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REsumo

Os fungos como Aspergillus, Penicillium, Fusarium e Alternana tém a capacidade de
produzir micotoxinas em alimentos, apresentando assim, um risco potencial a saude de
seus consumidores.

O milho como outros cereais, esta sujeito a contaminacéo por microrganismos, sendo o
fuba resultado do processamento deste cereal, podemos supor que este também seja
passivel de contaminagdo durante a moagem, a embalagem ou até mesmo no
armazenamento do produto. A importancia deste tipo de analise esta no melhoramento
da qualidade deste alimento ja que € um produto consumido por criangas da rede
publica de ensino e também pela populag&o de baixa renda.

Assim, este trabalho teve como objetivo analisar a qualidade microbioldgica de cinco
marcas de fuba de milho encontradas nos supermercados de Curitiba, através da
quantificacao e identificacdo de fungos potencialmente micotoxigénicos pelo método de
plaqueamento em superficie, utilizando-se o meio Agar Dicloran Rosa de Bengala
Cloranfenicol. Todas as amostras analisadas apresentaram contaminacgao, sendo elas:
N (73,0% de Aspergillus sp.), M (20,7% de Aspergillus sp. e 2,0% de Penicillium sp), Y
(16,0% de Aspergillus sp. e 0,62% de Penicillium sp.), P (8,56% de Aspergillus sp. e
4,3% de Penicillium sp.), S (2,0% de Aspergillus sp. e 3,1% Penicillium sp). A contagem
total de bolores e leveduras revelou que trés das cinco amostras apresentaram
contagem superior ao estabelecido pela Portaria 451 de 19/09 de 1997 do Ministério da

Saude, e foram encontrados fungos produtores de micotoxinas em todas as amostras.

Palavras-chave: Fungos, micotoxinas, fuba de milho.
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1 INTRODUCAO

Subprodutos de cereais constituem uma importante fonte de alimentos em todo o
muhdo, incluindo o fuba de milho, que é usado na formulagao e fabricagdo de outros
géneros alimenticios.

Muitos microrganismos podem proliferar nos grédos ou nos produtos finais
estocados em condigdes inadequados, causando desperdicio de alimentos. No periodo
pos-colheita e durante o transporte e armazenamento de produtos agricolas, o
crescimento fungico pode ser influenciado por muitos fatores, principalmente nivel de
umidade, temperatura, aeracdo, danos provocados por insetos, e tempo de
armazenamento, entre outros.

Como a atividade de agua dos graos € baixa, mesmo o alto teor de proteinas e
carboidratos ndo é suficiente para permitir o bom crescimento bacteriano. No entanto
quando ndo ha favorecimento do crescimento de bactérias do género Bacillus, os
bolores sdo os primeiros a se desenvolverem (FRANCO e LANDGRAF,1996).

Assim, a presenca de fungos filamentosos e leveduras vidveis em indices
elevados nos élimentos, pode fomecer varias informagdes, tais como, condigdes
higiénicas deficientes em equipamentos; multiplicacdo no produto em decorréncia de
falhas no processamento e/ou estocagem; matéria prima com contayminagéo excessiva

(SILVA, 1998).



Os maiores efeitos do desenvolvimento fungico em graos e sementes armazenados sao
perda do poder germinativo, perda de matéria seca, producdo de micotoxinas e
alteracdo do valor nutricional (LAZZARI, 1997).

O principal grupo de fungos, de conhecida capacidade para produzir micotoxinas,
inclui espécies de Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Claviceps, Alternana, Pithomyces
e Stachybotrys. Sendo os trés primeiros os géneros dominantes.(PELCZAR, et al,,
1996).

Estudos em animais mostram que micotoxinas podem trazer sérios riscos a
saude humana. A aflatoxicose leva a inibicdo mitética, imunodepressao, carcinogénese
e defeitos congénitos. O érgdo mais afetado é o fl’gado, que leva a alteragcbes na
absorcao de lipidios. O figado passa a apresentar-se palido, amarelo, friavel, com
aspecto gorduroso e pequenas areas hemorragicas. A aflatoxina também interfere na
absorcéo de proteinas, vitaminas e minerais devido ao comprometimento de diversos
sistemas enzimaticos.

O efeito que a aflatoxinas pode causar em criangas depende do seu estado
nutricional e a frequéncia de ingestao. As principais consequéncias sdo o aumento da
suscetibilidade neonatal a infec¢des e ictericia; aumento da suscetibilidade de criangas
a neoplasias e compromete a resposta imunolégica e imunizagdes profilaticas.

A toxidade da esterigmatocistina é hepatica e renal capaz de produzir lesées em
ratos e macacos semelhantes as provocadas pela aflatoxina B1. Seus efeitos principais
sdo: proliferagdo dos ductos bileares, pleomorfismo nuclear, necrose renal, hemorragia

e necrose hepatica.
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Foi estabelecida a ligacdo entre ocratoxina e danos aos rins e tem potencial

carcinogénico.

A esterigmatocistina € hepatocarcinogénica, em ratos produz sarcomas no local
de ingestao e neoplasias hepaticas quando assimiladas por sonda estomacal.

Em macacos, dose de 20 mg/Kg por 14 dias a varios meses desenvolve hepatite
cronica, hiperplasia e cirrose hepatica (LAZZARI, 1997).

A rubratoxina provoca doengas hemorragicas em animais .

A citrinina € uma micotoxina nefrotoxica como a ocratoxina e causa lesdes em
muitas espécies de animais. Animais que consomem alimentos contaminados com
essas toxinas apresentam diarréia, aumento no consumo de agua, poliuria, aumento no
tamanho dos rins e nefrose (GIL et al., 1996). A ingestao de citreoviridina em animais,
causa convulsdes, paralisia dos membros traseiros, vomitos, problemas respiratorios e
cardiovasculares (FRANCO e LANDGRAF, 1996).

A citrinina € uma micotoxina nefrotéxica como a ocratoxina e causa lesdes em
muitas espécies de animais. Animais que consomem alimentos contaminados com
essas toxinas apresentam diarréia, aumento no consumo de agua, poliuria, aumento no
tamanho dos rins e nefrose (GIL et al., 1996). A ingestao de citreoviridina em animais,
causa convulsdes, paralisia dos membros traseiros, vomitos, problemas respiratérios e

cardiovasculares (FRANCO e LANDGRAF, 1996).



2 OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

Isolamento de fungos potencialmente produtores de micotoxinas em fuba de

milho.

2.2 Objetivos Especificos

Contagem e identificagcdo dos géneros mais recorrentes potencialmente

micotoxigénicos em fuba de milho.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 O Fuba de Milho

O milho (Zea mays L.), da familia Poaceae, € original das Américas e constitui
uma importante cultura agricola brasileira. Os graos do milho s&o muito nutritivos, com
uma elevada propor¢do de carboidratos, gorduras e proteinas digestiveis,
industrializado para fins alimenticios, fornece o fuba, a canjica, a canjiquinha e a
maisena.

O fuba é produzido pela moagem dos grdaos de milho desgerminados
(desprovidos da casca e do germe), para que a fragcao lipidica presente seja eliminada,
proporcionando um tempo de conservagao maior ao produto.

