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Palavras-chave Objetivo: Identificar a presenca de fungos produtores de micotoxinas cancerigenas em pdes de sanduiches

vendidos nas panificadoras do centro comercial de Macapa. Método: Foi realizado um estudo qualitativo,
Micotoxicoses transversal, exploratério, por meio de andlises laboratoriais em 15 amostras de pdes, que passaram por
Alimentagdo

; o5 procedimento microbiolégico para o isolamento flungico e posterior identificagdo do género por técnica
Toxina fiingica microscopica. Resultado: Em 73% das amostras, houve o crescimento de colonias fungicas com presenga de
fungos produtores de micotoxinas cancerigenas. Em 39,9% das amostras, foram identificados fungos do género
fusarium sp, todos das espécie F. graminearum; em 26,6% das amostras, foram identificados fungos do género
aspergillus sp em duas espécies, sendo 19,95% da espécie aspergillus flavus e 6,65% da espécie aspergillus
versicolor, e em 6,4%, fungos do género penicillium sp, mas apenas da espécie penicillium corylophilum.
Conclusdo: Houve um crescimento significativo de espécies fungicas produtoras de micotoxinas cancerigenas nos
sanduiches analisados; entretanto, para maior expressdo dos resultados, seria necessaria a analise das amostras
sob o aspecto micotoxicoldgico, por meio de quantificacdo de micotoxinas fungicas, para saber se os fungos
encontrados produzem micotoxinas acima dos valores aceitos pela legislagdo vigente. Os fungos encontrados
representam um risco potencial a satde publica.

Keywords Objective: To identify the presence of carcinogenic mycotoxin producing fungi bread sandwiches sold in bakeries
the commercial center of Macapa. Method: A qualitative study, cross exploratory was carried out by means of

Mycotoxicoses laboratory tests on samples fifteen rolls, the samples went through microbiological procedure for fungal isolation

Feed and further identification of the genus by microscopic technique. Results: In samples was 73% of the growth of

Fungal Toxin fungal colonies presence of mycotoxin producing fungi cancer. 39.9% of the samples were identified fungi of the
genus Fusarium sp all species of F. graminearum, in 26.6% of the sample of the genus Aspergillus sp fungi were
identified in two species being 19.95% of the species Aspergillus flavus and 6, 65% of the species Aspergillus
versicolor and 6.4% fungi of the genus Penicillium sp only the species Penicillium corylophilum. Conclusion: There
was a significant growth-producing fungal species carcinogenic mycotoxins in the analyzed sandwiches, however
for increased expression result would require the analysis of samples on mycotoxicological aspect through
quantification of fungal mycotoxin whether the found fungi produce mycotoxins above the levels accepted by law.
Fungi found pose a potential risk to public health.

INTRODUGAO O consumo de alimentos contaminados com micotoxinas
tem sido associado a casos de intoxicagdo humana ou

Na decomposicdo de alimentos os fungos filamentosos  micotoxicoses, resultando até em morte °. Isso ocorre por
produzem metabdlitos secundarios, chamados de micotoxinas, serem altamente tdxicas, apresentando propriedades

que produzem uma variedade de doencas e sindromes clinicas,  imunossupressoras, alergénicas, teratogénicas, mutagénicas
~ . ~ 1 -
e estdo relacionadas com a formagdo de tumores . e/ou carcinogénicas >
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Para a expressio do cancer, é necessario que a
micotoxina se ligue aos acidos nucleicos principalmente ao
DNA; essa ligacdo é do tipo covalente e ocorre entre a
molécula de micotoxina e o DNA mitocondrial de células,
principalmente do figado. Depois que a micotoxina se liga ao
DNA, ocorrem mutag¢des pontuais e muta¢bes que alteram a
sequéncia do DNA, causando o cancer >,

Os alimentos contaminados por fungos filamentosos, ao
serem ingeridos, permitem que os metabdlitos gerados pelo
fungo invadam tecidos ou fluidos do hospedeiro. As
micotoxinas sdo produzidas em ambientes adequados, sobre
substratos adequados e por linhagens flngicas especificas °

Entre os géneros fungicos envolvidos na producdo de
micotoxinas destacam-se: aspergillus sp, penicillium sp e
fusarium sp. As espécies de aspergillus sp e penicillium sp
costumam contaminar alimentos durante a secagem e o
armazenamento, enquanto que as espécies de fusarium sp
contaminam as plantas antes ou depois da colheita 7,

