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RESUMO

As micotoxinas, quando ingeridas, sdo consideradas muito prejudiciais para a salde humana e
animal. Sdo produzidas em sua maioria por espécies dos géneros Aspergillus e Penicillium.
Uma vez que podem estar presentes em alimentos contaminados por fungos micotoxigénicos,
constituem uma séria preocupacao para a saude publica em todo o mundo. A contaminacdo dos
alimentos pode ocorrer no campo, durante o transporte e/ou no armazenamento do produto.
Posto isso, é de extrema importancia a existéncia de regulamentos que indiquem os limites
maximos aceitaveis de micotoxinas em alimentos para consumo. O estudo objetivou isolar,
identificar fungos filamentosos presentes na farinha de berinjela comercializada em Recife,
Pernambuco, bem como, avaliar a producdo de Aflatoxina B1, B2 e Ocratoxina A pelas
linhagens obtidas e analisar a presenca dessas micotoxinas nas farinhas. As amostras foram
adquiridas em lojas especializadas, sendo trés lotes distintos para cada marca de farinha. Todas
as 12 amostras analisadas apresentaram fungos, ao todo, foram isolados 96 fungos, pertencentes
aos géneros Aspergillus, Cladosporium, Mucor, Paecilomyces, Penicillium, Rhizopus e
Syncephalastrum, as confirmacfes das espécies foram realizadas por morfologia e biologia
molecular. O género Aspergillus foi 0 mais presente em todas as amostras. A contagem de
UFC/g variou entre 3,5 x 103 e 2 x 10%, sendo a maior contagem para a farinha embalada a
vacuo, e a menor para a vendida a granel, respectivamente. Quanto a producdo de Aflatoxina
B1, B2 e Ocratoxina A, apenas quatro isolados foram positivos, sendo eles, A. aureoterreus, A.
tubingensis e A. steynii, como produtores de Ocratoxina A e A. novoparasiticus de Aflatoxina
B1. Foram detectadas a presenca de Aflatoxina B1 e B2 em quatro das 12 amostras analisadas.
Diante do exposto, as diferentes marcas de farinha de berinjela se encontram dentro das normas
de qualidade sanitaria definidas pela legislacdo, contudo, a presenca de fungos micotoxigénicos
e seus compostos nos alimentos € uma preocupacdo em vista que seus efeitos cumulativos a

longo prazo trazem maleficios a satde humana.

Palavras-chave: Farindceos; Aspergillus; Aflatoxina B1; Ocratoxina A.



ABSTRACT

Mycotoxins, when ingested, are considered to be very harmful to human and animal health.
They are mostly produced by species of the genera Aspergillus and Penicillium. Since they can
be present in food contaminated by mycotoxigenic fungi, they are a serious concern for public
health around the world. Contamination of food can occur in the field, during transport and/or
storage of the product. That said, it is extremely important to have regulations that indicate the
maximum acceptable limits of mycotoxins in food for consumption. The study aimed to isolate
and identify filamentous fungi present in eggplant flour sold in Recife, Pernambuco, as well as
evaluate the production of Aflatoxin B1, B2 and Ochratoxin A by the obtained strains and
analyze the presence of these mycotoxins in the flours. The samples were purchased at
specialized stores, with three different batches for each brand of flour. All 12 samples analyzed
showed fungi, in total, 96 fungi were isolated, belonging to the genera Aspergillus,
Cladosporium, Mucor, Paecilomyces, Penicillium, Rhizopus and Syncephalastrum, the
confirmations of the species were carried out by morphology and molecular biology. The
Aspergillus genus was the most present in all samples. The count of CFU/g ranged between 3.5
x 103 and 2 x 10! sendo, with the highest count being for the vacuum-packed flour, and the
lowest for the one sold in bulk, respectively. As for the production of Aflatoxin B1, B2 and
Ochratoxin A, only four isolates were positive, being A. aureoterreus, A. tubingensis and A.
steynii, as producers of Ochratoxin A and A. novoparasiticus of Aflatoxin B1. The presence of
Aflatoxin B1 and B2 was detected in four of the 12 samples analyzed. Given the above, the
different brands of eggplant flour are within the sanitary quality standards defined by
legislation, however, the presence of mycotoxigenic fungi and their compounds in food is a

concern given that their long-term cumulative effects bring harm to the human health.