Este alimento é muito utilizado na merenda escolar (como polenta) e a sua
presenca na cesta basica, o que significa que a grande maioria da populagao brasileira

usa este produto na sua alimentacgao.



3.2 Leveduras

As leveduras s&o fungos que se apresentam predominantemente sob a forma
unicelular, crescem e reproduzem-se mais rapidamente que os bolores, ndo realizam
fotossintese e possuem uma parede celular rigida (PELCZAR et al., 1996).

As leveduras tém estado a servico do homem durante muitos séculos,
fermentando os sucos de frutas, levedando o pao e fabricando produtos. Algumas
espécies de leveduras, contudo, podem causar doengas nos vegetais e animais, outras
decompdem alimentos e, ainda, deteriorar tecidos e outros materiais (PELCZAR et al,,

1996).

3.3 Bolores

Os fungos s&o microrganismos eucarioticos quimiorganotréficos. Reproduzem-
se, naturalmente, por meio de esporos, com poucas exce¢des. Os fungos ndo tém
clorofila, e em geral sdo filamentosos, mas podem ser muitas vezes ramificados. Os
filamentos aprésentam paredes celulares constituidas por quitina ou celulose
(PELCZAR et al., 1996).

O talo de um fungo é tipicamente composto por filamentos microscopios,
chamados hifas. O conjunto de hifas recebe a denominagao de micélios (PELCZAR et

al., 1996).
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As hifas que estdo subdivididas em células individuais por paredes transversais
ou septos sdo denominadas septadas; as que ndo possuem parede sdo denominadas
nao septadas (KONEMAN et al.,2001).

A porg&o do micélio que penetra no substrato e é responsavel pela absorgdo de
agua de nutrientes é o micélio vegetativo; a porcéo projetada acima do substrato é o
micélio aéreo, também denominado micélio reprodutivo, porque a partir dessa porgao
sao originados os corpos de frutificacdo portadores dos conidios (KONEMAN et
al.,2001).

Alimentos armazenados sdo um campo excelente para a proliferacdo de fungos,
principalmente em paises onde os principios basicos de secagem adequada e
armazenamento correto, ainda sdo desconhecidos ou desprezados. Desenvolvendo-se
sobre sementes podem causar perda do seu poder germinativo; podem afetar a
qualidade por descoloragdo, por produzir aromas desagradaveis. Podem também
diminuir o valor nutritivo das proteinas, além de prejudicar seriamente seu aspecto
externo.

Os bolores revelam notavel capacidade de adaptacdo e crescimento sob
condi¢des extremamente variaveis como a umidade e temperatura (o intervalo &timo se
situa entre 25 °C a 30 °C, mas muitas espécies desenvolvem-se em temperaturas de
refrigeragcédo a 4 °C a 5 °C ou mesmo abaixo de 0 °C), mas outros fatores podem
interferir, como pH (s&o capazes de desenvolver em alimento no intervalo de 2,0 a 8,5,
embora o 6timo se situe na faixa de 4,5 a 5,0), taxa de oxigenacdo, periodo de

armazenamento, grau de contaminagdo, condi¢des fisicas dos gréos e infecgdes por
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. insetos entre outros (LAZZARI, 1997).

Os fungos filamentosos s&o distribuidos em 4 classes: Zigomicetos,
Ascomicetos, Basidiomicetos e Deuteromicetos. Dentre os Zigomicetos trés géneros
s&o de importancia para alimentos: Mucor, thzopus e Thamnidium, nos
Deuteromicetos os géneros: Aspergillus, Penicillium e Cladosporium, nos Ascomicetos
0 género Byssochlamys e finalmente na classe dos Basidiomicetos ndo ha nenhuma

espécie de importancia microbiolégica para alimentos.
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3.4 Micotoxinas

Micotoxinas s@o metabdlitos secundarios toxicos de algumas espécies de
fungos, capazes de produzir efeitos téxicos em animais e no homem, dependendo dos
niveis de consumo. O termo é derivado da palavra grega "Mykes" que significa fungo e
"Toxicum" que significa veneno ou toxina (BULLERMAN, 1979).

A ingestdao de micotoxinas pode levar animais € 0 homem a quadros de
intoxicagdo aguda ou cronica. A condigdo patoldgica resultante desta ingestao é
chamada micotoxicose (SHARMA e SALUMKHE, 1991). A produgdo de micotoxinas
esta ligada ao crescimento do fungo; sem o crescimento geralmente a producéo nao
ocorre. Entretanto, a presenca do fungo produtor n&o indica a pres.enga da micotoxina,
especialmente se o crescimento ndo ocorrer. Portanto, o entendimento dos fatores que
permitem o crescimento do fungo e a producao de micotoxinas € de grande importancia
para o desenvolvimento de métodos de controle (BULLERMAN et al., 1984).

Alguns fatores que influenciam a producdo de micotoxinas, principalmente por
espécies de Aspergillus, Penicillium e Fusarnum sao. composi¢ao do substrato,
temperatura, teor de agua, umidade relativa do ar, atividade de agua, pH, atmosfera,
competicdo microbiana, danos causados por insetos, linhagem do fungo contaminante
e estresse da planta (BULLERMAN et al., 1984), sendo que a temperatura, a umidade e
o tipo de substrato s&o os mais importantes (MALLOZZ| e CORREA,_ 1998).

Todo microrganismo, incluindo os fungos toxigénicos, possuem uma atividade de

agua e temperatura maxima, étima e minima para o crescimento, sendo estes valores
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normalmente diferentes para producdo de toxina (BULLERMAN et al., 1984). Por
exemplo, Aspergillus flavus requer uma atividade de agua minima entre 0,78 e 0,80
para o cresciménto e 0,83 a 0,87 para producao de toxina (BULLERMAN et al., 1984;
MALLOZZ| e CORREA, 1998), podendo crescer em faixa de temperatura entre 6 °C a
45 °C, mas com o6timo de 30 °C para produgdo de aflatoxina. Portanto, o simples
isolamento e confiirmacado de fungos micotoxigénicos em alimentos n&o indicam a
presenca de micotoxinas (HUSSEIN e BRASEL, 2001), pois tanto o crescimento do
fungo como a produgao de micotoxinas sdo dependentes de varios fatores, sendo os
limites para a produg@o normalmente mais estreitos que para o crescimento (FRISVAD
& SANSON, 1992).

O homem e animais podem entrar em contato com micotoxinas diretamente
através da ingestao de alimento contaminado, ou indiretamente através do consumo de
produtos de origem animal, como por exemplo, leite, ovos e carnes (OGA, 1996). A
relacdo entre micotoxinas e a saude humana é dificil de ser determinada, pois nédo ha
evidéncias diretas do envolvimento, tais como experimentos controlados; ha somente
dados epidemioldgicos e estudos em animais de experimentagdo (BULLERMAN, 1979).

N&o ha duvida sobre o perigo potencial da presenga de micotoxinas em
alimentos, entretanto, pela dificuldade de sua total eliminagao da dieta, como primeiro
passo é feita uma avaliagao de risco e estimada uma média de consumo diario (MOSS,
1996).