As aflatoxinas sdo micotoxinas produzidas por linhagens
de fungos do género Aspergillus, sobretudo pelas espécies A.
flavus e A. parasiticus, as quais naturalmente podem se
desenvolver em alimentos. Essas micotoxinas tém sido
detectadas em sementes de culturas com importancia

mundial, como: milho, amendoim, feijdo, arroz, trigo,
algodao e frutas 8,

As aflatoxinas possuem elevada toxicidade aguda e
cronica, devido a capacidade de ligar-se a acidos nucleicos e
nucleoproteinas celulares, resultando em efeitos deletérios
sobre a sintese de proteina celular. Todas as aflatoxinas
produzem efeitos adversos, e a aflatoxina B1 exprime maior
toxicidade, seguida pelas aflatoxinas G1, B2 e G2. A
aflatoxina B1 é uma das substancias mais tdxicas que
ocorrem naturalmente, relatadas até agora. A ingestdo de
AFB1 por humanos e animais pode causar hepatite tdxica,
hemorragia, edema, imunossupressado, carcinoma hepatico e
consequente morte 10,

A ocratoxina A (OTA) é produzida pelos fungos dos
géneros aspergillus sp e penicillium sp, principalmente pela
espécie penicillium verrucosum, sua distribuicio é global,
estando presente em cereais, café, vinho, sucos, uvas e
cerejas "

Testes realizados na Europa verificaram que a maioria
dos europeus apresenta alguma concentra¢do de ocratoxina
no sangue; também foi observado um grande numero de
casos de cancer no trato urindrio nos individuos estudados;
com isso, se relacionou a carcinogénese com a OTA 2

Sua acdo toxica acontece sobre o sistema renal. A
nefrotoxicidade manifesta-se desde a alteracdo do volume

dos rins, alteragdes na osmolaridade e volume da urina,
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alteracdes na fungdo renal, até o desenvolvimento de
. 13
adenomas e tumores renais .

As espécies fungicas produtoras de fumonisinas sdo
fusarium verticilioides e fusarium subglutinans. Sao
conhecidos 16 compostos téxicos de fumonisinas, sendo a
fumonisina B1 a que mais interfere no metabolismo do
esfingolipidio, causando efeitos carcinogénicos no figado de
N N 7-14
ratos e, provavelmente, cancer de es6fago em humanos

Acredita-se que a carcinogénese gerada pelas
fumonisinas ndo envolva a interacdo com o DNA, e sim uma
provavel intervencdo na biossintese de esfingolipidios, que
gera problemas a atividade celular, visto que os
esfingolipidios sdo substancias essenciais para a composicao
da membrana, para a comunicagdo célula-célula e para
fatores de crescimento .

O trigo é matéria-prima para a elaborac¢do de alimentos
consumidos diariamente, como habito alimentar, na forma
de pdes, biscoitos, bolos e massas, alimentos que fazem
parte da base da piramide alimentar 16

A Resolucdo RDC n? 263, de 22 de setembro de 2005,
define pdo como o produto obtido da farinha de trigo e/ou
outras farinhas, adicionado de liquido, resultante do
processo de fermentagdo ou ndo e cocg¢do, podendo conter
outros ingredientes, desde que ndo descaracterizem o
produto. Pode apresentar cobertura, recheio, formato e
textura diversos .

O trigo é um cereal que compde expressiva parte da
dieta de aproximadamente um terco da populagdo mundial.
Os graos de cereais, em fungdo de suas caracteristicas, estdo
sujeitos a contamina¢do por fungos, incluindo aqueles
produtores de micotoxinas. Essa contaminacdo pode ocorrer
no campo, durante a colheita e no armazenamento 8

As micotoxinas sdo quimicamente estaveis, tendendo a
durante o armazenamento e o

se manter intactas

processamento, incluindo-se a panificacgdo sob altas
temperaturas. Por esses motivos, as micotoxinas sdao uma
preocupacgdo crescente, considerando que, com base em
dados de monitoramento, limites maximos de tolerdncia de
micotoxinas vém sendo estabelecidos e regulados por
legislacdo em principios normativos, em niveis cada vez mais
restritivos, visando a garantir a seguranca dos alimentos
comercializados *°.