Key-words: Farinaceous; Aspergillus; Aflatoxin B1; Ochratoxin A.
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1 INTRODUCAO

O Brasil € um pais que possibilita uma alta diversidade de producdes de alimentos, visto
que, as mais variadas culturas podem se adaptar aos diferentes climas, contudo, essa diversidade
deve ser estudada, pois altas temperaturas adicionadas a uma alta umidade podem facilitar o
crescimento flngico, e alguns alimentos sdo mais vulneraveis e propicios do que outros. Estes
fungos podem crescer tanto no campo, quanto durante 0 armazenamento e conservacgao. Quando
este desenvolvimento fungico ndo é reprimido, acaba ocasionando sérios danos a salde do
consumidor, resultado esse que se da pela presenca de mixotoxinas (IAMANAKA et al., 2010;
VALMORBIDA, 2016).

Provenientes dos metabdlitos secundéarios dos fungos, as micotoxinas possuem baixo
peso molecular e sdo capazes de causar danos a saude humana e dos animais (RIBEIRO, 2007;
CHANNAIAH & MAIER, 2014). Entre as mais conhecidas, a Ocratoxina A (OTA) e
Aflatoxinas (AFLA) recebem bastante destaque por serem encontradas em inimeros alimentos
e bebidas, e também por causarem complicagdes nefrotoxicas, imunossupressoras,
teratogénicas e potencialmente carcinogénicas ao ser humano. Além disso, estudos recentes tém
demonstrado que a OTA e a AFLA acarretam grandes perdas econémicas em todo mundo. Por
esses fatores, leis especiais sdo criadas para determinar o nivel maximo de contaminacéo por
essas micotoxinas (DUARTE, 2010; ROCHA et al., 2014; CASTRILLO et al., 2014).

Os alimentos mais revelados em pesquisas pela presenca de micotoxinas e ingestao da
populacdo sdo os gréos de cereais, como milho, trigo, cevada, arroz, aveia dentre outros, as
frutas, como uva, cacau, café e macé e sementes oleaginosas, amendoim, castanha do Brasil,
nozes, frutas secas e farinhas (BENNETT & KLICH, 2003; VALMORBIDA, 2016).

Ante a variedade das espécies de fungos na natureza, grande parte produz micotoxinas.
Os fungos do género Aspergillus, Penicillium, Fusarium e Claviceps sdo 0s mais
frequentemente relacionados com micotoxinas. Dentre estes, algumas espécies de Aspergillus
e Penicillium contaminantes de graos, sementes e outros alimentos sdo produtoras de OTA
(DUARTE, 2010, EMBRAPA, 2015).

As farinhas devem ser produzidas a partir de matérias primas limpas, ndo podem estar
Umidas, fermentadas ou rancosas. De acordo com a legislacdo prevista pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), através da portaria n® 451, é necessario que seja realizado
o controle microbioldgico para leveduras e bolores em alimentos como amidos, farinhas,
féculas e fuba, onde o limite permitido é de 10*/g (BRASIL, 1998).
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A grande busca por alimentos a base de berinjela resulta, principalmente, de sua atuagao
no controle do colesterol plasméatico (SOUZA et al., 2011). A berinjela (Solanum melongena
L.) pertence a familia Solanaceae e € uma importante cultura olericola no Brasil e no mundo.
Se adapta as condi¢des de clima tropical, e é cultivada durante todo o ano em diversas regides
(REIS et al., 2011). Essa hortalica, embora possua um teor nutritivo um pouco menor que as
demais espécies vegetais, € muito admirada seja pelo sabor ou pela presenga de compostos
bioquimicos como as antocianinas, o caroteno, a vitamina C, o acido malico, e as substancias
pécticas (BUZATU et al., 2017).