O Brasil possui legislagdo apenas para regular aflatoxinas, sendo o lirnite

maximo permitido em alimentos regulamentado pelo Ministério da Saude, resﬁblugﬁ%
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34/76, estabelecendo em 30 ppb a presenca de aflatoxinas B1 e G1 e pelo Ministério da
Agricultura, resolucdo 183 de 21/03/96, estabelecendo em 20 ppb a soma das
aflatoxinas B1, B2, G1 e G2, sendo que esta portaria internalizou as normas do
MERCOSUL, GMC/RES/56/94. Ainda pela resolucdo 7 de 9/11/88, o Ministério da
Agricultura estabeleceu que, para qualquer matéria prima a ser utilizada direta ou
indiretamente em ragdes destinadas ao consumo animal, o limite maximo de aflatoxinas
€ de 50 ppb. A Tabela 1 mostra os principais toxinas produzidas por fungos e os

alimentos em que s&o mais comumente encontrados.

TABELA 1 - TOXINAS PRODUZIDAS POR FUNGOS

Micotoxina ' ) B Alimento
Aflatoxinas B e G Asperglllus " amendoim, milho, outros cereais
Metabolito das aﬂatoxyl_‘ -
Fusar/um ' -

: Clariceps, Pemc:lllum cerais (arroz)
Aspergillus, Rhizophus
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3.5 Aspergillus sp.

Os Aspergillus constituem um grupo de fungos filamentosos hialinos de
crescimento rapido que usualmente produzem infecgdes oportunistas em humanos. Das
quase 700 espécies de Aspergillus descritas por Rapper e Fennel apenas 19 foram
descritas como causadoras de infecgbes humanas (KONEMAN et al.,2001).

Os conidios sdo amplamente distribuidos no solo, vegetais em decomposicéo e
em uma variedade de matérias organicas (KONEMAN et al.,2001).

Microscopicamente, produzem micélios septados e ramificados, com porgdes
vegetativas submersas no nutriente (PELCZAR et al.,1996). Os conidiéforos sdo
relativamente longos, as vesiculas s&o claviformes, e a metade superior é recoberta por
uma unica fileira de fialides, das quais partem longas cadeias de conidios esféricos ou
ligeiramente ovais que tendem a curvar-se em dire¢do ao eixo central (KONEMAN et
al.,2001). Esses conidios podem apresentar varias cores e sao caracteristicas da
espécie; e as cores mais comuns s&80 0 negro, 0 marrom e o verde (PELCZAR et al,
1996).

Os aspergilos crescem na presenca de altas concentragées de agucar e de sal,
indicando que podem extrair 4gua de substancias relativamente secas (ROITMAN et al.,
1987)

As micotoxicoses causadas por Aspergillus sp s&o as aﬂatdxinas, ocratoxinas,

esterigmatocistina.
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3:6 Penicillium sp.

Os membros deste grupo, também Deuteromycetes, ccoirem amplamente na
natureza. Algumas espécies causam apodrecimento ou deterioracdoc de frutas,
vegetais, conservas, graos e pastos, outras sdo usadas em fermentagdes industriais e
hd uma espécie que produz um dos antibidticos mais conhecidos, a penicilina
(PELCZAR et al, 1996).

Os fungos deste género estdo intimamente relacionadas com os do género
Asperygillus, alguns se reproduzem pela formacgao de ascosporos (LACAZ et al,, 1970) e
apresentam micélio vegetativo septado que penetram no substrato, produzindo hifas
aéreas nas quais se desenvolvem conidi6foros. Estes podem ser ramificados e
apresentam cabecas em escova, que carregam o0s esporos. Agrupamentos de
esterigmas, usualmente numa posic&o, formam, a partir de cada um, uma cadeia de
conidios. A coloragdo das colénias maduras € util na identificacdo das espécies, que
crescem melhor em temperaturas de 15 a 30 °C (PELCZAR et al., 1996).

As Micotoxicoses por Penicillium sp sao Rubratoxina, Patulina a Citrinina e

Citreoviridina

p—t
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£ um tipo de fungo faciimente enconirado no soio, esterco e maiéria vegetal. A
contaminaggo no homem pode ser dada pela inalagéo de esporos transportados pelo ar
ou por ingestdc de alimentos contaminados. A tendéncia de invadir vasos sanguinecs
pode causar doengas disseminadas e a formacdo de focos metastaticos em muitos
6rgéos.

Sua colénia apresenta um rapido crescimento, formando uma colbnia
algodoncsa ou lanosa branco-acinzentada, marrom ou marrom-acinzentada, sem borda
definida. A medida que a colénia envelhece, o micélio pode escurecer e adotar o
aspecto de pimenta negra, devido a formacao de miriades de esporangics (Figura 4).

Microscopicamente, as caracteristicas distintivas sac a presenca de hifas largas
ndo septadas (ocasionalmente podem ser observados septos nos cultives velhos,
particularmente nas porcdes terminais dos esporangidforos), com produgdo de
esporangiosporos no interior dos esporangics. Os esporangiocs sdo originados na
extremidade de esporangiéforos que normalmente s&c Unicos nas espécies de
Rhizopus, e terminam em uma estrutura denominada columela. Nas espécies de
Rhizopus, as columelas normalmente colapsam quando maduras, adquirindo a forma
de guarda-chuva curvado (KONEMAN et al.,2001).

A presenca de estruturas similares as raizes, denominadas rizoides, € uma

caracteristica que facilita a identificacao do género (KONEMAN et al.,2001).
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As colbmias de Acremonium sp. tém um aspecto liso, devido a producdo de um

micélioc muito delicado. As colénias podem ser brancas ou de laranja até tons de rosa.

Os conidiéforos das espécies de Acremonium sao longos, delicados e nédo
septados. Os conidios em cachos localizados nas extremidades dos conidiéforos séao

elipticos (KONEMAN et al.,2001).

3.8 Cladosporium sp.

As colbnias s&o cinza-escuras, mamrons ou negras, de superficie lanosa, felpuda
ou aveludada, com pigmentacdo negra no reverso (KONEMAN et al. ,2001).
Cladosporium sp podem causar feo-hifomicose que séo infecgbes de origem cutanea,
subcutanea e sistémica produzida por fungos que se desenvolvem nos tecidos
hospedeircs como elementcs miceliares demacios septados, de parede escura
(KONEMAN et al. ,2001). Ac microscépio, sdo caracterizados por micélic amarelc-
amarronzado escuro, formadc por hifas uniformes com paredes paralelas e septos
distintocs. Os diversos géneros e espécies sao identificados com base em diferencas
morfol6gicas dos corpos de frutificacdc e na formacdo de conidios (KONEMAN et

al.,2001).

=
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3.10 Cunninghiamela sp.

As espéecies de Cunninghamela sac caracterizadas por possuir esporangiéforo
ramificados que terminam em uma vesicula esferica, em cuja superficie sdo formadas
esporangiolas secundarias esféricas (esporangios delgados sem columela), unidas
individualmente as vesiculas por um delicado pedinculo (KONEMAN, 2001).

Na placa de Petri as coldnias tém uma coloracdc do branco ac bege com o
reverso amarelo palidc. Os esporangidforos sdo longos e suportam uma vesicula
solitaria terminal e um verticilo iregular subterminal. Estas espécies ndo produzem
micotoxinas, e s&o comumente associadas acs solos é a matéria em decomposicao

(PITT; ROCKING, 1997).

3.11 Paecilomyces sp.

S&o0 contaminantes do solo e matéria bruta comumente encontrados em cereais

3
Q
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rigo e farinhas e cevada também ocorre em castanhas, feijdo e came
congelada e salame. Ha registros de ocorréncias de espécies a 5 °C e a 40 °C. As
colbnias de Paecilomyces s&c muito similares as coldnias de Penicillium na coloragao,
qgue possuem diversas tonalidades de verde palido. Também encontramos colbnias
brancas e marrom-amareladas com o reverso claro (PITT, HOCKING, 1997).

As espécies de Paecilomyces também formam uma cabeca de ramificagdo

ramificada “simile-penicillius”; entretanto, em contraste com as espécies de Penicillium,

[
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as extremidades das fialides s&o longas e afiladas. Como os conidios dos paecilomices
tém formacdo basipeta, os conidios terminais, mais antigos, tendem a ser maiores e
mais escuros do que os proximais (KONEMAN, 2001) e os conidios variam de

cilindricos a elipsoidais (PITT; HOCKING, 1997).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Material para Pesagem:

. Céamara asseptica;

. Bico de Bunsen;

. Balanga;
. Becker:
. Colher,;
. Tesoura;

. Saquinhos plasticos;

.« Amostras ;

4.2 Material para Semeadura

. 60 placas de Petri com meio de cultura DRBC;
. Pipetas 10 mL,

. Pipetador 0,1 mL;

« Alga de Drigalski;

. Bico de Bunsen;

. 10 Frascos de diluigdo com &gua peptonada 225 mL,
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. 20 Frascos de diluicdo com agua peptonada 90 mL;

. Stomacher (homogeneizador).

4 3. Material para Assepsia

e Alcool 70 °GI

. Gaze

4.4. Meios de Cultura (DIFCO MANUAL, 1994)

4.4.1 Agar Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol (DRBC)

Peptona 5,0g
Glicose 10,0g
Fosfato monopotassico 1,09
Sulfato de magnésio 0,5g
Dicloran 0,002g
Rosa de bengala 0,025¢g
Cloranfenicol 0,001g
Agar 15,09
Agua destilada 1,0L

4.4.2. Agar Batata Dextrosado

Infusdo de batatas 200g
Dextrose 20g
Agar 159
Agua destilada 1,0L
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Neste meio de cultura foi adicionado acido tartarico 10% antes do plagueamento
para que o pH da solu¢éo ficasse num intervalo entre 3,0-3,5. Todos os meios foram

autoclavados a 1 atm por 20 minutos.

4.5. Clarificante (CRUZ, 1981)

4 5.1. Lactofenol de Amann

Acido fénico 10g
Acido latico 10g
Glicerina 20g
Agua destilada 10mL

4 6. Corante

4.6.1. Lactofenol Azul-de-Algodao

Acido Latico 20,0g
Cristais de Fenol 20,0g
Glicerina 20,0g
Azul de algodao (Methyl Blue Difco) 0,05¢g
Agua Destilada 20,0g

Os cristais de fenol foram fundidos em banho-maria, os compostos foram

adicionados. Aguardou-se 24 horas e filtrou-se.
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5. METODOS

5.1. Coleta das Amostras

As amostras foram adquiridas nos estabelecimentos comerciais de Curitiba no

més de Agosto de 2003.

5.2. Preparo das Amostras

Antes de abrir as embalagens, a area foi desinfetada com etanol 70%, para
remover os contaminantes presentes, usou-se também o etanol 70% para desinfetar a
parte que foi aberta para pesagem.

Estes processos de abertura e pesagem devem foram feitos, preferencialmente
no interior de camaras de fluxo laminar, para prevenir qualquer contaminagcdo ambiente
da amostra. Todos os instrumentos e utensilios utilizados na abertura das embalagens
e retirada das unidades analiticas (colheres e tesouras) foram previamente esterilizados
em autoclave a 1 atm por 20 minutos.

Apés a abertura das embalagens realizou-se a pesagem das amostras que foram
identificadas com letras que eram as iniciais das marcas utilizadas nesta analise (Y, M,
N, P e S) De cada amostra foram retiradas duas unidades analiticas de 25¢
identificadas com os numeros 1 e 2, perfazendo assim 10 sub-amostras. No
prosseguimento da anadlise, a unidade analitica foi homogeneizada, para permitir

diluicao e inoculagdo nos meios de cultura (figura 3). A homogeneizagao foi precedida
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de uma diluigéo inicial de 1:10 (10™7), adicionando—se as 25g de amostra, 225 mL de
diluente, utilizando agua peptonada 0,1% .

Para a preparacao da segunda diluicao (10), transferiu-se 1,0 mL da diluicdo
10" para 9,0 mL de agua peptonada. As diluigdes subseqiientes foram obtidas de
maneira similar, transferindo-se 1,0 mL da diluigdo anterior (10) para mais €¢,0 mL de

agua peptonada 0,1%, obtendo-se assim uma diluigao de 10> (Figura 2).

A7

Figura 3:homogeneizag¢do no Stomacher
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259 (repeticao 1)

25 g de amostra + 225 mL de diluente

Amostra Y

BHgirepetilod) 25 g de amostra + 225 mL de diluente

1mLde 10"+ 9 mL de diluente 1 mLde 10+ 9mL de diluente

> >

DRBC + 0,1 mL solugéo 10™ A
DRBC + 0,1 mL soluggo 10 DRBC + 0,1 mL solugao 10

* 0 mesmo procedimento foi feito para a repeticéo 2 Estufa 25 °C/ 5 dias

FIGURA 2: PROCEDIMENTO PARA PREPARO DAS SOLUGOES E SEMEADURA DAS DILUICOES. DE
CADA AMOSTRA FORAM RETIRADAS DUAS UNIDADES ANALITICAS DE 25G IDENTIFICADAS COM OS
NUMEROS 1 E 2, AS DILUIGOES FORAM FEITAS NA SEQUENCIA DE 1:10 (10'1), ADICIONANDO-SE AS
25G DE AMOSTRA, 225 ML DE DILUENTE E A SEGUNDA DILUICAO (10'2), TRANSFERINDO-SE 1,0 ML
DA DILUIGAD 10" PARA 9,0 ML DE AGUA PEPTONADA E ASSIM POR DIANTE.
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Semeou-se 0,1 mL de cada diluigdo (10,102 e 10) em placas de Petri com
meio Agar Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol (DRBC) e espalhou-se o inéculo por
toda a superficie com auxilio da alga de Drigalski (Figura 4). Foi usado este meio de
cultura com o objetivo de inibir o crescimento de bactérias, ja que este meio & destinado
ao crescimento de fungos e leveduras. O cloranfenicol presente no preparo deste meio
€ o antibidtico responsavel pela inibicdo do crescimento destes microrganismos (JAY,
1994).

O Rosa de Bengala retarda o crescimento daqueles fungos que normalmente
produzem micélio abundante, como Neurospora e Rhizopus (JAVIS,1973).

As placas foram incubadas em estufa a 25 °C por cinco dias.

Figura 4: Semeadura de 0,1 mL da diluicdo em placa de DRBC.
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5.4. |solamento das Colbnias

Apds a incubacgdo foi feita a contagem das colénias, que cresceram em cada
uma das 60 placas em meio DRBC. Como as células microbianas muitas vezes
ocorrem em agrupamentos, nao € possivel estabelecer uma relagao direta entre
numero de coldnias e o numero de unidades formadoras de coldnias (UFC), que podem
ser tanto células individuais como agrupamentos caracteristicos de certos
microrganismos (ITAL, 1995).

Para calculo do nimero de unidades formadoras de colénias (UFC), por g da
amostra, divide-se o nimero de colbnias pelo volume inoculado 0,1 mL multiplicado

pela diluicdo das placas contadas (10™:107 ou 10®) (MISLIVEC,1992).

UFC/g - numero de coldnias

0,1 x diluicdo

Foi.considerado para contagem, somente as placas, da mesma diluigdo

que apresentar de 15 a 150 coldnias. Foi contado também separadamente o numero de

UFC de fungos e leveduras, auxiliando na interpretagéo dos resultados.
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5.4.1. Isolamento dos Fungos Filamentosos

O isolamento dos bolores encontrados nas placas em meio de cultura DRBC, foi
feito primariamente a partir de caracteristicas morfoloégicas macroscopicas das coldnias,
como sua forma, coloragao e caracteristicas do micélio.

Cada uma das diferentes coldnias encontradas foi isolada em Meio Agar Batata
Dextrose (BDA) em tubos, com o auxilio de algas de inoculagdo esterilizadas. Esses
tubos foram entao incubados a 25 °C, por mais 5 dias.

Os fungos filamentosos foram posteriormente repicados dos tubos para

placas também com meio BDA, para que a caracterizagao da coldnia (figura 5).

Figura 5: Tubos de BDA com coldnias isoladas apés 5 dias de
incubacdo a 25°C
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5.5. Identificacdo das Colbnias

Para cada uma das coldnias isoladas foi preparado um microcultivo (Figura 6),
técnica esta que permite que estruturas reprodutivas, esporos e disposicées dos
micélios permanegam conservadas para sua visualizacdo ao microscépio (KERN &

BLEVIS, 1999)

5.5.1. Microcultivo

1 — Colocar sobre uma placa de Petri, estruturas de vidro em forma de “U” que servira
como apoio para a lamina;

2 — Sobre a lamina, colocar 2 blocos de agar batata dextrose, um em cada extremidade
da lamina;

3 — Colocar um chumaco de algodéo na placa;

4 — Inocular nas bordas do bloco de agar, uma algcada da coldnia do fungo isolado;

5 — Colocar uma laminula sobre cada bloco de agar,

6 — Dispensar com uma pipeta uma pequena quantidade de agua sobre o chumaco de
algodéao;

7 — Incubar a 25 °C por 5 dias ou até o crescimento parecer visualmente suficiente, a

laminula pode ser retirada com o auxilio de uma ping¢a, cuidando para que esta nao se
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rompa;
8 — Colocar a laminula sobre uma lamina com uma gota de lactofenol azul de algodao
(corante) e veda-se a lamina com esmalte para que nao desidrate e tenha maior

durabilidade.

Figura 6: microcultivo ap6s 11 dias de incubagéo a 25°C.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

A identificagdo dos bolores foi feita primariamente por meio da observagao de
suas caracteristicas macroscopicas (coloragdo do micélio e reverso da coldnia, aspécto
das hifas e forma das colénias), de acordo com KONEMAN, (2001). A contagem das
coldnias foi feita através das placas de DRBC (Tabela 2)(figura 7).

Transcorrido o periodo de incubacao, consideramos para contagem, somente as
placas, da mesma diluicdo, que apresentarem de 15 a 150 colénias de acordo com

SILVA (1998).
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TABELA 2: TRIAGEM DE BOLORES E LEVEDURAS DAS 5 MARCAS DE FUBA AMOSTRADAS
EM MEIO DICLORAN ROSA DE BENGALA CLORANFENICOL, COM 5 DIAS DE INCUBACAO A

TEMPERATURA DE 25°C.

Tipo | Tipo | Tipo | Tipo | Tipo | Tipo | Tipo | Tipo

Placa | Fungos | -1 | -2 | -3 | " J 2 3 4 5 6 7 8

Y1A Bolores | 58 | - - 28 4 3 2 1 1 1 1
Leved - - - - - - - - - - -
Bolores a4 | - i 7 29 i 1 ] ] 1 1

YA Leved. | 19 | - - - - - - - - - -
Bolores 50 | - i 29 15 i 5 ] ] 1 "

V1B Leved | - - - - - - - - - -
Bolores 54 | - ) 11 03 i i ] ] ) :

Leved | > | 4 | - - - - - - - - -

Bolores | . | | _ . ] ] ] ] ] ] ]
S2A Leved | 11| - - - - - - - - - -

Bolores > 1171 - i i i i i ] ] ]
S18 Leved | - - - - - - - - - - -

Bolores 56 | - i 5 5 ) ] 3 ) ] ]
S28 Leved | 27

*Y, S, P, N e M s&o letras indicativas das marcas analisadas, os nlimeros 1 e 2 sdo as repeti¢cdes e as
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letras A e B sd@o as duplicatas das repeticdes.

Tipo | Tipo | Tipo | Tipo | Tipo | Tipo | Tipo | Tipo

Placa| Fungos | -1 | -2 | -3/ "g" | 45 | 19 | 12 | 13 | 14 | 15 | 16

Y1A Bolores | 58 | - - - - - - - - - -
Leved | - - - - - - - - - - -
Bolores 44 | - i 1 1 3 ] ] ] ] ]

Y2A Leved. | 19| - - - - - - - - - -
Bolores 50 | - i i i ] } ] ] ] ]

V1B Leved | - - - - - - - - - - -
Bolores 54 | - ) ) i 4 ] i ] ] ]

V28 Leved | 6 - - - - - - - - - -

Bolores | > | 16 | - - - - - - - - -

S1A
Leved | > | 4 | - - - - - - - - -
Bolores 61 | - ) ) i i i i ] ] i
S2A Leved | 11| - - - - - - - | - - -
Bolores > 116 | - ) i i i i . i ]
S18 Leved | - - - - - - - - - - -
Bolores‘v.» 56 | - | - ) } ) i i 1 i ]
528 Leved | 27

*Y, S, P, N e M sdo letras indicativas das marcas analisadas, os nimeros 1 e 2 s&o as repeticoes e as
letras A e B sédo as duplicatas das repeticoes.
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Bolores

paca runaos 1| 2 | 2 [T [T T [ T T [T [
y1p | Bolores | 88 | - | - - - - - 17 - - i
Leved | - | - | - - - - - . 3 )
Bolores a4 | - i ] ] ] ] 4 ] 3 ]
Y2A Leved. | 19| - | - - - - - - - } }
Bolores 50| - | - ] ] ] ] 9 ] ] 1
Y18 Leved | - | - | - - - - - - - ) )
Bolores 54 - | - 5 ] ] ] 9 ] . ]
Y28 Leved 6 - - - |- - - oL )

S1A O L2 e R A I O LI A -
Leved | > | 4 | - - - - - - - - -
Bolores 61 | - i 8 3 1 i 49 ] ] ]

S2A Leved | 11 | - - - - - - - - - -
Bolores | _ 16| - i i i i 16 ] ] ]

S18 Leved - - - - - - - - - - -
Boloresj 56 | - i i i i 11 34 ] ] ]

2B Leved | 27

* Y S,P,NeM sao Ietras mdlcatlvas das marcas anahsadas os numeros 1 e 2 sao as repetlgoes e as

Ietras A e B sdo as duplicatas das repeticoes.
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pca rongon| 1 | 2|+ | " T | T [T [
Y1A Bolores | 58 | - | - - - - - - . ;
Leved | - | - | - - - - - - - -
Bolores aq ! - ] ] ] ] ] ] ]
2A Leved. | 19| - | - - - - - - i} }
Bolores 50 | - i ] ] ] ] ] ] ]
V1B Leved | - | - | - - - - - - . )
Bolores 54 - | - ] ] ] ] ] ] ]
v2B Leved -] - - - - - . oL

A\

S1A Bolores | > |16 | - - - - - . ; )
Leved | > | 4 | - - - . ) ) ) i
Bolores 61 | - ] ] ] ] ) ] ] ]

S2A Leved | 11| - | - - - - - - ) )
Bolores | 16| - ] ] ] ] ) ] ]

S18 Leved | - | - | - - - - . 3 3 )
Bolores | .o | | _ ] ] ] ] ] ] ]

2B Leved | 27 )

*Y, S, P, N e M séo letras indicativas das marcas analisadas, os nimeros 1 e 2 s3o as repeticbes e as
letras A e B sédo as duplicatas das repeticdes.
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*Y, S, P, N e M sdo letras indicativas das marcas analisadas, os niumeros 1 e 2 sdo as repeticdes e as

letras A e B sdo as duplicatas das repeticoes.
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Placa| Fungos | 1 | -2 | -3 Ti1po Tigo Tigo Tiz)o Ti5po Tigo Ti_?o Tigo

pia | Bolores | 32} - | - 3 1 - - 5 - 1 1
Leved | 11 | - - - - - - - - - -
Bolores sal - |- 3 ] ] ] 5 ] ] ]

P2A Leved. | 3 | - - - - - - - - - -
Bolores 191 - | - i i ] ] . ] ] ]

P18 Leved | 3 | - - - - - - - - - -
Bolores o5 | - i i i i i 4 ] ] ]

P2B Leved | 12| - - - - - - - - - -

A\

N1A Bolores | - - | 26 1 - - - - - - -
Leved - - | 57 - - - - - - - -
Bolores > | s |7 i 3 ] ] ] ] ] ]

N2A Leved | > | > | 5 - - - - - - - -
Bolores | _ | 7 i i i i ] ] ] ]

N1B Leved | > | > | 2 - - - - - - - -
Bolores” ) _ |49 i i ] i ] ] ] ]

N28 Leved.




Placa| Fungos | -1 | -2 | -3 | Tipo | Tipo | Tipo | Tipo | Tipo | Tipo | Tipo | Tipo
9 10 | 1 12 | 13 | 14 | 15 16
P1A Bolores | 32 | - - - - - - - - - -
Leved - - - - - - - - - - -
Bolores 34| - i i i i i i i ] ]
P2A Leved. | 19| - - - - - - - - - -
Bolores 3| - ) ) ) i 1 i i ] ]
P1B Leved | - | - | - - - - - - - - -
Bolores o9 | - _ i i i i 1 . ] ]
P28 Leved | 6 | - | - | - - - - - - - -
N1A Bolores | - - | 26 - - - - - - - -
Leved | - - 157 - - - - - - - -
Bolores S > |71 i ) i i 3 ] ] ]
N2A Leved | > | > | 5 - - - - - - - -
Bolores | _ | | 57 i i i i . ] ] ]
N18 Leved | > | > | 2 - - - - - - - -
Bolores | |49 i ] ] ] ] ] ] ]

N2B Leved

*Y, S, P, N e M sao letras indicativas das marcas analisadas, os niimeros 1 e 2 s&o as repeticoes e as
letras A e B sdo as duplicatas das repeticdes.
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Placa| Fungos | -1 | -2 | -3 | Tipo | Tipo | Tipo | Tipo | Tipo | Tipo | Tipo | Tipo
17 18 19 20 | 21 22 23 24
P1A Bolores | 32 | - - 10 - - - 9 - 1 1
Leved | - | - - - - - - - - 1
Bolores 34| - ) 7 ) i i 15 ) 4 }
P2A Leved. | 19| - - - - - - - - - -
Bolores 3| | - 5 ) i 3 4 ) 5 i
P18 Leved - - - - - - - - - - -
Bolores 09 | - ) 13 ) i i 7 ) 3 )

P2B

N1A Bolores | - - |26 - - - - 25 -
Leved | - - 1 57 - - - - - - - -
Bolores | _ | | 71 1 i i 3 ] ] 63 ]

N2A Leved | > | > | 6§ - - - - - - - -
Bolores | _ | | A i i 1 ] ] 29 ]

N1B Leved | > | > | 2 - - - - - - - -
Bolores' ) - | 49 i i i j ] ] 44 ]

N2B Leved

* Y S, P NeM sao Ietras mdncatnvas das marcas anahsadas os numeros 1 e 2 sd0 as repetlgoes eas
letras A e B sdo as duplicatas das repeticdes.
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Placa| Fungos | -1 | -2 | -3 | Tipo | Tipo | Tipo | Tipo | Tipo | Tipo | Tipo
25 26 27 28 29 30 31
P1A Bolores | 32 | - - - - - - - - -
Leved - - - - - - - - - -
Bolores 34| - ) ) ) ) ) ) ) )
P2A Leved. | 19 | - - - - - - - - -
Bolores 3| - ) 5 y ’ y ) ) )
P1B Leved | - | - | - - - - } B} ) )
Bolores 1 og | .l -l a1 -]

P28 Leved | 6 | - - - - - - -

N1A Bolores | - - |26 - - - - - - -
Leved | - | - | 57 - - - - - - -
Bolores | _ | | 73| 3 i i ] ] 4 ]

N2A Leved | > | > | 5 - - - - - -
Bolores | _ | | A i i ] ] 1 3

N18B Leved | > | > | 2 - - - - - - -
Boloreg" ) |49 1 ] ] ] ] ] 4

N2B Leved

*Y, S, P NeM sao Ietras |ndlcat|vas das marcas anahsadas 0s nimeros 1 e 2 sdo as repetlgoes e as
letras A e B sédo as duplicatas das repeticdes.
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Placa|Fungos | -1 | -2 | -3 Ti;)o Tigo Tig)o Tifo Tigo Tigo Ti;)o Tigo
M1A Bolores | > | 18 | - - 5 1 - - } } }
Leved | > | 2 | - - - - - - - - -
Bolores > 12| - ] ] ] ] ] ] ] ]
M2A Leved. - - - - - - - _ . _ )
Bolores > |19 | - 1 ] ] ] ] ] ] ]
M18 Leved | > | 3 | - - - - - - . } )
Bolores > |20 | - ] 5 1 ] ] ] ] ]
M2B Leved | > | 2 | - - - - } } ) ) )

Placa| Fungos | -1 | -2 | -3 | Tipo | Tipo | Tipo | Tipo | Tipo | Tipo | Tipo | Tipo
9 10 11 12 13 14 15 16

M1A Bolores | > | 18 | - - - - - 2 - - 1
Leved | > | 2 | - - - - - - - - -
Bolores > 12| - i i i ) i ] ] ]

M2A Leved. | - - - - - - - - - - -
Bolores > 119 | - i i 1 i 1 ] ] ]

M18 Leved | > | 3 | - - . - - - - - -
Bolores | o0 | - i i i ] 5 ] ] ]

M2B

Leved > 2 - - - - - - - - -

*Y, S, P, N e M sdo letras indicativas das marcas analisadas, os nimeros 1 e 2 sdo as repeticdes e as
letras A e B sao as duplicatas das repeticoes.
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Placa| Fungos | -1 | -2 | -3 | Tipo | Tipo | Tipo | Tipo | Tipo | Tipo | Tipo | Tipo
177 | 18 | 19 | 20 | 21 22 | 23 24

M1A Bolores | > | 18 | - - - - - 6 - - -
Leved | > | 2 | - - - - - - - -
Bolores | 12 | - ’ ) ) ) 8 ) 5 )

M2A Leved. | - - - - - - - - - - -
Bolores > 119 | - ’ ) ) ) 12 ) 1 )

M18 Leved | > | 3 | - - - - - - - - -
Bolores | 20 | - 3 ) i ) 4 ) y )

M28 Leved | > | 2 - - - - - - - - -

Tipo | Tipo | Tipo | Tipo | Tipo | Tipo | Tipo

Placa| Fungos | -1 | -2 | -3 25 | 26 | 27 | 28 | 29 | 30 | 31

M1A Bolores | > | 18 | - 2 - - 1 - - -
Leved | > | 2 | - - - - - - - -
Bolores > 1121 - ) ) i ) 1 ) )

M2A Leved. | - | - - - - - - - - -
Bolores | 19 | - ’ ) ) ) y ) )

M18B Leved | > | 3 | - - - - - - - -
Bolores > 120 - ’ ) ) ) 3 ) )

M2B

Leved | > | 2 - - - - - - - -

*Y, S, P, N e M sao letras indicativas das marcas analisadas, os numeros 1 e 2 sdo as repeticoes e as
letras A e B sdo as duplicatas das repeticdes.
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TABELA 3: CONTAGEM TOTAL DE BOLORES E LEVEDURAS.

letras A e B sdo as duplicatas das repeticdes.

42

Placa Fungos 12| -3 UFC/g
V1A Bolores |58 | - | - |58x10°
Leveduras - | - - -
Bolores 44| - | - | 38x10°
Y2A Leveduras | 19| - | - | 1,9x10°
Bolores 52| - | - | 5,0x10°
YA Leveduras - - - -
Bolores 54 | - - | 5.4x10°
Y1B Leveduras | 6 | - | - | 6,0x10?
S1A Bolores > 116 | - | 16x10*
Leveduras | > | 4 | - | 40x10°
Bolores 61 | - _ 161x10°
S2A Leveduras | 11| - | - | 1,1x10°
Bolores > 16| - | 1.6x10°
S18 Leveduras - - - -
Bolores 56 | - | 56x10°
528 Leveduras 2,7 x10°

MWWWW

*Y, S, P, N e Msdo letras indicativas das marcas analisadas, os nimeros 1 e 2 sdo as repeticdes e as




Placa Fungos -1]-2|-3| UFC/g

Bolores 32| - L | 32X 10°
P1A Leveduras | 11 | - _ | WX 10°
Bolores sl - | . |34 x 10°
P2A Leveduras 3| - .| 30X 10°
Bolores 19| - | - | 19x 10°
P18 Leveduras 3 | - .| 30x 10°
Bolores o5 | . | . | 26x 10°
P2B 1,2 x 10°

Leveduras 12 | - -

AR NN

Bolores - | - |26 26x10°
N1A
Leveduras | - | - | 57 | 57 x10°
Boiores 5
N2A > | > |71171x10
Leveduras | > | > | 5 | 50x10*
Bolores 4
N1B > | > 17 |70x10
Leveduras | > | > | 2 | 2,0x10*
Bolores 5
N2B - - 149 | 49x10
Leveduras

,P,NeMsido letras lndlcatlvas das marcas anallsadas os numeros 1e 2 sdo as repeticoes e as
letras A e B séo as duplicatas das repeticdes.
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Placa Fungos -1|-2|-3| UFC/g
i Bolores > 13| - | 1,3x 10:
Leveduras | > | 2 | - | 2,0x10
woa | 0O > 10| - | 10x10*
Leveduras - -1 - -
e Bolores > 19| - | 1.9x10*
Leveduras | > | 3 | - | 3,0x10°
wos | oo > 18| - | 16x10*
Leveduras | > | 2 | - | 2,0x10°

*Y, S, P, N e M sdo letras indicativas das marcas analisadas, os nimeros 1 e 2 sao
as repeticoes e as letras A e B séo as duplicatas das repeti¢des.

Figura 7: Placa de DRBC com fungos crescidos apés 5 dias de
incubacgao a 25°C.




Ap6s a montagem das laminas do microcultivo, foi possivel a analise
microscépica das estruturas da colonia (se as hifas sdo continuas ou septadas), bem
como suas estruturas reprodutivas (forma e coloragdo de esporos e corpos de
frutificacado) (PITT e HOCKING, 1997).

A identificacdo foi prosseguida e identificamos 7 bolores diferentes, mostrados
na tabela 4.

TABELA 4 — CONTAGEM E IDENTIFICACAO DOS BOLORES DAS 5 MARCAS DE FUBA AMOSTRADAS
EM MEIO DICLORAN ROSA DE BENGALA CLORANFENICOL, COM § DIAS DE INCUBAGAO A

TEMPERATURA DE 25°C.

Placa | Aspergillus | Penicillium | Acremonium | Cladosporium | Rhizopus

sp. sp. sp. Sp. Sp.

Y1A 31 1 23 2 0
Y2A 11 0 26 1 0
Y1B 22 0 26 2 0
YZB 2 34 0 0
wmw - W
S2A 8 2 52 0 0
S1B 0 1 16 0 0
S2B 2 | 3 ‘ 39

P1A 0
P2A 10 5 15 0 0
P1B 5 7 5 1 0
P2B 13 4 7 1 [0 |
mmmo LM AN
0 0 0 0
N2A 1 0 11 0 3
N1B 1 0 1 0 4
N2B 0 0 0 0 0




&\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\N

M1A 1 0

M2A 1 0 8 0 0
M1B 4 0 14 0 0
M2B 4 0 9 0 0

*Y, S, P, N e M séo letras indicativas das marcas analisadas, os nimeros 1 e 2 sdo as
repeticdes e as letras A e B s&o as duplicatas das repeticdes.

Placa | Paecilomyces | Cunninghamela UFC/g
Sp. sp.