Os alimentos comercializados no Brasil, por exemplo,
deverdo respeitar um limite maximo para a presenca de
micotoxinas, substancias téxicas produzidas por fungos e
encontradas principalmente em gros. E o que determina a
Resolug¢do RDC 07/2011, publicada pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa). A norma da Agéncia estabelece

esses limites em 14 categorias de alimentos, entre eles
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cereais e produtos de cereais, como é o caso da farinha de

trigo e do pao 2,

METODOS

Foi realizado um estudo qualitativo, transversal,
exploratdrio, por meio de analises laboratoriais em amostras
de pdes de sanduiches coletadas aleatoriamente de 15
panificadoras situadas nas avenidas de maior fluxo do centro
comercial de Macapa.

As amostras foram coletadas no més de agosto de 2014,
quando de cada panificadora foram recolhidas duas
amostras, individualmente, em sacos de polietileno de uso
alimentar e encaminhadas ao Laboratério de Microbiologia
da Faculdade Estacio Seama.

Para o isolamento das col6nias fungicas, foi realizada a
contagem de fungos filamentosos em unidades formadoras
de col6nias por grama de alimento (UFC.g-1), segundo
metodologia de diluicdo decimal seriada em placas descrita
por Pitt e Hocking (2009) ** e modificada por Neves (2013) *°.

Foram homogeneizados 25,0g de cada amostra em
225,0ml de agua peptonada a 0,1% esterilizada. A partir
dessa diluicdo inicial de 10'1, foram preparadas diluicdes
decimais seriadas até 10°. A inoculagcdo de cada uma das
diluicGes foi efetuada em duplicata com aliquotas de 0,1 ml
por placa de Petri, na superficie do meio de cultivo dicloran
rosa bengala cloranfenicol (DRBC) com auxilio de alca de
Drigalski esterilizada e em tubos inclinados com o meio de
cultura dgar mycosel. As placas e os tubos foram incubados a
25°C durante sete dias em estufas microbioldgicas com
controle de temperatura. Transcorrido tal periodo, todas as
placas e tubos foram observados, sendo selecionadas para

contagem aquelas que apresentaram de 10 a 100 UFC.g'l.

Figura 1: Colénias fungicas em tubo inclinado.

Figura 2: Col6nias fungicas em placa de Petri.

Para a identificacdo das diferentes espécies fungicas,

foram analisadas as caracteristicas  macroscopicas
observando-se a morfologia da col6nia, sendo cor, textura,
superficie e pigmento difusivel no meio de cultura, e as
caracteristicas microscépicas analisando a morfologia da hifa
fungica da col6nia pela técnica de microcultivo, realizadas de
acordo com o material disponibilizado pela Agéncia Nacional
para a
Identificacdo dos Fungos de Importancia Médica (Brasil,
2004) >,

Em uma placa de Petri esterilizada, foram colocadas duas

de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) Detecgdo e

laminas também estéreis, sendo uma suporte para a outra,
onde foi adicionado um cubo do meio de cultura agar
Sabouraud-Dextrose para o semeio de partes da col6nia. Em
seguida, foram realizados quatro repiques recentes da
colonia do fungo, que foi adicionada nos quatro cantos do
cubo meio de cultura agar Sabouraud-Dextrose disposto
sobre a lamina, cobrindo-se com laminula esterilizada. A
camara umida foi entdo adicionada ao fundo da placa de
Petri, recoberta com algodao estéril embebido com 1 a 2ml
de 4gua destilada também estéril; a placa foi tampada e
deixada a temperatura ambiente por sete dias. Apds o
periodo de incubacéo, realizaram-se a inativacdo do fungo e
a fixacdo de suas hifas, acrescentando ao algoddo 1 ml de
formol e vedando a placa com fita adesiva por 24 horas. Em
seguida, a laminula foi retirada com o auxilio de pinga,
pingando-se uma gota do corante Lactofenol-algoddo e
montando sobre outra lamina. Foram observadas em
microscopico Optico com objetiva com capacidade de
aumento de quarenta vezes as caracteristicas como tipo, cor
e disposicdo das hifas (septada ou cenocitica, hialina ou
demacia) e a formacdo de esporos para a identificagdo dos
géneros fungicos.
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Figura 3: Microcultivo

RESULTADOS

Das amostras coletadas para analise, em 86,5% houve o
crescimento de coldnias fungicas tanto no meio dicloran rosa
bengala cloranfenicol quanto no meio de cultura agar
e em 13,4%
identificacdo dos géneros fungicos através da técnica de

mycosel, ndo houve crescimento. Na
microcultivo, 73% das amostras apresentaram crescimento
de géneros do interesse da pesquisa, onde em 39,9% das
amostras foram identificados fungos do género fusarium sp
em 26,6%

identificados fungos do género Aspergillus sp ,sendo 19,95%

todos da espécie F graminearum, foram
da espécie aspergillus flavus e 6,65% da espécie aspergillus
versicolor, e em 6,4% fungos do género penicilium sp, mas
apenas da espécie penicillium corylophilum. Em 13,6% das
amostras analisadas pelo microcultivo houve o crescimento
de fungos que ndo eram de interesse para o presente
estudo.