A berinjela é utilizada na mesa dos consumidores em saladas, suco, cha e farinha,
porém, admite-se que a farinha da berinjela seja a que mais mantenha suas propriedades
originais. In natura, a farinha pode ser utilizada em iogurtes, salada de frutas, sucos, cuscuz,
arroz e etc (AYRES, 2017). Dentre os novos alimentos com importantes beneficios nutricionais
no mercado, a farinha de berinjela possui grande quantidade de fibra alimentar e por isso, vem
sendo também empregada para fabricacao de pées, biscoitos e massas saudaveis (PEREZ, 2002,
PEREZ E GERMANI, 2007).

Contudo, a contaminacdo de culturas por fungos micotoxigénicos pode ocorrer antes e
pos-colheita devido a manejo e praticas inadequadas, por isso, se faz necessario o controle de
qualidade desse alimento, pois quando contaminados, causam a deterioracdo e diminui¢do do
valor nutritivo do alimento gerando assim, uma méa qualidade do mesmo. Dessa forma, 0 modo
como o produto € cuidado desde o cultivo até a mesa do consumidor € levado em total
consideracdo para manter o alto nivel de qualidade das industrias. Por isso, é de extrema
importancia que todo alimento seja manipulado, armazenado, processado e embalado em
situacOes apropriadas (ANVISA, 2011; BORGES et al. 2011; WILD et al., 2015; BUZATU et
al., 2017).

Nos dias de hoje, estudos que buscam a analises de alimentos farinaceos sdo bastante
escassos, partindo dessa premissa o0 estudo objetivou isolar e identificar fungos filamentosos
presentes na farinha de berinjela comercializada em Recife, Pernambuco, bem como, avaliar a
producdo de Aflatoxina B1, B2 e Ocratoxina A pelas linhagens obtidas e analisar a presenca

destas micotoxinas na farinha.
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 Berinjela

A berinjela (Solanum melongena L.) é um vegetal que pertence a familia Solanaceae,
género Solanum, onde podemos incluir as espécies de grande importancia econémica como o
tomate (S. lycopersicum L.), a batata (S. tuberosum L.), a pimenta (Capsicum annuum L.) e 0
tabaco (Nicotiana tabacum L.). A berinjela € um fruto consumido mundialmente e é comumente
cultivada em regibes subtropicais e tropicais, sendo proveniente da India e inserida no Brasil
no século 16 pelos portugueses, suas maiores produgdes no Brasil sdo oriundas das regides
Sudeste, sendo Sdo Paulo o maior produtor (RIBEIRO, 2007; HIRAKAWA et al., 2014).

As plantas pertencentes a essa espécie exibem um porte arbustivo, caule semi-lenhoso,
ereto e altura entre 50 cm a 180 cm com sistema radicular que pode atingir profundidades
maiores que 100 cm. E considerada como uma olericola de maltiplas colheitas, devido ao seu
habito de crescimento indeterminado (KRYSCZUN, 2018). Existem diversas formas e
tamanhos da berinjela (Figura 1), elas sdo geralmente roxas, brancas ou listradas. A coloracéo
do tipo roxa do fruto de berinjela é provocada pela presenca de antocianinas, Compostos esses
de grande interesse comercial (UTHUMPORN et al., 2016).

Figura 1 - Tipos de berinjela (Solanummenlogena L.).

Fonte: Goldman (2018).
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De acordo com a Organizagdo das Nagdes Unidas para Alimentagdo e Agricultura
(FAO), em 2018 a produgcéo total de berinjela ultrapassou as 54 milhdes de toneladas, onde 34
milhdes foram produzidos pela China, 12 milhdes pela india e 1 milhdo pelo Egito, que s&o
considerados 0s paises que mais produzem essa hortalica. Ja no Brasil, segundo Marouelli et
al. (2014), a berinjela tem area cultivada em vérios estados e produ¢do em torno de 90 mil
toneladas por ano, sendo a maior producdo da regido Sudeste (78%), com S&o Paulo como
principal Estado produtor, seguido de Minas Gerais e Rio de Janeiro. Diante dessas produgoes,
é importante salientar que essa hortalica possui um baixo custo tornando-a um alimento mais
acessivel a populacdo (SANTOS et al., 2015).

No Brasil as berinjelas s&o bastante comercializadas in natura e utilizadas
domesticamente apds algum tratamento térmico, como cozidas em agua, refogadas em 6leo,
fritas e assadas. O comércio de berinjelas se da, basicamente, em empresas de pequeno porte
que processam berinjelas secas, picles fermentados, conservas com outras hortalicas e pastas
(EMBRAPA, 2018).

A berinjela é uma olericola que vem sendo muito procurada no mercado nos ultimos
anos, uma vez que se sobressai por comprovarem seu potencial fitoterapico, principalmente em
relacdo a prevencéo e ao tratamento de problemas cardiovasculares e diabetes. Atualmente o
suco da berinjela com laranja, por exemplo, é utilizado como tratamento alternativo para
reducdo do colesterol e na prevencao das doencas cardiovasculares, atividades essas resultantes
das ac6es dos flavonoides e antioxidantes. Além disso, este fruto também é uma excelente fonte
de sais minerais e vitaminas (AKANITAPICHAT et al., 2010; SANTOS et al., 2015). De
acordo com Nifio-Medina et al. (2017), as antocianinas estdo presentes na casca da berinjela e
0s acidos fenolicos na polpa, e € por essa capacidade antioxidante que a berinjela € considerada
como um alimento funcional (JACOB et al., 2012).

Os alimentos que possuem compostos que previnem e ajudam na prevencdo ou
tratamento de doencas, estdo sendo cada vez mais procurados pela industria alimenticia que
vem utilizando inumeras fontes alternativas de vegetais com o intuito de oferecer produtos mais
saudaveis e ricos em fibras (SILVA et al., 2011; LIMA, 2016). Baseado em estudos, uma forma
eficaz de evitar perdas expressivas e usufruir de suas caracteristicas nutricionais seria a secagem
e transformacdo da berinjela em farinha, podendo entdo incorpora-la em inimeros produtos,
pois enriquece a alimentagdo e confere beneficios a saude (PEREZ, 2004; SCORSSATO et al.,
2017).
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2.1.1 Farinha de berinjela

No Brasil, segundo pesquisa realizada pelo IBGE, o consumo médio nacional de
farinhas, féculas e massas € de 23 kg per capita/ano. As regibes brasileiras em que mais se
consomem esse tipo de alimento sdo as regides Norte (44 kg) e Nordeste (31 kg), principalmente
a farinha de mandioca (34 e 15 kg, respectivamente), enquanto no Sul, Sudeste e Centro-Oeste,
0 consumo chega a 28, 14 e 11 kg, respectivamente.

Os diferentes tipos de farinha sdo formados em sua grande maioria de carboidratos,
fornecendo assim, grande fonte de energia, além de ser um alimento de fécil acesso. Contudo,
novas alternativas gastrondmicas vém surgindo cada vez mais com o intuito de substituir a
farinha de trigo na elaboracéo de produtos de panificacdo devido aos novos habitos alimentares
ou exigéncias comerciais. Farinhas a base de grdos, sementes, cascas e hortalicas tém sido
amplamente utilizadas devido aos seus beneficios a satde, que além das fibras alimentares, 0s
produtos elaborados com estas farinhas podem fornecer ainda vitaminas, proteinas, minerais,
carboidratos, o que contribuem para a redugdo do risco de varias doencas, como cancer,
diabetes, obesidades e doencas cardiovasculares (PRADO et al., 2005; CHANG, 2007).

Neste contexto, nas industrias de alimentos, a utilizacdo de farinhas de origem vegetal
como ingredientes se torna de grande importancia devido também ao seu baixo custo de
producdo comparado com os outros produtos proteicos (SILVEIRA et al., 2016). Atualmente
as farinhas ricas em fibra estdo sendo muito utilizadas na fabricacdo de diversos produtos,
aumentando assim, a oferta de alimentos com grande teor de fibra, tanto para os consumidores
que ndo possuem problemas de salde quanto para aqueles que possuem doencas cronicas nao
transmissiveis (GUIMARAES et al., 2010). Devido suas caracteristicas nutricionais, tém sido
feitos estudos na fabricacéo de farinha de berinjela (Figura 2), que pode ser utilizada misturada
a farinha de trigo na fabricacédo de biscoitos, paes e massas alimenticias (SCORSSATO, 2017).

A farinha de berinjela obtida a partir de extratos do fruto apresentou aproximadamente
45% de fibra alimentar total, também foi relatado que a adicdo da farinha aos alimentos
proporciona uma consideravel alteracdo na quantidade de fibras (PEREZ E GERMANI, 2007).
Desta forma, a farinha de berinjela pode ser usada como um ingrediente funcional, a fim de
oferecer aumento da capacidade nutritiva dos produtos finais e consequentemente
melhoramento na satde dos consumidores (UTHUMPORN et al., 2016). Contudo, ainda séo
poucas as analises sobre a composi¢do quimica e nutricional da farinha de berinjela, apesar do

grande uso dessa hortali¢a na culinéria brasileira.
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Figura 2 - Fluxograma da producdo da farinha de berinjela.

Retirada do
Calice e
Pesagem

Farinha de
Berijela

Fonte: Perez e Germani (2004).

Analisando diferentes variedades de farinha de berinjela, Uthumporn et al. (2016),
obtiveram resultados que mostram claramente a capacidade que a farinha possui de eliminar os
radicais livres que sdo carcinogénicos para o corpo humano devido a presenca de seus
antioxidantes. Um destaque é dado para a farinha produzida a partir da berinjela roxa, que
apresenta uma maior quantidade de antioxidantes em comparagdo com 0s outros tipos, podendo
ser usada para obter uma farinha com melhor qualidade. Por isso, segundo Dores et al. (2010),
se faz necessario preservar as substancias ativas ou grupos quimicos presentes nos vegetais,
visto que, algumas dessas substancias ainda sdo desconhecidas. Para manter essa qualidade do
fitoterapico, todas as etapas de processamento da matéria-prima ativa vegetal e fabricacdo do
produto final devem ser realizadas, conservando as substancias de grande importancia ali
presentes.

De acordo com o Servigo de Apoio a Micro e Pequenas Empresas (SEBRAE) (2006), o
local de producdo das farinhas deve cumprir as exigéncias das Boas Praticas de Fabricacdo
(BPF), todos os equipamentos devem possuir uma limpeza simples e facil, para evitar qualquer
crescimento de microrganismos indesejados. E de extrema importancia cumprir as normas
gerais de processamento de alimentos, visando assegurar que o produto presente nas prateleiras
seja de qualidade, tenha vida util, elevar o nivel da producéo e, principalmente, minimizar os
riscos em relacdo a satde do consumidor (BRASIL, 2002; SILVA et al., 2017).
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2.2 Fungos micotoxigénicos em alimentos

Os fungos micotoxigénicos estdo presentes no solo, na agua, ou sdo carregados pelo
vento (esporos), eles sdo fungos que produzem metabdlitos secundérios toxicos, chamados de
micotoxinas e mais de 300 espécies fingicas as produzem. Esses metabdlitos sdo compostos
sintetizados por vias metabdlicas, porém, sdo dispenséaveis para o crescimento e a sobrevivéncia
do micro-organismo (D’MELLO, 2003; SABBADINI et al., 2009; BOZZA, 2010).

O desenvolvimento fangico depende de diversos fatores, principalmente do tipo de
substrato que forma o alimento, disponibilidade de &gua, pH, temperatura, fatores estes
importantes para os processos metab6licos (NETO et al., 2004; MAZIERO et al., 2010).
Conseguir selecionar um anico conjunto de condic¢des que facilitam o crescimento de fungos
micotoxigénicos ndo é possivel, pois, 0s mesmos sdo organismos que se diferenciam
ecologicamente, bioquimicamente e também por nichos ecologicos (SERRA, 2005).

A principal via de exposi¢do dos humanos e animais a micotoxinas é atraves da ingestao
de alimentos contaminados, pois 0s fungos podem encontrar condi¢es favoraveis ao seu
crescimento em todas as etapas de producdo, desde o cultivo, colheita, transporte ao
armazenamento (Figura 3). O crescimento acelerado dos fungos e a producdo de micotoxinas
nos alimentos € um assunto preocupante na sociedade moderna (SANTOS et al., 2014,
BULLERMAN & BIANCHINI, 2014).

Figura 3 - Etapas da producdo dos alimentos até o consumo humano.
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Fonte: Serra (2005).
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As espécies mais estudadas pela producéo de micotoxinas sdo encontradas nos géneros
Aspergillus, Penicillium, Alternaria e Fusarium (Tabela 1). Aspergillus e Penicillium s&o os
mais presentes em alimentos no periodo de armazenamento, pois sdo fungos menos exigentes
a agua, e as micotoxinas mais comumente associadas e produzidas pelos mesmos sdo as
Aflatoxinas e Ocratoxinas, mais especificamente, Aflatoxina B1 e Ocratoxina A. J& Alternaria
e Fusarium sdo os patogenos de plantas, que comumente possuem particularidade de
hospedeiro, contaminacéo e liberacdo de micotoxinas durante a pré-colheita (PATRIARCA &
PINTO 2017; NEME & MOHAMMED, 2017).

Ainda ha muitas discussGes a respeito do que leva os fungos a produzirem as
micotoxinas, pois nem todos as produzem, contudo, é necessario o controle de medidas
preventivas. Dentre estas, podemos citar a utilizacdo de linhagens de plantas resistentes a
colonizacéo fungica, colheita apropriada, estocagem adequada, controle de insetos e roedores,
controle de temperatura e umidade e tempo de estocagem (FIB, 2009; CHANNAIAH &
MAIER, 2014;).

Tabela 1 - Espécies de fungos de grande interesse e as micotoxinas produzidas.

Espécies fungicas Micotoxinas
Aspergillus parasiticus Aflatoxina B1, B2, G1, G2
Aspergillus flavus Aflatoxina B1, B2
Aspergillus ochraceus Ocratoxina A
Aspergillus niger Ocratoxina A
Aspergillus carbonarius Ocratoxina A
Fusarium sporotrichioides Toxina T-2
Fusarium graminearum Deoxinivalenol / Zearalenona
Fusarium moniliforme Fumonisina B1
Penicllium expansum Patulina
P. verrucosum Ocratoxina A
P. citrinum Citrinina

Fonte: Adaptacéo de Nieto (2018).

As condicgdes climaticas de um pais determinam, em grande parte, alguns géneros de
fungos que estardo ali presentes e consequentemente o tipo de micotoxina que ele pode produzir
(REGES et al., 2016). No Brasil, as vantagens para o crescimento de fungos micotoxigénicos

séo grandes, dois fatores que favorecem esse crescimento sdo a temperatura e a umidade.
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Diversos prejuizos econdmicos no setor agricola brasileiro tém como responséveis a
contaminagéo de alimentos pela presenga das micotoxinas, diminuindo assim, as exportagoes,
qualidade, a produtividade e a satde dos animais. Varios produtos considerados como basicos
para a populacdo brasileira estdo no grupo dos alimentos mais contaminados (ARISSETO-
BRAGOTTO et al., 2017).

Os propéagulos fangicos presentes em produtos farinaceos e outros ingredientes usados
na industria sdo considerados as principais fontes de contaminacao, pois entram nas areas de
producao e sdo liberados na forma de aerossois no inicio da producdo, com isso, eles tendem a
se depositar na superficie dos produtos, equipamentos e utensilios (BERNARDI et al., 2019).
Contudo, segundo Garcia (2019), acredita-se que os esporos de fungos presentes nas farinhas
séo eliminados durante a producéo do pao, por exemplo.

Esporos de fungos presentes em farinhas podem sobreviver durante muitos anos e, por
isso, se faz necessario um maior cuidado no armazenamento das mesmas. Esses
microrganismos causam danos ao produto somente se as condi¢cdes de armazenagem forem
improprias a manutencdo da qualidade do mesmo (CHRISTENSEN E COHEN, 1950). Os
fungos de armazenagem sdo 0s que podem crescer com atividade de agua reduzida, cerca de 70
—90% do teor de umidade estdo em alimentos armazenados (SILLIKER et al.,1985).

De acordo com Rodrigues et al. (2015), a presenca ou auséncia de fungos em alimentos
é imprevisivel, pois estes sdo disseminados de diversas maneiras pelo ambiente, contaminando
desde a producdo até a conservacdo. Nos comércios e inddstrias é necessario fazer o uso
corretamente de embalagens apropriadas, monitoramento constante de infestacGes, observancia
as flutuacdes do clima para o controle de temperatura e umidade, evitando possivelmente, o
crescimento fungico. Diante da necessidade de melhorar o controle e qualidade dos produtos
produzidos e vendidos no Brasil, a ANVISA através da portaria n® 451 estabeleceu padrdes
microbioldgicos sanitarios para leveduras e bolores em alimentos como amidos, farinhas,
féculas e fuba, onde o limite permitido é de 10*/g (BRASIL, 1998).

Em 1960 mais de 100 mil perus morreram na Inglaterra devido a uma intoxicacdo que
foi acompanhada por um quadro de hemorragias internas e necrose hepatica. Estudos
posteriores mostraram que a morte destas aves se deveu a ingestdo de farinha de amendoim
contaminada com um metabolito téxico produzido pelo fungo filamentoso Aspergillus flavus.
Esse composto depois de ter sido isolado e identificado foi denominado de aflatoxina. A partir
dai, a implicacdo que as micotoxinas acarretam para a saude humana e animal despertou a
atencdo da comunidade cientifica e o termo genérico micotoxina comecou a ser utilizado
(GOLDBLATT,1969).


https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/propagule
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/fungus-spore
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2.3 Micotoxinas

As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios toxicos de baixo peso molecular que
causam efeitos adversos a satide em humanos e animais ao consumirem produtos contaminados.
Esses compostos toxicos sdo produzidos por fungos filamentosos que contaminam os produtos
agricolas durante os estagios pré e pés-colheita e sdo produzidos na fase exponencial tardia ou
no inicio da fase estacionaria do crescimento fungico. Possuem grande resisténcia a inGmeros
processos alimenticios e sdo estaveis a altas temperaturas, e por isso uma grande quantidade
dessas micotoxinas acabam se acumulando nos alimentos (GNONLONFIN et al., 2013 ; WU,
GROOPMAN, & PESTKA, 2014; WILD et al., 2015; PATRIARCA & PINTO, 2017).

Hoje, mais de 300 micotoxinas com estruturas quimicas e efeitos toxicos sao
conhecidas, porém, algumas sdo mais encontradas em alimentos e por isso possuem uma
atencdo especial, pois sdo importantes no quesito de seguranca alimentar por serem
carcinogénicas e /ou toxicas (Tabela 2). S&o elas, as aflatoxinas (AFLA), ocratoxina (OTA),
fumonisinas, zearalenona (ZEA), desoxinivalenol (DON) e os tricotecenos, que afetam
fortemente a saide humana e animal devido a seus efeitos teratogénicos, mutagénicos e
imunossupressores (OUESLATI et al., 2012; IAMANAKA et al., 2013; ARISSETO-
BRAGOTTO et al., 2017). Estes metabdlitos tém sido encontrados como contaminantes em
uma ampla variedade de produtos de origem vegetal, em alimentos industrializados, em
bebidas, em racBes e como residuos em produtos de origem animal (leite e derivados, carne e
produtos carne ou, ovos, etc.) (GATT et al., 2003).

Desde a descoberta das aflatoxinas na década de 1960 e a constatacdo de que as
micotoxinas estdo intrinsecas as ocorréncias de problemas de saude geradas pelos efeitos
potenciais desses compostos ao homem, o interesse cresce cada vez mais. Contudo, o controle
efetivo da contaminacdo dos alimentos pelas micotoxinas é bastante dificil, desta maneira, 0s
Orgaos responsaveis tentam regularmente e avaliar a ocorréncia de micotoxinas nos diferentes
estagios de producdo, do campo até a mesa. Por isso, 0 conhecimento sobre as micotoxinas, e a
diversidade fungica nos produtos alimenticios se faz de grande importancia (RODRIGUES et
al., 2012; ARISSETO-BRAGOTTO et al., 2017).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0924224418306757#bib41
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0924224418306757#bib136
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0924224418306757#bib136

Tabela 2 - