 2012).

Nos ultimos sete anos vem se evidenciando que o0s consumidores
americanos, aumentaram as compras de alimentos ricos em graos, especialmente
prontos para consumir. Os principais foram os cereais matinais, paes e massas, o
que pode em parte, ser devido a maior oferta de produtos a base de graos integrais

disponiveis nas prateleiras dos supermercados (MANCINO et al, 2008).

Em estudo com enfermeiros dos EUA, do sexo feminino, foi constatado que o
ganho de peso foi inversamente associado com a ingestdo de alto teor de fibras,
alimentos de gréos integrais, mas positivamente relacionada a ingestdo de alimentos
de graos refinados, o que indica a importadncia de distinguir produtos de gréaos
integrais de cereais refinados, produtos para ajudar no controle de peso (SIMIN et al,
2003).

Os cereais integrais sdo comumente alimentos ricos em vitaminas, minerais,
fibras alimentares, B-glucanas, fitoquimicos, dentre outras diversas substancias
benéficas ao organismo (LIU, 2004; KARTER et al., 2010).



Fitoquimicos sao definidos como compostos bioativos, que estdo associados
com risco reduzido de doencgas crénicas (LIU, 2004). Adom et al (2002), informaram
que a maioria dos fitoquimicos benéficos estao presentes nas fragdes farelo e germe
de graos integrais. Os fitoquimicos bioativos encontrados em cereais integrais com
efeitos aditivos e sinérgicos, podem ser responsaveis pelos beneficios a saude,
associados com graos integrais, além disso, os fitoquimicos dos gréos
complementam os de frutas e vegetais quando consumidos juntos (LIU, 2004;
ADOM et al., 2005; OKARTER et al., 2010).

Estudos consistentes sugerem que, quando consumido em alimentos
integrais, esses fitoquimicos podem contribuir para importante protecdo contra
doencas crbénicas, como doencgas cardiovasculares e certos tipos de cancer
(OKARTER et al., 2010).

Os compostos fendlicos em graos inteiros, agem no corpo como antioxidantes
pela doacdo de atomos de hidrogénio aos radicais livres (ADOM, 2002; OKARTER
et al.,, 2010). Dentre os componentes da granola o milho é o que apresenta maior
conteudo de compostos fendlicos, seguido pelo trigo, aveia e arroz, com
respectivamente 265; 136; 111 e 95 mg em equivalente de acido galico por 100 g
( MILLER et al., 2000; ADOM, 2002).

Os carotendides sdo compostos encontrados comumente também em cereais
integrais (ADOM et al.,, 2005; OKARTER et al., 2010). Luteina, zeaxantina, [3-
criptoxantina, [B-caroteno e a-caroteno sdo os carotendides mais comuns e
geralmente os mais concentrados no farelo ou germe de graos integrais. Além de
fornecerem a pigmentacao, eles desempenham um papel importante na reproducao
e protecao dos graos integrais, ao mesmo tempo, agindo como antioxidantes e com

atividade pré-vitamina A no corpo (ADOM et al., 2005).

Vitamina E, como tocoferdis e tocotriendis, sdo encontrados em cereais
integrais em quantidades variaveis e estdao concentrados na fragdo germe do gréao
normalmente, B-Tocotrienois € a forma predominante de vitamina E em grao de trigo
integral. A principal fungédo da vitamina E no organismo é a atividade antioxidante e
manutengao da integridade da membrana celular. Cereais integrais também contém

acidos graxos insaturados, principalmente oléicos e linoléicos, sendo que ambos tém



sido indicados para baixar os niveis de colesterol no sangue (OKARTER et al.,,
2010).

Cereais integrais também contém fibras, oligossacarideos e ligninas, que tém
importantes atividades bioldgicas e funcionais (SLAVIN et al., 2004; OKARTER et al.,
2010). Por exemplo, a fibra dietética e os oligossacarideos em graos integrais,
podem contribuir para reducdo do colesterol, controle da glicose sanguinea,
melhorar a saude digestiva e diminuir os riscos de certos tipos de cancer
gastrointestinais (SLAVIN et al., 2004). Ligninas encontradas em cereais integrais
tém forte agdo antioxidante. A microbiota intestinal desempenha um papel na
conversao dessas ligninas, o que pode fornecer protecdo contra doengas cronicas,
relacionadas com o cancer, diabetes e doengas cardiacas (SLAVIN et al., 2004
OKARTER et al., 2010).

A ingestao de graos integrais também contribui para o controle de peso, pois
de acordo com alguns estudos, o ganho de peso e aumento da adiposidade
abdominal ao longo do tempo sdo mais baixos em pessoas que consomem mais
graos integrais. Andlises de Estudo da Saude dos Médicos (KOH-BANERJEE et al.,
2004) e do Estudo da Saude dos Enfermeiros (LIU et al., 2003) mostraram que
aqueles individuos que consumiam uma maior quantidade de graos integrais
pesavam menos do que aqueles que consumiam menos, no periodo de

acompanhamento do estudo de Koh-Banerjee et al. (2004).

Relacionando o consumo de gréos integrais as doengas cardiovasculares, foi
possivel verificar através de estudos epidemiolégicos com norte-americanos e
europeus, que o consumo de graos integrais esta associado a redugao do risco de
doencas cardiovasculares (SEAL; BROWNLEE, 2010).

3.1.2 Principais cereais que compdem a granola
3.1.2.1 Linhaca

A linhaga (Linum usitatissimum L.) é a semente do linho, planta pertencente a
familia das Linaceas, que tem sido cultivada ha bastante tempo, € uma semente
com varias aplicacbes, como matéria-prima para produgao de 6leo e farelo. O dleo
tem utilizacao industrial na fabricagao de tintas, vernizes e resinas. O farelo é usado

em ragdes animais. As sementes também sdo utilizadas como complemento



alimentar, sendo adicionadas a paes, bolos e biscoitos ou ainda misturadas cruas
aos alimentos (GALVAO et al., 2008).

A linhaca é considerada alimento funcional, por ser uma fonte natural de
fitoquimicos. O aumento do seu consumo destaca-se, principalmente, pelo efeito
anticarcinogénico e antiaterogénico (diminui valores de lipoproteina de baixa
densidade - LDL e aumenta valores de lipoproteina de alta densidade - HDL),

vinculado ao conteudo de compostos bioativos (ALMEIDA et al., 2009).

O consumo da linhaca estd em crescimento, devido a descoberta de suas
propriedades benéficas. E considerado um alimento funcional, pois, além de suas
fungdes nutricionais basicas, produz efeitos metabdlicos e fisioldgicos benéficos a
saude. A linhaca € uma rica fonte de acidos graxos a-linolénicos e linoléicos,
precursores do w-3 e w-6, respectivamente. Esses sao importantes para o
desenvolvimento do sistema nervoso central, auxiliam na prevengdo de doencgas
cardiovasculares, diabetes e determinados tipos de cancer, atuam ainda na reducao

de processos inflamatorios e doenga autoimune (SOARES et al., 2009).
3.1.2.2 Aveia

A aveia (Avena sativa L.) € um cereal que contem aminoacidos, acidos
graxos, vitaminas e sais minerais indispensaveis ao organismo humano e também
fornece aporte energético e nutricional equilibrado, mas principalmente, pela

composicao por fibras alimentares. (GUTKOSKI et al., 2009).

Este cereal participa na redugao do colesterol sanguineo, prevenindo doengas
do coragao e por isso é considerado um alimento funcional. A composi¢ao quimica e
a qualidade nutricional da aveia sdo relativamente altas e superiores a dos demais
cereais. Estes indicadores, no entanto, variam com o local de cultivo, clima e
gendtipo. Em fungdo dos maiores teores de proteinas e lipidios, a aveia tem,

comparativamente, menor concentragao de carboidratos (GUTKOSKI et al., 2007).

A aveia apresenta elevados teores em [(3-glucanas e boa qualidade protéica,
sobressaindo-se aos demais cereais. Buscando aumentar sua utilizagao e seu valor
econdmico, alguns estudos tém proposto o uso da aveia como matéria-prima para o
preparo de concentrados destes nutrientes. As fragbes compostas de B-glucanas, e

as fragdes ricas em proteinas podem ser indicadas como ingredientes substitutos da
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gordura em sorvetes, espessantes de molhos e na formulagdo de almdndegas e
embutidos carneos e paes, alimentos infantis, dietas para esportistas e alimentos

geriatricos respectivamente (DANIEL et al., 2006).

A forma mais empregada para comercializagcdo da aveia € a utilizagdo em
flocos. Apresenta um teor mais elevado de lipidios, porque quase todo o germe é
mantido. E menos oxidavel devido ao seu alto teor de vitamina E (antioxidante). O
grao de aveia apresenta em média 13,3% de proteina, 6,2% de lipidios e 66,4% de
carboidratos. A proteina da aveia distingue-se pelo seu alto teor de arginina em
relagdo aos outros cereais. Rica em fibras, vitaminas do complexo B, vitamina E,
calcio, fésforo e ferro. Pode ser ingerida sob forma de flocos grossos, flocos finos e
farinha. Cada 100 g desse alimento fornece 350 g calorias, 15 g proteinas, 57 g
carboidratos e 7,5g de gorduras (GRAY, 2006 ;FRANCO, 2010).

A farinha e os flocos de aveia sao usados principalmente em cereais matinais
e em produtos como a granola. Ela € considerada a mais completa, em termos

nutricionais, entre todas as farinhas (GRAY, 2006).

Alguns trabalhos (RUPOLLO et al., 2006) vém sendo realizados com o intuito
de se determinar a micobiota e as micotoxinas em aveias, em tratamentos com
umidades inferiores a 15%. Verificou-se a predominancia de fungos dos géneros
Colletotrichum, Chaetomium, Phoma, Bipolaris, Alternaria e Neurospora. Quando
essas aveias foram submetidas a umidades mais elevadas, favoreceram o
crescimento dos géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium. A incidéncia fungica no
inicio do armazenamento refere-se basicamente a contaminacéo oriunda da lavoura,
ou seja, fungos de campo, pois esses fungos desenvolvem-se melhor em umidades
relativas mais elevadas (TANAKA et al., 2001).

Rupollo et al. (2006) nao detectaram nas amostras de aveias as micotoxinas:
aflatoxinas, zearalenona e ocratoxina A. Ja Scudamore et al. (1999), examinando
graos de aveia, trigo e cevada detectaram em 21% das amostras a presencga de

Ocratoxina A, com maior frequéncia em cevada do que em trigo e aveia.
3.1.2.3 Trigo e derivados

O trigo, destague em consumo entre os cereais, € composto principalmente

de amido e gluten que é uma substancia formada por duas proteinas insoluveis:
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gliadina e glutenina. Estas quando misturadas a liquidos, propiciam a elasticidade
necessaria para a panificagdo. O gluten pode absorver agua, aumentando seu peso
inicial. A variagdo do percentual de proteinas na farinha varia de 8,0 a 14,0% de
proteinas. A farinha de trigo branca é resultado da moagem dos grdos de amido,
sem o farelo e o germe. A farinha de trigo integral é preparada através da moagem
do grao de trigo completo. Cada 100 g desse alimento fornece em torno de 375
calorias, 12 g de proteinas, 75 g de carboidratos e 1,2 g de gorduras (FRANCO,
2010; ORNELLAS et al, 2006).

A qualidade do grao de trigo pode ser definida como resultado da interagao
que a cultura sofre no campo, do efeito das condigdes do solo, do manejo da cultura,
da cultivar, bem como das operagbes de colheita, armazenamento e moagem
(EDWARDS, 2004). Em condigdes inadequadas de colheita, secagem e
armazenamento, o trigo pode sofrer alteracdbes em suas propriedades fisicas,
quimicas e bioldgicas, reduzindo o valor comercial e a funcionalidade da farinha
(FLEURAT-LESSARD, 2002).

Roigé et al. (2009) identificaram como sendo o género Penicillium o de maior
prevaléncia em trigo, seguido de Fusarium e Alternaria. Ja na pesquisa por
micotoxinas os mesmo autores detectaram desoxinivalenol em 38 % das amostras
de trigo, em 49% das amostras detectou zearalenona, sendo que nao foi detectado

aflatoxinas em nenhuma das amostras de trigo pesquisadas.

3.1.2.4 Milho e derivados

O milho (Zea mays L.) € um cereal consumido “in natura” ou na forma de
produtos industrializados, tem grande contribuicao na alimentagdo humana e animal,
devido principalmente as suas caracteristicas nutricionais como excelente fonte
energética, em fungdo do alto teor de amido, lipidios, proteinas e vitaminas
encontradas nos grdos (PATERNIANI, 1978). E o segundo grdo mais produzido no
Brasil (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO, 2010). Entretanto,
aproximadamente 30% da producao, destina-se diretamente ao consumo humano,
originando mais de 500 produtos derivados (LAFIS, 2003).
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Os produtos derivados do milho como farinha de milho, fuba, flocos de milho,
canjiquinha, xerém, dentre outros, sdo bastante apreciados na culinaria brasileira,
tendo participacao efetiva como componente basico na dieta alimentar das camadas
mais pobres da populagdo (MELO-FILHO; RICHETTI, 1997).

E utilizado na industria alimenticia na producdo de amido de milho, glicose e
alguns uisques, além de ingredientes de produtos industrializados. E rico em amido
fibras e também vitaminas B1 e B2, E, fésforo e potassio. Na panificacao é utilizado
associado ao trigo. Quanto aos componentes nutritivos do milho e seus derivados se

apresentam da seguinte forma, na Tabela 1.

Tabela 1- Composi¢cao do milho e seus derivados.

Alimento Calorias (100g) Proteinas(g) Carboidratos(g) Gorduras(g)
Milho Verde 325 3,3 63,5 5,2
Milho em Lata 101 2,7 20 0,7
Farinha de Milho 365 8,3 78 1,3

Fonte: Franco (2010)

O milho € um dos cultivos mais predispostos a contaminagao por fungos
durante a formacao dos graos, na colheita, no transporte e no armazenamento, com
reducao da qualidade sanitaria, fisica e nutricional dos grdos e seus derivados e
perdas do produto. Varias espécies de fungos, em condigbes favoraveis, podem
produzir metabdlitos téxicos, as micotoxinas, ocasionando problemas de saude
publica e animal (LAZZARI, 1997). Quando ocorre a disseminagdo de fungos nos
graos de milho, ainda no campo ou no armazenamento, os seus derivados, tais
como, farinha, fuba, flocos e quirera, entre outros, carregardo os esporos e/ou 0s
metabadlitos fungicos, como as micotoxinas (ASEVEDO et al., 1994; ALMEIDA et al.,
2000).

A qualidade dos grdaos de milho é alterada direta ou indiretamente quando
estes sao infectados por fungos, pela producdo de micotoxinas, que ocasionam
danos a saude tanto humana quanto animal em razdo da atividade toxica que
podem exercer sobre o organismo (FARIAS et al., 2000; KUMAR et al., 2008).

De acordo com Rodriguez-Amaya; Sabino (2002) os fungos mais
frequentemente isolados de milho e seus derivados em todo o Brasil sdo Fusarium,

Aspergillus, Penicillium, Rhizopus, Acremonium, Cladosporium, Neurospora e
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Paecilomyces. Cardoso Filho et al. (2011) encontraram maior prevaléncia dos
géneros Aspergillus, seguidos por Penicillium e Fusarium, mas nao detectaram
aflatoxinas trabalhando com o derivado de massa de milho, denominado também de

cuscuz.

Roigé et al. (2009) trabalhando com o milho detectaram desoxinivalenol em
59 % das amostras, zearalenona em 36% das amostras, obtiveram também uma
maior frequéncia respectivamente de Penicillium, Fusarium e Aspergillus, e assim

como Cardoso Filho et al. (2011) n&o detectaram aflatoxinas em milhos.

3.1.2.5 Arroz e derivados

Em todo o mundo, a cultura do arroz (oryza sativa L.) apresenta um grande
destaque pela sua importancia econdmica, sendo também este cereal, um alimento
basico em diversos paises. No Brasil, na terceira avaliagédo nacional para o ano de
2011, esse alimento teve uma producdo 12,8 milhdes de toneladas, sendo bem
maior que no ano anterior, superior em 12,6%. Houve, frente a previsdo de
novembro, aumento de 4,2%, ja que o Rio Grande do Sul, principal produtor, com
64,4% de participacdo na producdao nacional, aumentou em 4,9% a producao
esperada. A area plantada cresceu 1,1%, por conta da retomada de plantios que na
safra 2010 (IBGE, 2011). O arroz é um cereal que faz parte do habito alimentar do
brasileiro, o que se confirma pelo alto consumo, considerando suas diferentes
formas. O consumo médio interno é de aproximadamente 11,7 milhdes de toneladas
(WIKI, 2009).

No que diz respeito ao valor nutricional, o arroz contém grande quantidade de
vitamina B1 e de sais minerais quando fervido com a casca. Pode ser utilizado para
compor ingredientes de alimentos, na forma de farinhas para bolos, mingaus e
doces, e também bebidas (aguardentes e saqué). Existem varios tipos de arroz,

empregados em diversas preparagdes (ORNELLAS, 2006).

O floco de arroz é também um dos principais derivados do arroz, que se
apresenta como um produto crocante, fabricado a base de farinha de arroz, acucar,
malte e sal, utilizando-se o0 processo de extrusdo. Este processo consiste em

submeter os ingredientes a influéncia de calor, umidade, pressdo e cisalhamento,
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transformando-os em uma massa visco elastica, que emerge do extrusor. A queda
subita de pressao permite a vaporizagao de agua e consequentemente a expansao
da massa de cereal. O produto intumescido tem uma estrutura celular formada por
bolsdes de ar envoltos por paredes de amido gelatinizado, o que contribui para sua
textura quebradigca (TAKEUCHI et al., 2005).

Muitos patégenos podem estar associados aos gréos e sementes do arroz,
prejudicando a qualidade sanitaria das sementes que serao utilizadas para o plantio
e influenciando a qualidade nutricional dos graos utilizados na alimentacdo (NUNES
et al., 2003). Os géneros fungicos Aspergillus e Penicillium sao considerados fungos
de armazenamento. Contaminam cereais como: arroz, milho, trigo, sorgo, nozes,
sementes de algodao e trigo usados na formulagdo de alimentos (RODRIGUEZ-
AMAYA; SABINO, 2002). Sua capacidade de crescer em altas temperaturas e baixa
atividade de agua os faz colonizadores de varios cultivos (MOSS, 1991).

De acordo com APHA (2001), os géneros Aspergillus spp., Penicillium spp. e
Fusarium spp., sdo os mais frequentemente associados com micotoxinas que
ocorrem naturalmente em cereais como o arroz, podendo torna-lo improéprio para o

consumo.

Todos os cereais, sem excecao, devem ser alvos de controle, pois podem
estar contaminados por toxinas. Estudos demonstraram que o arroz ndo € um dos

alimentos mais suscetiveis a aflatoxinas, mas pode conté-las (NUNES et al, 2003).
3.1.2.6 Mel

De acordo com a legislacdo brasileira entende-se por mel o produto
alimenticio produzido pelas abelhas meliferas, a partir do néctar das flores ou das
secregdes procedentes de partes vivas das plantas ou de excrecbes de insetos
sugadores de plantas que ficam sobre partes vivas de plantas, que as abelhas
recolhnem, transformam, combinam com substancias especificas proprias,

armazenam e deixam madurar nos favos da colméia (BRASIL, 2000).

A apicultura vem ganhando espag¢o no Brasil como uma atividade que gera
lucros aos produtores, pois apresenta retorno rapido do capital investido. Além disso,
as condicoes climaticas sao bastante favoraveis ao desenvolvimento das abelhas do
género Apis (APICULTURA, 2004).
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Este alimento € uma solucédo concentrada de agucares com predominancia de
glicose e frutose, que juntos perfazem cerca de 70% do total de carboidratos;
dissacarideos, incluindo sacarose, somam 10% e a agua na qual os agucares estao
dissolvidos (SILVA et al., 2008).

Quando comparado com outros produtos de origem animal, o mel apresenta
baixa quantidade de micro-organismos, porém n&o € um alimento estéril e esta
susceptivel a contaminagdes pela manipulagdo inadequada (GOMES et al., 2005;
AL-HIND, 2005).

As caracteristicas microbiologicas do mel estdo relacionadas com a
qualidade e a seguranca deste alimento. Os micro-organismos de importancia sao
primariamente leveduras, fungos filamentosos (MOURA, 2010; CARNEIRO-PIRES,
2011) e bactérias formadoras de esporos. Estes micro-organismos podem estar
envolvidos em atividades de deterioragao do produto, produgédo de enzimas, toxinas,
conversao metabdlica do alimento, produgao de fatores do crescimento (vitaminas e
aminoacidos) e fatores de inibigdo de micro-organismos competidores (SILVA et al.,
2008).

Hoje a legislagao brasileira para mel (BRASIL, 2000) ndo contempla limites
para as caracteristicas microbioldgicas, porém esse produto € consumido por
individuos mais susceptiveis como criangas, idosos, gestantes e doentes
(TCHOUMBOUE et al., 2007), sendo os unicos valores de referéncia estabelecidos
pela RDC n° 12 da ANVISA (BRASIL, 2001) e constituindo na contagem de bolores e

leveduras, e verificacdo da presenca de coliformes a 35°C e coliformes a 45°C.

E sabido que a microbiota do mel pode interferir na sua qualidade e/ou
sanidade, encontram-se micro-organismos que em condigdes normais de umidade,
nao interferem na qualidade do mel e nem sao patogénicos para o consumidor,
inerentes ao polen, ao trato digestivo das abelhas, sujidades, poeira, terra e ao
néctar. Todos séo de dificil controle (SNOWDON; CLIVER, 1996).