Tabela 1: Géneros de fungos isolados das amostras de paes comercializadas

em Macapa-AP, 2014.
Géneros Fungicos N¢ %
Fusarium sp. 6 39,90%
Aspergillus sp. 4 26,60%
Penicillium sp. 1 6,40%
Outros 2 13,60%
TOTAL 13 86,50%
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DISCUSSAO

A exposicdo humana a micotoxinas pelo consumo de
alimentos contaminados é questdo de saude publica, ja que
cerca de 35% dos

. T 25 ~ . . .
relacionados a dieta =°. O pdo é um alimento consumido com

casos de cancer humano estdo
muita frequéncia pela populagdo, ndo sé de Macapa, mas do
mundo todo, o que torna o risco de contamina¢do ainda
maior.

O fusarium graminearum foi a espécie de prevaléncia
significativa identificada nesse estudo, sendo o principal
produtor da micotoxina zearalenona.

O género aspergillus foi o segundo género prevalente
encontrado nas amostras analisadas. Esse género também

18
, sendo

foi prevalente em estudos de Neves (2011)
encontrado em 10% das amostras de pdo do tipo francés. A
presenca de fungos desse género em alimentos merece
atencdo, pois sdo capazes de produzir aflatoxinas, que sdo
comumente encontradas em graos e seus derivados.

Houve um crescimento pouco expressivo das espécies de
penicillium sp, a espécie pertencente ao género penicillium
sp encontrada nas amostras de pdo sdo classificadas como
fungos de armazenamento e estdo associadas a perda da
qualidade dos alimentos, além de serem potenciais
produtoras da micotoxinas ocratoxina.

As toxinas produzidas por espécies desses géneros
podem estar presentes em alimentos, como os derivados da
farinha de trigo, que constituem a principal fonte de
exposicdo para o homem.

Alguns dos géneros prevalentes em amostras analisadas
de farinha de trigo por Neves (2011) '8 foram: Cladosporium
31,8%, Aspergillus e seus teleomorfos 29,5% e Penicillium
27,3%.

também foram registrados entre os predominantes em

Os géneros Cladosporium, Aspergillus e Penicillium

farinhas de trigo por Gashgari et al. (2010) 22, Cabanias et al.
(2008) **

Embora ndo tenha sido testada a capacidade
micotoxigenica destas espécies identificadas, a presenca de
fungos nos alimentos é indesejavel, principalmente dos
géneros Aspergillus sp, Penicillium sp e Fusarium sp, pois
compreendem espécies capazes de produzir enzimas
deteriorantes, bem como micotoxinas que representam risco
de contaminagdo ambiental, acarretando prejuizos a saude
humana.

Estes dados coletados mostram que, mesmo tendo
certos cuidados com os alimentos, é preciso ter sempre uma
prevengdo maior com higienizacgdo do ambiente e
manipulacdo do produto. Foi observado no momento da
coleta que as amostras estavam expostas nas panificadoras a

temperatura ambiente em prateleiras onde foi possivel
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observar o acesso de insetos como moscas e formigas aos
produtos. A contaminag¢do pode ter decorrido ndo s6 do
processamento da farinha de trigo, mas também no ato de
produzir a massa do pao, nas formas, sacolas, luvas os quais
os trabalhadores utilizam e até devido a propria higienizacdo
temperatura e a umidade do local.

CONCLUSAO

Houve um crescimento significativo de espécies fungicas
de
analisados; entretanto, para uma maior expressdo dos

produtoras micotoxinas cancerigenas nos paes
resultados seria necessdria a analise das amostras sob o
aspecto micotoxicolégico por meio de quantificacdo de
micotoxinas fungicas para saber se os fungos encontrados
produzem micotoxinas acima dos valores aceitos pela
legislacdo vigente. Os fungos encontrados representam um

risco potencial a saude publica.
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