N2A 0 (1) 1,6 x 10°
N1B 0 1 7,0x10%
N2B 0
&\a\\}\/k_\m =t N\
M2A o‘ 1 1 oi 10*
M1B 0 1 1,9x 10*
M2B 0 3 1,6 x 10*

Para o controle microbiolégico de qualidade, fez-se uma média aritmética do
numero de coldnias de leveduras e bolores encontradas em cada uma das amostras de
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fubd, a partir das placas com meio DRBC nas diluicbes que apresentaram de 15 a 150

colénias de acordo com SILVA, 1998. Os numeros encontrados foram (Tabela 4):
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TABELA 5: MEDIA DE BOLORES E LEVEDURAS (%) DAS QUADRUPLICATAS

FUBA ANALISADAS:

DAS AMOSTRAS DE

Y 20x10* | 58x10% | 52x10° 0,86 6,2 x 102 0,11
S 44x10* | 1,3x10* | 1,1 x10* 2.0 1,9x 10° 0,12
P 94x10° | 35x10° | 2,8 x10° 0,47 7.2 x 10° 0,34
N 23x10° | 5,7x10% | 3,8 x10° 65,0 1,6 x 10° 27,8
M 58x10* | 1,8x10* | 1,7x10? 3,0 1,8 x 10° 0,30

Foram identificados como Aspergillus sp., os fungos inicialmente nomeados de
tipos 1, 3, 10, 11, 17; como Penicillium sp. os tipos, 5, 9, 14, 16, 19, 31.; como
Acremonium sp. os tipos, 2, 7, 8, 12, 15, 18, 21, como Cladosporium sp. os tipos, 4, 27;
como Rhizopus sp. o tipo 30; como Paecilomyces sp. o tipo 26 e Cunninghamela sp. o
tipo 29 (Tabela 5). Os tipos 6,13, 20, 22, 23, 24, 25 e 28 foram identificados como

leveduras.
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Figura 8: Placa de BDA com colbnias isoladas crescidas em 5 dias em incubagao a

25°C. (A) Aspemillus sp e (B) Acremonium sp.




TABELA 6: MEDIA DE BOLORES POTENCIALMENTE MICOTOXIGENICOS NAS QUADRUPLICATAS DAS

AMOSTRAS DE FUBA ANALISADAS.

\\\\\\\\\\\ ‘\:i \Q\\\\\\\\\\\\X Nominm \ \Q
MO NN \\ \ &\\ \\\\\\\\\\\\\\\ nnaang
NARDRERRNERERN x\.\\w.m RO MO k\ i

. N SRR\
o | e e

N

Y ~ 2,0x10 16,8 75x10 0,62
S 2,5x10° 2,0 3,7 x10° 3,1
P 1,0x 10° 8,5 52 x 10° 43
N 5,0 x 10° 416 0 0

M 2,5x10° 20,7 2,5x 107 2,0

A tabela 6 nos fomece dados para quantificar os fungos potencialmente
micotoxigénicos encontrados nas amostras de fuba. Podemos observar que todas as
amostras analisadas apresentam contaminacgao por Penicillium sp. e Aspergillus sp.,
sendo que a amostra N foi a que apresentou maior indice de contaminagio por
Aspergillus (41,6%) e a amostra P a maior contaminagao por Penicillium (4,3%).

A presenca do fungo ndo indica a presenga de micotoxina, pois ha varios fatores
que influenciam a produg&o destas, como temperatura, atividade de d4gua e composigédo
do substrato, ségundo BULLERMAN (1984). Ndo temos dados sobre as condi¢des de
armazenamento das amostras, ndo podemos assim estimar a umidade relativa do ar
nem temperatura do estabelecimento, portanto ndo podemos indfcar a presenca da

micotoxina.
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TABELA 7: MEDIA DOS BOLORES INDICADORES DE CONTAMINAGAO ENCONTRADOS NAS

QUADRUPLICATAS DAS AMOSTRAS DE FUBA ANALISADAS.

‘\\\\\\\ Q \\‘\\\ \\\\ \§ %\ \‘\\\ §\\\\\ \\ \\ \\§ .\\\\\
— e Q\\\\\Q\\\\\\\\\\\\\§\\\ i \
N\N\ NN \\\\\\ \\
NI \y§§x\<\‘\\k‘\&\\k
\\\ \\\\\\\\\\&\ k\\\\ k\ R\@
i 62x 10 023 5,0 x 10
S 0 0 0 0 2,9 x 10° 19,3
P 2,5x10 0,1 0 0 6,8 x 10° 1,73
N 0 0 1,7x10* 330 21x10° 14,0
M 0 0 0 0 2,9x 10° 18,8

......

\\\ - \\\\\\ .
\\\\ \\\ \ . = \\\\ .
x\\\\\ . \\\

Y 0 o

P 0 0 2,5x10 0,05
S 50x10 0,1 0 0

N 0 0 5,0 x 10° 9,4
M 0 0 0 0
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A Tabela 7 nos mostra a quantidade de fungos indicadores de contaminacdo que
encontramos nas amostras analisadas. Com esses dados podemos dizer também que
todas as amostras tiveram contaminacéo devido as mas condicdes de armazenamento,
ou estocagem.

De acordo com DEIBEL E SWANSON (2001), boas préaticas no processamento,
tanto pode servir de controle como também reduzir os niveis de microrganismos
patogénicos e produtores de esporos em gaos e cereais durante seu estoque e
processamento. O mesmo autor sugere que o limite maximo de fungos e leveduras em
fubd de milho deve estar entre 10°-10* UFC/g, baseado na rotina do controle de
qualidade industrial. A Portaria do Ministério da Saude de 19 de Setembro de 1997, que
n&o vigora nos dias de hoje, estabelecia que os numeros ndo deveriam ser superiores a
10* UFC/g.

Apés a analise das amostras de fuba coletadas nos estabelecimentos comerciais
de Curitiba obtivemos dados muito acima do permitido pela Portaria-do Ministério da
Saude a amostra Y, por exemplo, apresentou uma contagem de 2,0 x 10* a amostra S
4,4 x 10* a amostra N 2,3 x 10° e a M 5,8 x 10*. O que nos sugere que a qualidade dos
produtos disponiveis para a populagdo ndo é boa. Todas as amostras apresentaram
contaminacgéo por fungos potencialmente produtores de micotoxinas o que € um risco
para a populagao, principalmente a de baixa renda que n&o possui uma alimentagao
que supra todas as suas necessidades, ficando assim mais suscetiveis aos efeitos das
micotoxinas. Também € importante lembrar que este alimento é distribuido na rede

publica de ensino, crianga s&o mais frageis e, portanto sofrem mais severamente os
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seus efeitos.

7 CONCLUSAO

A partir dos dadds encontrados, observamos que todas as marcas analisadas
apresentaram algum tipo de contaminagdo, inclusive com fungos potencialmente
micotoxigénicos como Aspergillus sp e Penicillium sp. Os outros fungos encontrados
sdo indicadores de mas condicbes de armazenamento e processamento ou sdo fungos
comumente encontrados nos solos como Rhizopus sp. e Cunninghame/a sp.

Os numeros indicam que todas as marcas amostradas possuem uma contagem
superior as que antigamente eram permitidas pelo Ministério da Saude (Tabela 3), o
que € mais importante ressaltar é que a amostra N possuia uma contagem muito acima
do permitido (2,3 x 10°) e & esta a marca que o governo estadual destina a rede
publica de ensino como parte na merenda escolar no:estado do Parana. A partir dai ndo
podemos deixar de questionar a existéncia de um controle de qualidade por parte do
Govemo Federal no que se refere a quantificagdo de bolores e leveduras nos

alimentos.
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