3.1.2.7 Castanha-do-Brasil

A castanha-do-Brasil (Bertholletiaexcelsa H. B. K.), € um alimento pertencente

ao grupo das nozes de arvores, também chamada na regido por: castanha-do-
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maranhao, castanha-do-Brasil, inia, nia, nha, eray, tocary, tuca, turury, ya e yuvia,
almendras, noce del Brazile, paranuss, Brazil nuts, Para nuts, nigger to, noix du,
dentre outros. Foi descrita pela primeira vez em 1808, quando Humboldt e
Bompland, e posteriormente Kunth, denominaram esta arvore presente na Floresta
Amazénica (MENNINGER, 1977; NYBG, 2006).

Quanto a composi¢cao nutricional da castanha-do-Brasil, os componentes
mais significativos séo os lipidios, seguidos pelas proteinas, carboidratos e fibras, de
forma que o valor energético é bastante elevado (MOODLEY et al.,, 2007). A
améndoa constitui um alimento bastante apreciado ndo s6 pelas suas qualidades
nutritivas, mas também pelo seu sabor. Sua composicdo tem sido amplamente
estudada e demonstra ser uma rica fonte nutricional, sendo popularmente chamada
de carne vegetal, por ser um alimento de alto valor energético, rico em proteinas e
valorizado pela presenca de antioxidantes (GLORIA; REGITANO DARCE, 2000;
COZZOLINO, 2001) e elevado teor de vitamina E, que pode estar relacionado com o
teor de a-tocoferol (CHUNHIENG et al., 2004).

Alguns produtos incorporaram a castanha-do-Brasil na sua formulagdo, sendo
possivel obter cereais matinais, castanhas em barras de chocolate, barras
energéticas bem como na confeitaria de paes, bolos, biscoitos e massas. (SOUZA;
MENEZES, 2004).

As castanhas sdo provenientes de areas tropicais e sdo expostas ao
ambiente da floresta com elevado teor de umidade relativa, normalmente acima de
80 %, e de temperaturas maiores que 25°C. Tais condigbes podem permitir o
crescimento de fungos, principalmente dos géneros Aspergillus e Penicillium, que
podem produzir diversas micotoxinas (PITT, 2006; PACHECO; SCUSSEL, 2006). A
castanha-do-Brasil € um dos produtos que apresenta a maior incidéncia de
aflatoxinas no Brasil, onde niveis da ordem de 2,25 ppm ja foram detectados,
comprovando a susceptibilidade desta cultura (BLANK et al., 2005; MELO;
SCUSSEL, 2007).

3.1.2.8 Castanha de caju

O cajueiro (Anacardium ocidental L.) pertence a familia Anacardiaceae e é
considerado uma das culturas de maior importancia econdmica do Nordeste, sendo

cultivado principalmente nos estados do Ceara (68%), Rio Grande do Norte (11%) e
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Piaui (8%). De uma forma simples, pode-se dizer que o caju € constituido da
castanha (fruto verdadeiro) e do pedunculo ou pseudofruto. As améndoas de
castanhas de caju sao excelentes fontes de vitamina E, contendo, ainda, vitaminas
do complexo B e minerais, estando associadas a prevencdo de cancer. O
pseudofruto de estrutura carnosa, suculenta é rico em vitamina C e minerais (LIMA,
2004).

O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de castanhas de caju, sendo que

a safra para 2007 foi estimada em mais de 252 mil toneladas. (IBGE, 2007).

Estudos realizados pelo Centro Nacional de Pesquisa Agroindustrial Tropical
(CNPAT) nos ultimos anos confirmaram a presencga de diversos fungos, associados
a deterioracdo das améndoas. Aproximadamente 10% das castanhas de caju que
aportam nas industrias de processamento ndo possuem améndoas, por terem sido
destruidas por fungos (PINHEIRO, 2004).

3.1.2.9 Uva passas e frutas secas

As uvas passas sao obtidas através da secagem ao sol, sombra ou ar quente,
essas sao normalmente utilizadas em cereais matinais, lacteos, padarias e bares
(RAMOS et al., 2004). Quase todas as frutas passas consumida no Brasil séo
importadas, mas a produgao brasileira vem aumentando, e ha um grande potencial
para utilizagdo excedente de frutas foras do padrdo, para a producdo de frutas
passas, reduzindo as perdas de frutas frescas e agregando valor ao produto
(GABAS et al., 1998).

Lamanaka et al. (2007) avaliaram a presenga de aflatoxinas em 62 amostras
de frutas secas comercializadas em Sao Paulo , importadas do Chile, Argentina,
Turquia e Ird. Foram detectadas aflatoxinas em trés de 19 (16%) das amostras de
uvas passas brancas, com limite ndo superior a 2,0 ppb. Onze de 19 amostras
(58%) de figo seco apresentaram aflatoxinas e, com excegdo de uma amostra que
apresentou 1500 ppb de aflatoxina B1, as demais ndo ultrapassaram 2,0 ppb.

Nenhuma das 24 amostras de uvas passas pretas apresentaram aflatoxinas.
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Pesquisas sobre a presenca de micotoxinas realizadas em amostras de nozes
(castanhas, nozes e améndoas) e de frutas secas (uvas passas, damascos, ameixas
secas e peras secas) comercializadas no Brasil, demonstraram que todas as
amostras analisadas apresentaram contaminacdo por aflatoxinas. Sendo que as
nozes apresentaram 21,7% de positividade, seguida das frutas secas com 7,1%
(MALLMANN et al., 2003). No entanto, Freire et al. (1999) ndo detectaram
aflatoxinas nas amostras de castanha de caju avaliadas no Ceara, apesar de

identificarem 37 espécies de fungos nestas amostras.

3.1.2.10 Amendoim

O amendoim ((Arachis hypogaea L.) tem como principal produtor no Brasil o
Estado de Sdo Paulo, com mais de 80% da produgao nacional. A regido Nordeste,
por sua vez, detém aproximadamente 14% da producdo. A area plantada, no
conjunto dos estados informantes em dezembro de 2010, é de 66.055 ha (SANTOS
et al., 2006).

Esta oleaginosa esta sujeita a contaminagao por fungos, devido a invasao
destes micro-organismos ocorrerem no solo durante o processo de formacgao das
sementes (ROSSETTO et al.,, 2003). Esta contaminagdo pode ocorrer também
durante a colheita (PITT et al.,, 1991), nas fases de secagem, beneficiamento e
armazenamento (ALMEIDA et al., 1998; BRUNO et al., 2000). As espécies mais
encontradas sao Aspergillus spp., Penicillium spp., Fusarium spp. € Rhizopus spp.
(BRUNO et al., 2000; ROSSETTO et al., 2003).

No Brasil, a incidéncia de aflatoxinas tem sido observada com frequéncia, e
em niveis elevados, em alimentos utilizados para consumo humano e animal, como
milho, amendoim e derivados. A contaminacdo de derivados de amendoim, como
pacgocas e outros doces, assume destacada relevancia em saude publica, dado que
as criangas constituem os principais consumidores desses produtos (OLIVEIRA;
GERMANO, 1997).

Possuindo condi¢cdes favoraveis, varias espécies fungicas podem produzir

micotoxinas, que sao metabdlitos secundarios com potencial para causar toxicoses



19

ao homem e aos animais, quando as sementes contaminadas sido destinadas a

alimentacao.

3.1.2.11 Outros ingredientes que também sao observados na composi¢ao da

granola

Existem muitos outros ingredientes que compde a granola como: edulcorante
natural ou artificial, gordura ou 6leo vegetal, melado de cana, coco ralado, agucar
mascavo, agucar, sementes oleaginosas, sal, estabilizantes, aromatizantes,
chocolate, dentre outros, podem estar presentes ou n&o. Isso dependera da

formulacéo padréao de cada fabricante, marca e sabor da granola.

O objetivo de citar os componentes que compdéem a granola e dentre eles
identificar os mais propicios para o desenvolvimento de fungos se deve a
necessidade de conhecer, pois sdo muitos e variaveis, conforme a marca e receita
dos fabricantes; e estes por serem de origem vegetal, portanto, podem veicular
fungos devido a sua origem e manipulagédo. Os ingredientes mais utilizados e mais
propicios a contaminagdo fungica sao trigo, milho, frutas secas, sementes
oleaginosas, por isso, as boas praticas de fabricagdo devem ser observadas
principalmente na escolha da matéria prima que compdem a formulacdo desse

produto, para assim, prevenir micotoxicoses nos consumidores.

3.2 Fungos

Os fungos sdo organismos eucarioticos cujos nucleos sao dispersos em um
micélio continuo ou septado. Sua nutricido é obtida por absorgdo. Sao saprofiticos,
parasitas facultativos ou biotroficos. Crescem como célula unica (leveduras) ou
como coldnias filamentosas multicelulares (fungos filamentosos). Encontram-se em
abundancia no solo, nos vegetais e nas aguas e se reproduzem por meios de ciclos
telemorfos e anamorfos (TRABULSI et al., 2008).

Os bolores podem formar coldénias com aspectos diversos, que variam de
seco e pulverulento a umido e gelatinoso. O micélio € usualmente incolor e as

diferentes tonalidades das coldnias sao decorrentes da maci¢a producédo de esporos
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assexuais, resultando em diversas coloragdes, como: verde, verde azulada, laranja,
castanha, cinza ou preta. Particularmente nos géneros Penicillium e Aspergillus,
essas coloragdes sao bastantes caracteristicas e auxiliam na identificacdo de
géneros e espécies (LEITAO, 1998; TRABULSI et al., 2008).

Os fungos constituem um grupo diversificado de organismos que apresentam
grande importancia ecologica e econdmica. Cerca de 70.000 espécies de fungos ja
foram descritas, entretanto, estima-se que o numero total seja de aproximadamente
1,5 milhdo. Esses organismos sdo considerados de grande importancia por varias
razbes: sao os decompositores primarios em todos os ecossistemas terrestres,
constituem importantes associacbes simbidticas com plantas vasculares
(micorrizas), constituem a grande maioria dos patogenos de plantas, oferecem
sistemas genéticos para os biologistas moleculares, e sdo cruciais para a

biotecnologia industrial (LI et al., 2000).

Todavia, sao indesejaveis nos alimentos, porque sdo capazes de produzir
uma grande variedade de enzimas que, agindo sobre os mesmos, provocam sua
deterioragdo. Os fungos tém sido evidenciados como microrganismos de grande
importancia para os alimentos. Estes tém sido responsaveis por perdas econémicas
de relevancia, o que representa uma série de prejuizos em todo o mundo
(DANTIGNY et al., 2005;PEREIRA, et al., 2005), devido capacidade de produzir
micotoxinas, que s&o metabdlitos secundarios com potencial de toxicoses ao homem
e aos animais, depois de ingeridos. Outro metabdlito capaz de ser produzido por
fungos é o etanol, que possui baixo peso molecular e é toxico apenas em alta
concentracdo (BENNETT; KLICH, 2003).

A contaminagdo e a deterioracdo dos alimentos pelos fungos sdo mais
comuns que as originadas por qualquer outro grupo de microrganismos. A
contaminagao por fungos € importante ndo apenas sob o ponto de vista sensorial,
mas também pelo perigo que a produgdo de micotoxinas representa para o
consumidor (MUNINBAZI; BULLERMAN, 1996). Os efeitos do crescimento fungico
nos alimentos incluem diminuicdo do poder de germinagcédo, emboloramento visivel,
descoloragao, odor desagradavel, perda de matéria seca, aquecimento, mudancas
quimicas e nutricionais, perda de qualidade e produgdo de micotoxinas
(POMERANZ, 1982; LAZZARI, 1998; JUNIOR, 2009)
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Amplamente distribuidos na natureza os fungos necessitam de substratos pra
seu desenvolvimento. Por isso sao contaminantes comuns de alimentos, gréaos e
racoes, os quais apresentam nutrientes como carboidratos, proteinas e lipideos,
constituintes adequados para o desenvolvimento desses micro-organismos
(GOURAMA; BULLERMAN, 1995; MEIRELLES et al., 2006).Dentre os fungos
micotoxigénicos envolvidos na cadeia alimentar humana destacam-se os géneros
Aspergillus, Penicillium e Fusarium, 0s quais sao responsaveis pela grande maioria
das micotoxinas até hoje conhecidas e estudadas(SWEENEY; DOBSON, 1998;
HERMANNS et al.,2006).

3.2.1 Aspergillus spp.

Os fungos deste género habitam em uma ampla variedade de ambientes,
sendo os mais frequentes em solo e alimentos. Algumas espécies, principalmente o
Aspergillus oryzae tém importancia econbmica na manufatura da fermentagdo de
alimentos, como na produgao de sake, assim como a utilizagado de suas enzimas na
alimentagao de bovinos. Os Aspergillus também podem causar impacto negativo na
economia tanto pela producdo de toxinas potentes, quanto pela deterioracido de
alimentos (KLICH; PITT, 1988; RIBEIRO et al., 2003; SAMSON et al., 2004; PITT;
HOCKING, 2009; EMBRAPA, 2010).

A presenca de Aspergillus flavus em alimentos representa um perigo
potencial, pois pode ocasionar enfermidades nos colaboradores que diretamente
estdo em contato com ele, como a aspergilose (AKAN et al., 2002), alergias e

problemas respiratorios pelo contato e inalagao de conidios.

Segundo Ribeiro et al. (2003), o género Aspergillus é considerado como o
principal deteriorador de sementes e de graos, causando danos, descoloragéo e
alteragdes nutricionais. A presenca de fungos nos alimentos, principalmente dos
géneros Aspergillus e Penicillium é indesejavel porque algumas espécies sao
capazes de produzir enzimas deterioradoras; bem como, a produ¢cado de micotoxinas,
que sao produtos toxicos do metabolismo secundario, e representam um risco de
contaminagdo ambiental, acarretando sérios prejuizos a saude humana. Essas
toxinas (aflatoxinas e ocratoxinas) liberadas por tais espécies podem estar presentes

em diversos alimentos que constituem a principal fonte de exposi¢ao para o homem
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(CORREA et al., 1997; HERMANNS et al, 2006:BANDO et al., 2007; CHIOTTA et al.,
2009).

3.2.2 Penicillium spp.

O género Penicillium possui a maior quantidade de espécies e pode ser
encontrado em quase todos os substratos. Sdo considerados ubiquos e saprofitos
oportunistas. A maioria das espécies habita o solo e sua ocorréncia em alimentos se
dar de forma acidental. Algumas espécies causam patogenias graves e destrutivas
em frutos e cereais, crescendo com baixa presenga de oxigénio, atividade de agua
minima de 0.80. Varios sao psicotroficos e capazes de causar deterioracio alimentar
em produtos mantidos sobre refrigeracao (SAMSOM et al., 2004; PITT; HOCKING,
2009). Alguns fungos desse género sao capazes de produzir micotoxinas, como a
Ocratoxina produzida pelo Penicillium verrucosum, e a citrinina produzida pelo P.

citrinum.

3.2.3 Fusarium

Os fungos pertencentes ao género Fusarium desenvolvem-se em colbnias
que apresentam crescimento rapido e sao largamente distribuidas no solo,
principalmente nos cultivados, estando presente na decomposicao da celulose de
algumas plantas. Eles sdo a maior causa de deterioracdo em frutos e vegetais e sdo
comumente encontrados em cereais de uma forma geral (SAMSOM et al., 2004;
PITT, HOCKING, 2009). Algumas espécies de Fusarium (Fusarium sp, F.
verticillioides e F. proliferatum) sdo patdogenas e destroem os cereais e outros
produtos, através da producédo de zearalenona, fumonisinas e tricotecenos (JAY,
2005), representando perigo a saude da populagado e de animais, podendo causar
cancer de esO6fago em quem consome esses vegetais com fumonisina. Estas

micotoxinas sao produzidas antes ou logo apds a colheita (HIROOKA et al., 2007).
3.3 Micotoxinas

A palavra micotoxina deriva do grego mikes (fungo) e do latim toxicum

(veneno), ou seja, toxina produzida por fungos em condi¢des especificas
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(SCUSSEL, 1998) e que possuem carater carcinogénico, mutagénico e teratogénico,
com efeitos crénicos ou agudos em animais e humanos (IARC, 2006; BINDER et al.,
2007).

As micotoxinas mais conhecidas sdo: as aflatoxinas, ocratoxinas,
zearolenona, tricotecenas (Toxina T, deoxinivalenol, nivalenol), citrina, patulina,
acido penicilico, sterigmatocistina, toxinas de alternaria (alternariol, altenariol
monometil éter, altenuéne), toxinas tremogénicas (penitrem A e B), rubratoxinas A e
B, islanditoxina, rugolosina, citreoviridina e fumonisinas B e B, (CAST, 2003; IARC,
2006; PITT, HOCKING, 2009).

Existem mais de 100 espécies fungicas micotoxigénicas, que podem produzir
mais de 400 diferentes tipos de micotoxinas, sendo que dessas mais de 250 ja
tiveram sua estrutura quimica definida. Os principais fungos produtores pertencem
aos géneros: Alternaria, Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Rhizoctonia e
Stachybotrys, dentre eles destacam-se os géneros Aspergillus, Penicillium e
Fusarium, que sido considerados os de maior importancia para alimentos, por serem
0os mais encontrados e os maiores produtores de micotoxinas (PATERSON et. al.,
2004; PEREIRA et al., 2005; ROSA et al., 2006; SIMAS et al., 2007). No entanto, a
maioria ainda nao tem claramente definido seu impacto biolégico sobre a saude
humana, animal e ao ambiente (KNASMULLER et al., 2004). Esses fungos podem
ser encontrados em uma diversidade de alimentos (BATISTA; FREITAS, 2000;
PEREIRA et al., 2005; HERMANNS et al., 2006; CHIOTTA, et al., 2009; CARDOSO
FILHO, 2011).

A presengca de fungos em alimentos ndo significa necessariamente a
presenca de micotoxinas (PEREIRA et al., 2002), entretanto, elevadas contagens
fungicas sao consideradas indicativo da presenca de micotoxinas no alimento (FAO,
2004).

As micotoxinas quando presentes nos alimentos sdo potencialmente
perigosas para a saude, pois além de nao estimular o sistema imune, possuem
varios efeitos toxicos e dificiimente sdo degradadas, pois possuem de modo geral
grande estabilidade quimica que permite sua presenga durante as etapas de
processamento de alimentos (TRISTAN, 2002; GARDA; BADIALE-FURLONG, 2003;

RICHARD, 2007). As principais micotoxinas, em quais alimentos elas podem ser
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encontradas, os fungos que as produzem, como também os efeitos causados por

elas estao contido na Tabela 2.

Tabela 2- Micotoxinas em graos de primeira necessidade e semente.

Micotoxina Produto

Fontes

Efeito da ingestao

Devoxivaleno/
nivalenol

Trigo, milho e
cevada

Zearalenona Milho, trigo

Ocratoxina A Cevada, trigo e
muitos outros

produtos

Fumonisina B4 Milho

Aflatoxina B4, B,  Milho, amendoim
e muitos outros

produtos

Aflatoxina B4, B,,Milho e
GieG; amendoim

Fusarium graminearum
Fusarium culmorum
Fusarium crookwellense

Fusarium graminearum
Fusarium culmorum
Fusarium crookwellense

Aspergillus ochraceus e
Aspergillus carbonarius
Penicillium verrucosum

Fusarium moniliforme e
Fusarium verticillioides

Aspergillus flavus

Aspergillus parasiticus

Toxicose humana relatada na
India, Japao e Coréia. Toxico para
animais, especialmente porcos.

Identificado pela Agéncia
Internacional de Pesquisa do
Cancer (AIPC) como possivel

cancerigeno humano. Afeta
sistema reprodutivo em porcas

Suspeita AIPC  como
cancerigeno humano.
Cancerigeno em porcos e animais

de laboratdrio

pela

Suspeita pela AIPC como
cancerigeno humano. Toxica para
porcos e aves domésticas. Causa
leucoencefalomaléacia equina,
doenca fatal em cavalos

Aflatoxina B: e misturas que
ocorrem naturalmente,
indentificadas como cancerigenas
pela AIPC. Efeitos em varios
animais, especialmente galinhas

Aflatoxina Bs e misturas que
ocorrem naturalmente,
indentificadas como cancerigenas
pela AIPC. Efeitos em vaérios
animais, especialmente galinhas

Fonte: FAO (2011)

3.3.1 Aflatoxinas

Essas micotoxinas sado principalmente produzidas por fungos da espécie

Aspergillus flavus e A. parasiticus, que sdo ubiquos no ambiente e potencialmente

capazes de produzir contaminagdo direta em uma grande variedade de alimentos
(HERMANNS et al, 2006; REDDY et al., 2009; ROIGE et al., 2009; FERNANDEZ-

CRUZ et al., 2010).
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Foram relatados 18 tipos de aflatoxinas (MiDIO; MARTINS, 2000; GIMENO,
2000), sendo que a aflatoxina B1 € a mais prevalente e biologicamente ativa dentre
as aflatoxinas, e é considerado o mais potente hepatotdxico e carcinogénico, além
de ser um imunossupressor natural conhecido por afetar humanos e animais
(CREPPY, 2002; WILLIAMS et al., 2004). Seus efeitos variam com a espécie, idade,
sexo e estado nutricional (CAST, 2003), ela possui caracteristicas nefrotoxicas,
mutagénicas, teratogénicas e também causam encefalopatias. Tem sido identificada
como fator associado ao céncer hepatico, apos a ingestdo de alimentos
contaminados (GIMENO, 2000; FERREIRA et al., 2006).

Os sinais da intoxicacdo por aflatoxinas dependem principalmente de sua
concentragado no alimento, do tipo e do tempo de ingestao (OGIDO et al., 2004), sdo
potencialmente cancerigenas e podem causar toxicidade aguda quando em
concentragdes elevadas (KABAK; DOBSON, 2006; KHANAFARI et al., 2007). Além
disso, produzem efeitos mutagénicos, teratogénicos e imunossupressores (MURTHY
et al., 2005). Por isso, sdo motivo de grande preocupagao devido aos seus efeitos
nocivos sobre a saude dos seres humanos e animais, também caracterizada pela
imunodepressao e por anomalias 6sseas, hemorragias e despigmentagao (MIAZZO
et al., 2005).

Ha no Brasil uma recomendagdo do Ministério da Saude, de que para
qualquer ingrediente a ser utilizado na formulagao de ragdes, ndo devera exceder os
niveis de 50 pg/kg de aflatoxinas, esse limite também vale para o produto final, ou
seja, a racao (BRASIL, 2002).

As aflatoxinas no Brasil, tém sido encontradas em amendoim e seus
derivados (SANTOS et al., 2001; CALDAS et al., 2002), em alimentos destinados a
bovinos, em leite liquido (TAVEIRA; MIDIO, 1999; PEREIRA et al., 2005) e
améndoas de castanha-do-Brasil e de cajueiro (FREIRE et al., 1999; CALDAS et al.,
2002), em produtos de milho (KAWASHIMA; VALENTE SOARES, 2006).

As aflatoxinas tém sido associadas a etiologia de neoplasias hepaticas em
humanos, mediante a ingestdo de alimentos contaminados. Além disso, evidéncias
demonstraram que as aflatoxinas podem estar associadas ao desencadeamento de
outras doencgas, tais como: sindrome de Reye, causa de encefalopatias e o
Kwashiorkor, severa forma de desnutricdo (OLIVEIRA; GERMANO, 1997;CAST,
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2003; KABAK; DOBSON, 2006; KHANAFARI et al., 2007).). Além de propriedades
oncogénicas e imunosupressivas, induzindo infecgdes em pessoas contaminadas

com essas substancias.

Na ultima década, as pesquisas tém contribuido para melhor caracterizar os
possiveis efeitos das Aflatoxinas sobre a saude humana, com destaque aos
experimentos de atividade biolégica e em ambito molecular sobre Aflatoxina B1 em
células hepaticas e sua aplicagdo em estudos populacionais (OLIVEIRA;
GERMANO, 1997). Em contrapartida, por conta do valor econdmico, os estudos
sobre efeitos das Aflatoxinas em animais mostram-se mais avangados do que as
investigacdes realizadas em humanos (SANTURIO, 2000; FERREIRA, et al, 2006).
Tendo em vista também as dificuldades em realizar pesquisas em humanos, tanto no
que diz respeito ao protocolo ético como as dificuldades em realizar pesquisa com

micotoxinas em humanos.

3.3.2 Ocratoxinas

As ocratoxinas sdo consideradas como uma das principais micotoxinas
encontradas em alimentos, naturalmente produzidas por fungos das espécies
Aspergillus ochraceus, Aspergillus carbonarius e Penicillium verrucosum. Existem
sete tipos de ocratoxinas, sendo a ocratoxina A o metabdlito primario mais
abundante e mais toxico dentre as ocratoxinas encontradas na natureza. (MAGNOLI
et al, 2004; WELKE et al., 2009), é classificada pelo IARC como um agente

possivelmente carcinogénico para humanos (IARC, 2006).

As ocratoxinas tém sido encontradas em diferentes tipos de alimentos
incluindo o trigo, milho, café, cacau, cevada, cerveja, figos secos, centeio, queijo,
pao, uvas, feijdo seco, graos de soja, frutas citricas, castanhas do Brasil, tabaco
mofado, presunto curado, amendoins e demais produtos similares. (JAY, 2005;
WELKE et al., 2009).

A Ocratoxina A (OTA) possui diversas propriedades toxicas, principalmente
nefrotdxicas (JECFA, 2001). Esta micotoxina foi associada a nefropatia endémica
dos Balcas, doenga caracterizada por progressiva reducdo das fungdes renais em

humanos. Em estudos com animais, a OTA tem demonstrado efeitos carcinogénicos,
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mutagénicos, teratogénicos, imunossupressores, genotoxicos e neurotoxicos (CAST,
2003).

A Agéncia Internacional para Pesquisa do Cancer classificou a ocratoxina A
como um possivel cancerigeno humano (categoria 2B) (BEARDALL; MILLER, 1994).
Aproximadamente, 50% das amostras de arroz, feijao, milho e trigo, analisadas no
Brasil, apresentaram niveis de ocratoxina A (CALDAS et al., 2002), além de ter sua
presenca também confirmada em café torrado e moido e em café soluvel (PRADO et
al., 2000).

3.3.3 Legislagao para micotoxinas

Com o intuito de proteger a saude dos consumidores contra os efeitos nocivos
das micotoxinas, as legislagbes tém sido aplicadas em muitos paises, os niveis
maximos de tolerancia, em alimentos in natura e processados também em racdes
para animais de abate e de estimacdo. As mais conhecidas sdo aquelas que
regulamentam os niveis de micotoxinas. Existem diversos fatores que conduzem a
elaboracao dessas legislagdes. Por exemplo, existem os aspectos cientificos, tais
como a disponibilidade de informagdes toxicoldgicas, o conhecimento acerca da
distribuicdo das micotoxinas nos alimentos, além da metodologia analitica. Também,
devem ser considerados os aspectos politicos e econdmicos, principalmente com
relacdo aos interesses comerciais € aos impactos na disponibilidade da oferta de
alimentos (VAN EGMOND; DEKKER, 1995; VERARDI; FROIDMONT-GORTZ, 1995;
VAN EGMOND; JONKER, 2004).

Em levantamento feito pela FAO (2003), foi constatado que cerca de 100
paises ja continham legislagdes que regulam os limites de micotoxinas em
alimentos, ragdes e commodities. Sendo que os paises cobertos por essas

legislagbes englobam aproximadamente 90% da populagédo mundial.

No Brasil, com base nos conhecimentos entdo disponiveis, estabeleceu-se a
legislacdo brasileira sobre micotoxinas para alimentos de consumo humano
(Ministério da Saude, Resolugdo RDC n°® 274, ANVISA, de 15 de outubro de 2002,
publicado no Diario Oficial da Unido em 16/10/02), que considera as seguintes

quantidades maximas por alimento: a) amendoim e milho podem conter
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aproximadamente 20 pg/Kg de aflatoxinas (B1+B+G1+Gy); b) leite fluido, 0,5 pg/Kg
de M1; c) leite em po, 5,0 ug/Kg de M: (BRASIL, 1977; BRASIL, 1996, BRASIL,
1996, 1997, 2002).

Em 2011, foi publicada uma nova Resolugdo RDC n° 07/2011 (BRASIL, 2011),
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), a qual estabelece que
alimentos comercializados no Brasil deverdo respeitar um limite maximo para a
presenca de micotoxinas e terdo até o ano de Janeiro de 2016 para se adaptarem.

Esses alimentos e limites estdo contidos na Tabela 3.



Tabela 3- Limites maximos tolerados (LMT) para micotoxinas.

Micotoxinas Alimento LMT
(Hg/kg)
Aflatoxina My  Leite fluido 0,5
Leite em po 5,0
Queijos 25
Aflatoxinas B4, B2, Cereais e produtos de cereais, exceto milho e derivados, incluindo cevada malteada 50
G, Gy Feijdo 5,0
Castanhas exceto Castanha-do-Brasil, incluindo nozes, pistachios, avelas e améndoas 10,0
Frutas desidratadas e secas 10,0
Castanha-do-Brasil com casca para consumo direto 20,0
Castanha-do-Brasil sem casca para consumo direto 10,0
Castanha-do-Brasil sem casca para processamento posterior 15,0
Alimentos a base de cereais para alimentacao infantil (lactentes e criangas de primeira infancia) 1,0
Férmulas infantis para lactentes e formulas infantis de seguimento para lactentes e criangas de primeira infancia 1,0
Améndoas de cacau 10,0
Produtos de cacau e chocolate 5,0
Especiarias: Capsicum spp. (o fruto seco, inteiro ou triturado, incluindo pimentas, pimenta em pd, pimenta de caiena e pimentdo-doce); 20,0
Piper spp. (o fruto, incluindo a pimenta branca e a pimenta preta) Myristica fragrans (noz-moscada) Zingiber officinale (gengibre) Curcuma
longa (curcuma). Misturas de especiarias que contenham uma ou mais das especiarias acima indicadas
Amendoim (com casca), (descascado, cru ou tostado), pasta de amendoim ou manteiga de amendoim 20,0
Milho, milho em gréo (inteiro, partido, amassado, moido), farinhas ou sémolas de milho 20,0
OcratoxinaA  Cereais e produtos de cereais, incluindo cevada malteada 10,0
Feijao 10,0
Café torrado (moido ou em grao) e café soluvel 10,0
Vinho e seus derivados 2,0
Suco de uva e polpa de uva 2,0
Especiarias: Capsicum spp. (o fruto seco, inteiro ou triturado, incluindo pimentas, pimenta em pd, pimenta de caiena e pimentdo-doce) Piper 30,0
spp. (o fruto, incluindo a pimenta branca e a pimenta preta) Myristica fragrans (noz-moscada) Zingiber officinale (gengibre) Curcuma longa
(curcuma) Misturas de especiarias que contenham uma ou mais das especiarias acima indicadas
Alimentos a base de cereais para alimentacao infantil (lactentes e criangas de primeira infancia) 2,0
Produtos de cacau e chocolate 5,0
Améndoa de cacau 10,0
Frutas secas e desidratadas 10,0
Desoxinivalenol Arroz beneficiado e derivados 750,0
(DON) Alimentos a base de cereais para alimentacao infantil (lactentes e criangas de primeira infancia) 200,0
Fumonisinas (B+ + Milho de pipoca 2000,0
B.) Alimentos a base de milho para alimentagdo infantil (lactentes e criangas de primeira infancia) 200,0
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Zearalenona  Alimentos a base de cereais para alimentagao infantil (lactentes e criangas de primeira infancia)
Patulina Suco de maga e polpa de maca

20,0
50,0

Fonte: Brasil (2011)
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3.3.4 Prevencgao e controle de micotoxinas em graos e sementes

Para reduzir ou prevenir o crescimento de fungos, com consequente producao
das micotoxina nos alimentos € necessaria a adogao de varias agdes como: secar 0
produto uniformemente e o mais cedo possivel depois da colheita, evitar danos aos
graos durante a colheita, a manipulacdo, a malhada ou a secagem, manter o
armazém fresco e seco, evitar condensagao, manter o melhor possivel temperaturas
constantes dentro do armazém, controlar regularmente, evitar uma absor¢ao de
umidade como resultado de um arejamento errado ou de uma entrada de agua ao
armazém, controlar o desenvolvimento de uma populagdo de insetos numerosa
(pontos sobre aquecidos), efetuar novas secagens das partes da pilha que
apresentam um teor em umidade demasiadamente alto, desinfetar as instalacdes e
os equipamentos de colheita, limpar os silos e graneleiros removendo o po, lixo e
outros materiais. O consumidor devera tomar cuidado quanto as embalagens
violadas, validades vencidas, ou produtos a granel com aparéncia duvidosa. Ao abrir
uma embalagem, antes de consumir o produto, fazer uma inspegao rigorosa quanto
a aspecto e sabor do alimento (CHRISTENSEN, MERONUCK, 1986; FAO, 1997,
CODEX ALIMENTARIUS, 2006; BBIS, 2011).

3.4 Controle de micotoxinas por destoxificagao

A destoxificagdo dos alimentos contendo micotoxinas é dificil e dispendiosa
(QUILLIEN, 2002). Por isso, a necessidade de prevenir a formagdo dessas
micotoxinas através da implementagcdo de um programa de qualidade que se baseie
em boas praticas de pré e pds-colheita e em planos de controle ao longo da cadeia

alimenticia.

O uso de adsorventes é muito utilizado para os animais contra as
micotoxicoses, onde estes sdo misturados a racdo. Os adsorventes previnem ou
limitam a absorgdo da toxina no trato gastrointestinal, reduzindo assim o potencial de
transmissdo para a cadeia alimentar humana. O uso de adsorventes apresenta
varios pontos positivos como: relagao custo-beneficio favoravel, seguranga, além de

facil administragcao através da inclusdo a ragao animal.
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A analise de adsorventes de micotoxinas in vitro € uma ferramenta muito util
para a triagem de potenciais agentes sequestrantes. Essas técnicas laboratoriais
nao apenas auxiliam na identificacdo de potenciais adsorventes, mas também
ajudam a determinar os mecanismos e as condi¢gbes favoraveis para a adsorgao
ocorrer. A eficiéncia de um aluminosilicato organicamente modificado (AAM) em
adsorver aflatoxina B1 (AFB;), ocratoxina A (OTA), zearalenona (ZEN) e fumonisisna
B1 (FB.) foi realizado na Universidade de Munique, na Alemanha. Os resultados da
avaliacao in vitro sugerem que o AAM é um adsorvente eficaz para a aflatoxina B,

acrotoxina A, zearalenona e fumonisina B.

Estudos in vivo sdo também necessarios para determinar a estabilidade dos
complexos formados no trato gastrointestinal e também para estabelecer a natureza
indcua desses compostos. Ao estimar a habilidade de adsorventes inorgéanicos em
prevenir os efeitos adversos das micotoxinas em estudos in vitro, deve-se ter
cautela, devido potencial interagdo com nutrientes (RAMOS et al., 1996; DWYER et
al., 1997; ABREU et al., 2008; LOPES et al., 2009).

Sao muitos os custos relacionados com as perdas devido a presenca de
micotoxinas, € dificil estimar, entretanto existem alguns critérios para avaliar o
impacto econémico. Consideram-se a perda de vida humana e animal, gastos com
tratamentos médicos e tratamentos veterinarios, perdas na produgao animal, de
alimentos e de racdo, além dos gastos relacionados com pesquisas visando
minimizar o impacto e a severidade dos problemas ocasionados pelas micotoxinas
(BRASEL, 2001; CAST, 2003; HUSSEIN s.d).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta das amostras

As amostras foram adquiridas de novembro de 2010 a margo de 2011. Para
escolha do local de coleta foram verificado quais supermercados comercializavam
granola com regularidade e dentre estes, um deles foi sorteado para a coleta das

amostras.

Para escolha das marcas de granola a serem analisadas foi realizada uma
entrevista com o gerente do supermercado, em seguida, as que apresentavam
maior expressao de vendas foram escolhidas para a amostragem. Durante a coleta
das amostras foram verificados os seguintes itens: integridade das embalagens,

instru¢des de rotulagem, condigdes de higiene e de temperatura ambiente do local.

Foram coletadas 60 amostras de granola de 250 e 300g de quatro marcas,
correspondente a 15 amostras por marca. As mesmas foram caracterizadas como
“‘A”, “B”, “C” e “D”. ApOs a coleta, as amostras foram encaminhadas em sacolas
plasticas do estabelecimento comercial em temperatura ambiente, diretamente para
o Laboratério de Controle Microbiologico de Alimentos do Nucleo de Estudos,
Pesquisas e Processamento de Alimentos (NUEPPA), do Centro de Ciéncias
Agrarias, pertencente a Universidade Federal do Piaui, para a realizagdo das

analises microbioldgicas, fisico-quimicas e analise de micotoxinas.

4.2 Analise fisico-quimica

4.2.1 Analise de atividade de agua

A atividade de agua (Aa) de cada amostra foi realizada em triplicata. Os
procedimentos utilizados foram realizados conforme a metodologia da Association of
Official Analytical Chemists (AOAC, 1998). Desse modo, a Aa foi determinada
utilizando-se um aparelho de leitura em ponto de orvalho portatil modelo Decagon
Pawkit digital previamente calibrado. De cada amostra foram retiradas por¢des

individuais com aproximadamente 10g que foram transferidas para depdsito plastico
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préprio do aparelho. Em seguida, apos acoplamento do depdsito e estabilizagéo, foi

realizada a leitura direta no painel.

4.3 Analises microbioldgicas

4.3.1 Contagem de fungos filamentosos e leveduras

No laboratério a embalagem de granola foi aberta assepticamente e o seu
conteudo foi transferido integralmente para um copo de liquidificador domeéstico
(previamente higienizado) para homogeneizagdo da amostra. Apds homogeneizar,
as amostras individualmente, foram retiradas assepticamente 25 gramas, que foram
transferidas para frascos com 225,0 mL de agua destilada esterilizada, obtendo-se
assim uma diluicao inicial de 10" e a partir dessa diluicdo foram preparadas diluigcbes
decimais até 1073, as quais foram utilizadas para a contagem e isolamento de fungos
pela técnica de semeadura em superficie (Dalcero et al.,, 1997). De cada diluicéo
foram transferidas aliquotas de 0,1 mL para placas de Petri contendo o Agar
Dichloran Rose Bengal Clorafenicol (DRBC) que foram semeadas em duplicata, com
o auxilio de alga de Drigalski. Apds a completa absorc¢ao, incubou-se as placas por
sete dias a 25°C. Apds esse periodo, foram selecionadas as placas que
apresentaram contagem entre 10 a 100 unidades formadoras de colénias por grama
(UFC/g).

4.3.2 Isolamento e identificagao da micobiota toxigena

ApOs as contagens das colbnias, preparou-se laminas das coldnias isoladas
para visualizagdo microscopica e identificagdo dos géneros fungicos. As col6nias
fungicas pertencentes ao género Aspergillus e Penicillium foram identificadas
utilizando as chaves de identificacdo descritas por Klich (2002) e Pitt (1988),
baseadas na semeadura em quatro meios basicos: Czapek yeast extract agar
(CYA); malt extract agar (MEA); Czapek yeast extract agar 20% sucrose (CY20S) e
Agar 25% Gilicerol Nitrate (G25N). Foi preparada uma suspensdo de conidios a
partir de cada cepa em 0,5 mL de meio constituido de 0,2% de agar-agar e 0,05%

de Tween 80TM, distribuido em microtubos previamente esterilizados a 121°C por
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15 minutos (PITT, HOCKING, 2009). A seguir, foi introduzida a agulha de platina na
suspensdo de conidios e foram inoculados trés pontos equidistantes nas placas
contendo meios CYA, MEA, CY20S e G25N. Estas placas foram incubadas por sete
dias a 25° C.

4.4 Analises de mictoxinas

4.4.1 Producao de Aflatoxinas por Aspergillus da se¢ao Flavi

As cepas de Aspergillus flavus isoladas foram testadas quanto a produgéo de
Aflatoxinas, elas foram cultivadas em placas MEA a 25°C por sete dias. O micélio foi
transferido para um micro tubo juntamente com 1000 pL de cloroférmio. A mistura foi
agitada a 4000 rpm por 20 minutos em temperatura ambiente, o micélio foi removido
e o extrato de cloroférmio evaporado a temperatura ambiente. O residuo foi
redissolvido em 200 uL de cloroférmio, para serem analisados por cromatografia em
camada delgada (CCD) em silica gel 60 F254, TLC chapas de aluminio (20 x 20 cm,
espessura, 250 ym, Merck, Alemanha). O liquido carreador foi o cloroférmio: acetona

(90:10 v/v). O limite de detecgao do método utilizado é de 5,0 ug/g.

4.4.2 Produgao de Ocratoxina A por Aspergillus da se¢ao Nigri.

Todas as cepas de Aspergillus sec¢ao Nigri isoladas das granolas foram
testadas para produgédo de ocratoxina A (OTA). A OTA foi determinada seguindo a
metodologia descrita por Bragulat et al, (2001). As cepas foram cultivadas em agar
Czapeck Extrato de Levedura (CYA) a 28°C por sete dias sem presenca de luz. Trés
pedacos do agar foram retirados da area central da col6nia, introduzidos em um
microtubo e pesados. Um volume de metanol (1000 uL) foi adicionado ao micro tubo
com capacidade de 1,5 mL. A mistura, amostras e solvente foi centrifugada por 10
min. a 10.000 rpm e o sobrenadante foi filtrado e evaporado a temperatura ambiente
até a completa evaporagdo. O residuo foi redissolvido em 1ml de metanol. Os
extratos foram analisados por TLC. Os liquidos carreadores utilizados foram o
tolueno: acetato de etila: cloroférmio: acido féormico (70:50:50:10). O limite de

deteccao do método utilizado é 5,0 ug/g.
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4.4.3 Determinagao de Aflatoxinas

A extracdo de aflatoxinas das amostras foi realizada utilizando colunas
Multifuncional Mycosep 228 (MFC, Romer Labs®, Inc., MO., USA), seguindo a

metodologia do fabricante.

Para extracao de aflatoxina da granola, utilizou-se 25 g de cada amostra, que
foi acrescida em 100 mL de acetonitrila: agua (84:16, v/v) e mantida em
homogeneizagdo em liquidificador por 3 minutos. Apés a homogeneizagdo a mistura
foi filtrada em papel Whatman N° 4 (Whatman, Inc., Clifton, New Jersey, EUA).
Retirou-se do filtrado uma aliquota de 8,0 mL que foi transferida para um tubo de 10
mL. Purificou-se o filtrado com o uso de colunas Multifuncional Mycosep 224 (MFC,
Romer Labs ®, Inc., MO.,EUA). Apés essa limpeza, foram coletados 4,0 mL do

extrato purificado, que foram evaporados em banho-maria em temperatura de 70°C.

A detecgcdo e quantificacdo de aflatoxina B; foram realizadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), de acordo para (TRUCKSESS et al,
1994). Uma aliquota (200 mL) foi derivatizada com 700 pL de acido trifluoroacético,
acido acético-agua (20:10:70, v/v). As separag¢des cromatograficas foram realizadas
em uma coluna de fase reversa (Silica Gel, 150 x 4,6 mm id. Tamanho de particulas
de 5,0 u, Varian, Inc. Palo Alto, EUA). A fase mdvel utilizada foi Metanol-agua
(60h40min v / v) a uma vazdo 1,0 mL min.”. Detector de fluorescéncia com excitagéo
e comprimentos de onda de emissdo de A 360 nm e A de 460 nm, respectivamente.
As curvas padrdes foram construidas com diferentes niveis de aflatoxinas B+. Esta
toxina foi quantificada pela correlacdo de alturas dos picos dos extratos da amostra

com as curvas dos padrdes. O limite de detecgdo do método analitico é de 0,4 ng g

1

4.5 Analise estatistica

Os resultados das contagens foram transformados em log:« o™,
correlacionados e realizada a analise de variancia (ANOVA) e teste de comparacgéo
de média de acordo com os procedimentos do pacote estatistico Sigma Stat (1994)

com significancia de 5,0%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

No momento da aquisicdo das amostras a temperatura do local de
comercializagdo variou de 26,2° a 29,5°C. As granolas estavam expostas em
prateleiras limpas, em local arejado, bem higienizado e iluminado de acordo com a
RDC 216/04 da ANVISA para produtos secos (BRASIL, 2004). As embalagens
apresentavam-se limpas, sem danos, apresentando numero do lote, validade, com
gramatura entre 250g e 300g, informagdes nutricionais atendendo a normatizagéo
de rotulagem dos alimentos, a RDC n°® 360/2003 da ANVISA (BRASIL, 2003).

As marcas de granolas comercializadas em Teresina, Pl foram
industrializadas nas cidades: Sao José de Mipibu, RN (marca “A”); Curitiba, PR
(marca “B”); Vitéria da Conquista, BA (marca “C”) e Fortaleza, CE (marca “D”). Todas
possuiam formulagdes diferenciadas conforme o fabricante utilizando quantidades
de ingredientes que variavam de quatro a 13, porém, todas elas utilizavam produtos
como aveia, uva passa, trigo e seus derivados (Tabela 4). Segundo (GIMENO, 2000;
DANTIGNY et al. 2005). Estes ingredientes podem favorecer o desenvolvimento de
fungos pré-existentes inerentes a estes ingredientes nas diversas etapas de
processamento, devido aos fatores nutricionais intrinsecos e as condi¢gdes de

estocagem que favoregcam ao aumento da umidade relativa.



Tabela 4- Ingredientes utilizados no preparo das marcas de granolas pesquisadas.
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Ingrediente Marca

Aveia

Acgucar mascavo
Aromatizante
Castanha do Brasil
Castanha de caju
Coco

Extrato de malte
Trigo e derivados
Flocos de arroz
Flocos de milho
Gergelim

Glicose de milho
Linhaca
Maltodextrina
Manteiga X
Melago de cana X X
Mel de abelha X

B
X X X
X

XX X X X(»

XX XXX
X
X

X XXX XX

Mix de vitaminas X
Oleo de milho X

Rapadura

Sal marinho

Tapioca

Uva passa X X

X X X X

Total de ingredientes 13 12 10

Os valores de Aa encontrados nas amostras de granolas foram diferentes

estatisticamente entre as marcas (P<0,001), com os menores valores observados
nas marcas “A” e “D” (Tabela 5). Durante o experimento pode-se observar que o
menor valor de Aa foi 0,30 obtido na marca “D” e o maior 0,67 da marca “C”. Esta
oscilagao pode ter sido causada pela qualidade dos ingredientes utilizados, a marca
“C” possui na sua formulacao: sal marinho, rapadura e tapioca que pela capacidade
higroscopica podem favorecer o aumento da atividade de agua dos demais
ingredientes, ou ainda, o valor 0,67 pode ser atribuido ao fato da marca “C” possuir
maior variagdo de ingredientes com quantidades diferenciadas de Aa que a marca
“D”. Os ingredientes utilizados nas granolas possuem atividades de agua diversas:

frutas secas 0,51 a 0,89; farinha de trigo 0,67 a 0,87; cereais em geral de 0,10 a
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0,20; mel 0,54 a 0,75 e sementes oleaginosas 0,66 a 0,84 (FRANCO; LANDGRAF
2008), a mistura deles favoreceu a atividade de agua encontrada nas amostras

analisadas.

Tabela 5- Valores de atividade de agua nas amostras de granola de quatro marcas
comercializadas em um supermercado de Teresina, Pl, 2011.

Marca Atividade de agua

de granola Menor valor Maior valor Média e desvio padrao
“A” 0,48 0,51 0,50° + 0,01

“B” 0,57 0,66 0,622 £ 0,03

“‘C” 0,59 0,67 0,622 + 0,02

“D” 0,30 0,42 0,36° + 0,04

ab=| etras iguais ndo diferem estatisticamente (P<0,05).

A contaminagao fungica foi diferente estatisticamente conforme as marcas,
sendo a que apresentou as maiores contagens foi a marca “A” (Tabela 6),
coincidentemente também foi a marca que teve maiores quantidades de ingredientes
na sua formulagdo, sendo a unica que continha: castanha do Brasil, castanha de
caju e mel, que possuem contaminagdo fungica comprovada por autores
(PINHEIRO, 2004; PITT, 2006; PACHECO; SCUSSEL, 2006; MOURA, 2010; PIRES,
2011). Ressalta-se que os demais ingredientes das formulagdes das marcas
pesquisadas também sao sujeitos a contaminagcédo por fungos. Das 60 amostras
analisadas nao houve o crescimento fungico em 11 (18,3%), destas, a marca “C”
com oito (13,3%) e trés (5,0%) da marca “D”. A maior contagem foi 5,37 UFC/g em
logio UFC/g da marca “A”. A legislagdo para microbiologia de alimentos vigente
(BRASIL, 2001) ndo dispbe de parametros para contagens fungicas em granola,
entretanto, valores de contagens acima de 3,00 UFC/g em log sao considerados
elevados (CAST, 2003) e caso haja alteragdo na umidade do alimento, pode
favorecer o crescimento de fungos e consequentes modificagdes nas caracteristicas
organolépticas, levando a uma significativa diminuicdo da qualidade e possivel

produgao de micotoxinas.
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Tabela 6- Média das contagens de fungos filamentosos e leveduras, isolados das
granolas comercializadas em Teresina, Pl, 2011.

Marcas Médias das contagens fungicas UFC/g em log 10
‘A 4,87+ 0,79
“B” 2,45°+ 0,49
“‘C” 0,88°+ 1,04
“D” 1,86°+ 1,09

UFC/g= unidade formadora de col6nias por grama em log10; (P=<0,001). Letras iguais ndo diferem
estatisticamente

Na Tabela 7 estdo apresentados os valores médios das contagens de fungos
filamentosos realizadas em amostras de granola. Todas as marcas apresentaram
contaminacgao por diferentes géneros, porém nem todas as amostras apresentaram
crescimento fungico. A marca “A” apresentou a maior diversidade de espécies
fungicas e a “C”, a menor variedade. Ao todo foram isoladas 147 colbnias,
distribuidas em nove géneros, sendo o Cladosporium (46,9%) o0 mais
frequentemente isolado, seguido pelo Aspergillus spp. e seus teleomorfos (37,4%), e
Penicillium spp. e (5,4%), outros géneros foram encontrados, mas com uma
frequéncia menor. Vecchia e Castilhos-Fortes (2007) analisaram amostras de
granola comercializadas a granel e também verificaram o crescimento
preponderante dos géneros: Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Mucor, Rhizopus e

Alternaria.

A presenga de fungos do género Aspergillus merece atencao, pois estes sao
capazes de produzir aflatoxinas e sdo comumente encontradas no amendoim,
sementes e graos (KLICH, 2002), o que torna a granola um alimento propenso a
contaminagao por este género, uma vez que, na sua formulagdo sao utilizados os
mais variados cereais; o que pode se confirmar mediante os resultados, onde
observa-se que tanto, o Aspergillus, como o Penicillium foi verificado a sua
presenca nas amostras analisadas e ambos sdo de importancia como fungos

micotoxigenicos, ou seja, apresentam cepas produtoras de micotoxinas.
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Tabela 7- Géneros de fungos isolados das amostras de granolas comercializadas
em Teresina, PI, 2011.

Géneros Fungico N° %
Cladosporium 69 46,9
Aspergillus e seus telemorfos 55 37,4
Penicillium 08 5,4
Absidia 04 2,7
Botrytis 03 2,0
Fusarium 03 2,0
Curvularia 02 1,4
Mucor 02 1,4
Stachybotrys 01 0,7
Total 147 100,0

O género Cladosporium foi o mais isolado dentre os fungos presentes nas
amostras de granola (Tabela 7) e segundo Testing Laboratory for Mold, (2012), este
género é um frequente causador de alergias em humanos, sendo elas do Tipo | ou
alergias comuns (febre do feno, asma) e Tipo Il (pneumonite por hipersensibilidade).
Além disso, pode produzir a toxina fusariais que causa a aleuxia toxica alimentar pelo
consumo deste fungo em graos armazenados, como o milho, trigo e na cevada
(Oliveira e Paz Lima, 2010), que com excec¢ao da cevada, sdo ingredientes usuais da

composi¢cao das marcas de granolas pesquisadas (Tabela 4).

O Fusarium €& um género fungico considerado como possivelmente
micotoxigeno, importante para pesquisa em alimentos. Foram isolados em trés
amostras de granola (Tabela 7). Vecchia (2007); Castilho (2007) e Fortes (2007)
obtiveram resultados semelhantes, os quais observaram baixa incidéncia deste
género nas amostras pesquisadas. O Fusarium altera as caracteristicas sensoriais
dos gréos, deste modo, as incidéncias relativamente baixas de Fusarium observadas
podem ter ocorrido devido a selegao de graos que apresentassem baixos indices de
contaminagao aparente por este fungo como matéria prima para a composi¢gao das
granolas. Também foram isolados em menor expressao nas amostras de granola:
Absidia, Botrytis, Curvularia, Mucor e Stachybotrys (Tabela 7) de um modo geral,
estes géneros sdo associados a alteragbes dos vegetais (JAY 2005), que
provavelmente também seriam descartados para formulagéo de granola. A presenca

de Aspergillus, Penicillium e Fusarium observados nas amostras de granola (Tabela
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7) pode também estar relacionada a utilizagdo de trigo (Roigé et al. 2007) e aveia

(Rupollo et al. 2006) nas formulagdes.

Nas amostras analisadas foi observada a presenca de Aspergillus (Tabela 8)
em todas as amostras. A presenca de fungos deste género em granola merece
atencao, pois sao capazes de produzir aflatoxinas e sdo comumente encontradas no
amendoim, sementes e graos (KLICH, 2002), que fazem parte dos ingredientes que

compde as diferentes formulagdes das amostras de granola pesquisadas.

Na Tabela 8 observa-se ainda que houve pouca densidade relativa das
espécies de Penicillium, apenas oito cepas, sendo essas de cinco espécies
diferentes, ndo estando em concordancia com outros autores, pois comumente essa
variedade de espécies encontradas por outros autores apresentam-se em maior
numero (MAGNOLI et al., 2006; ROSA et al., 2006). Gimeno (2000) e Pitt; Hocking
(2009) consideraram que as espécies pertencentes ao género Penicillium
encontradas nas amostras de granola s&o classificadas como fungos de
armazenamento e estdo associadas a perda da qualidade dos alimentos além de
serem potenciais produtoras de micotoxinas. Embora ndo tenha sido testada a
capacidade micotoxigénica destas espécies, a utilizagdo constante de granola com
estas espécies fungicas poderia conferir ao consumidor risco potencial para sua

saude.
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Tabela 8- Identificacdo das espécies fungicas de granola comercializadas em

Teresina, PI, 2011.

Marca
Espécies fungicas
“A” “B” “c” “D”

Aspergillus N (%) N N N
A. niger agregados 5 2 - -
A. carbonarium 2 - - -
A japonicus 10 1 - -
A. flavus 27 1 1 2
A. tamari - 1 1 -
A.terreus - - - 1
A.penicciiloides - - - 1
Total 44 5 2 4
Penicillium -
P. citrinum 2 - - 1
P. simplicissimum 2 - - -
P.funiculosum - 1 - -
P.eslandium - 1 -

P. variable - - - 1
Total 4 2 0 2
Total geral por marcas 48 7 2 6

N= numero de cepas isoladas

Todas as marcas de granola pesquisadas apresentavam Aspergillus flavus

(Tabela 8), das 31 cepas isoladas duas (6,45%) pertencentes a marca “A” eram

produtoras de aflatoxina B1 e uma destas cepas produziu 3,90 ug/g ou ppm (partes

por milhdo) (Tabela 9 e fig. 1).

Caso estas cepas tivessem condi¢gdes que

favorecessem seu desenvolvimento e producdo de aflatoxina, poderiam ser

consideradas como um risco potencial pelo carater hepatotdxico e carcinogénicos
(CREPPY, 2002; WILLIAMS et al., 2004), nefrotoxico, mutagénicas, teratogénico e
também causadores de encefalopatias (GIMENO, 2000; BIRCK, 2005; FERREIRA et
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al., 2006; EGMOND et al., 2007). Além das enfermidades que podem ser causadas

pelo consumo de aflatoxina, AKAN et al. (2002) alertam que o A. flavus pode
ocasionar também aspergilose, alergias e problemas respiratorios pelo contato direto
e inalagdo de conidios. Portanto, o consumo das amostras de granola pesquisadas
consistiria em um potencial latente de patogenicidade. Principalmente se o
consumidor deste produto, ndo adotar medidas necesséarias para garantia de
qualidade do produto apds aberto como: a validade (pds-aberto), condigbes

inadequadas de armazenamento e temperatura.

Tabela 9- Numero de Cepas de Aspergillus flavus isoladas, cepas produtoras de
Aflatoxina B1 e quantidade de Aflatoxina B1 por cepa em ug/g. Teresina, PI, 2011.

Cepas de Aspergillus flavus produtoras de Aflatoxina B1

N + Quantidade de Aflatoxina B1 por cepa em
Marca Hg/g (ppm)
Cepa 21 Cepa 26
A 27 2 2,30 3,90
B 1 0
C 1 0
D 2 0
Total 31 2

N= numero de cepas isoladas das amostras de granola; + = cepas produtoras de aflatoxina B1; ug/g=
microgramas por grama (partes por milh&o).
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Figura.1 Cromatograma das cepas de Aspergillus flavus isoladas em granola
produtoras de Aflatoxina B1 Teresina, PI, 2012.

Embora apenas a marca “A” tenha apresentado cepas de Aspegillus flavus
produtores de Aflatoxina B1 (Tabela 9 e fig. 1), todas as marcas apresentaram
contaminagao por esta toxina (Tabela 10), e destas, apenas na marca “D” todas as
amostras possuiam esta toxina em concentragdes que variavam de 3,42 a 4,52 ppb
(ug/kg). A marca “B” possuia somente uma amostra contaminada. Conforme a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2005) que gerencia e monitora o
Programa Nacional de Monitoramento da Qualidade Sanitaria de Alimentos
(PNMQSA), a presenca da aflatoxina € um dos parametros analisados na verificagéo
da qualidade dos produtos. A legislacdo vigente ndao possui parametro especifico
para granola, porém, o maximo permitido para alimentos como a granola € 5,0 pg/kg
(BRASIL, 2011). Desse modo, os valores obtidos estdo dentro dos limites aceitos
pela legislagdo. Esta contaminagao deve ter ocorrido provavelmente pela utilizacao
de matéria prima para formulagédo contendo contaminagao por Aflatoxina B1 pré-

existente.

Nas cepas de Aspegillus da se¢do Nigri, ndo houve positividade para cepas

produtoras de Ocratoxina.

Tabela 10- Amostras positivas para Aflatoxina B1 nas quatro marcas de granolas
pesquisadas em Teresina, PIl, 2011.

Marca de granola Numero de amostras % de amostras positivas

positivas para Aflatoxina B1

“A” (N=15) 12 80,0
“B” (N=15) 1 6,6

C” (N=15) 8 53,3
“D” (N=15) 15 100,0
Amostras analisadas Total de positivas % de positivas
60 36 60,0

Afla B1= Aflatoxina B1; %=percentagem; ppb= partes por bilhdo
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Deste modo, pode-se verificar que houve diferenca entre as marcas quanto as
quantidades de aflatoxina B4, sendo a marca “D” a que apresentou os maiores
indices (Tabela 11) apresentando média de 4,00 ug/g. Embora esta marca tenha
utilizado o menor numero de ingredientes (trigo, aveia, flocos de arroz, uva passas)
na sua composigdo, apresentado a menor contagem de fungos e as cepas de
Aspergillus flavus isolados deram nao produtoras de aflatoxina B+, a presenga desta
aflatoxina provavelmente deve-se a sua contaminagao prévia da matéria-prima, o
que explica algumas pesquisas apresentarem resultados, onde ha a presencga de
fungos e, no entanto, ndo se detectou a presenca de aflatoxina; e em outras
pesquisas observa-se a presenca da toxina e, no entanto, a contagem de fungos é

relativamente baixa, ou seja, ndo € determinada.

Tabela 11- Comparacado entre as médias dos niveis de aflatoxina B1 em quatro
marcas de granola comercializadas em Teresina, PI, 2011.

Marca ppb de AFLAB1
A 2,05° + 1,07
B 0,23° +0,87
C 1,30+ 1,26
D 4,00° + 0,39

A, b, c= letras desiguais resultados diferentes significativamente (P = <0,001); ppb de AFLAB+= partes
por bilhdes de aflatoxina B,

Caldas et al. (2002) avaliando a presenca de aflatoxinas em amendoim,
castanhas, milho e farinhas obtidas no comércio do Distrito Federal, constataram a
presenca nas amostras analisadas, sendo que o amendoim e seus derivados
apresentaram maior incidéncia de contaminacdo , contendo até 1.706 ppb de
aflatoxinas. Mallmann et al. (2003) analisando diversos cereais como nozes
(castanhas, nozes e améndoas) e de frutas secas (uvas passas, damascos, ameixas
secas e péras secas) comercializadas no Brasil no ano de 2002, verificaram que
10,8% das amostras apresentaram contaminacao por aflatoxinas. No entanto, Freire
et al. (1999) analisando amostras de castanha de caju quanto a pesquisa de
aflatoxinas, observaram que embora tenham isolado 37 espécies de fungos, nao

houve a presenca de aflotoxina nas amostras, o que esta de acordo com Pereira et
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al, (2002). Onde sugerem que a presenca de fungos nos alimentos nao significa
necessariamente, haver a presenga de micotoxinas. Embora para a FAO (2004) uma

contagem fungica elevada € indicativa da presenga de micotoxinas.

Ainda, dentre os componentes de importancia que fazem parte granola, temos
a uva passa, que ao ser avaliada por Lamanaka et al (2007) verificaram que em 19
amostras de uva passas brancas 3 (16%) apresentaram presencga de aflatoxinas e
as quantidades encontradas foram nao superior a 2 ppb. Resultado diferente foi
constatado para uva passas pretas, onde nas mesmas nao foi detectada presenca
de aflatoxina em 24 amostras pesquisadas. No que observamos a importancia do
controle de qualidade em cada ingrediente que passe a ser inserido na composi¢ao
da granola, evitando assim, riscos de contaminagao, e por conseguinte, problemas a
saude do consumidor. Ao verificarmos as contagens fungicas (tabela 6), a marca A
foi a que apresentou maior ufc/g com diferenga entre as marcas B, C, e D, e ao
compararmos as quantidades de aflatoxinas, a marca D foi a que apresentou maior
concentracdo de aflatoxina (tabela 11), o que fica evidenciado que apenas a

presenca do fungo nao define a presenca de aflotoxinas.

Portanto, a importadncia da determinacdo da micobiota fungica e de suas
micotoxinas nos alimentos é de suma necessidade para que esses estudos possam
fornecer informacdes inerentes a qualidade do produto, no tocante a presencga de
fungos e suas micotoxinas. Sendo também, que sejam observados o uso de agdes
preventivas em todas as fases de producdo do alimento, desde a colheita,
armazenamento, processamento, etapas iniciais para o controle dos fungos e seus
metabdlitos, pois as micotoxinas podem ser potencialmente encontradas nas
amostras. Praticas adicionais sdo necessarias para reduzir a contaminagdo dos
alimentos, assim como procedimentos para o tratamento dos alimentos, que sao

necessarios para evitar problemas de saude publica.
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6 CONCLUSOES

A atividade de agua nas amostras de granola nao favoreceu o
desenvolvimento de fungos e micotoxinas, suas presengas podem ser atribuidas a

contaminagao prévia dos ingredientes utilizados na composigédo do produto.

Nas granolas € possivel haver contaminacdo por fungos dos géneros:
Cladosporium, Aspergillus e seus telemorfos, Penicillium, Absidia, Botrytis,

Fusarium, Curvularia, Mucor, Stachybotrys.

Foram isoladas cepas de Aspergillus seg¢do flavus com capacidade toxigena
produtores de aflatoxinas e cepas de Aspergillus se¢do Nigri ndo produtoras de

ocratoxina.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

Acdes eficientes da vigilancia sanitaria, trabalho intenso de esclarecimento da
responsabilidade de produtores, transportadores, distribuidores, comerciantes de
alimentos, contribuirdo para a diminuicado de exposi¢cao da populacido ao consumo
de alimentos contaminados por fungos e aflatoxinas e, consequentemente,
diminuigdo dos riscos a saude. Além de proporcionar subsidio adequado para
elaboragdo de normas legais, especificas e modernas, quanto a toleréncia de

humanos e animais, quando expostas a estas toxinas.

Reduzir a infecgao fungica nos alimentos destinados ao consumo humano é
essencial para evitar perdas na produgdo e risco sanitario ao homem. Esses
resultados poderéo ser atingidos, melhorando as condi¢ées de armazenamento da
matéria-prima, selecdo de fornecedores com certificagdes para auséncia de
micotoxina em seus produtos, a aplicagdo das Boas Praticas no campo, boas
praticas de fabricacdo até a comercializacdo produto do final. Dessa forma, o

produto chegara ao consumidor com seguranga.
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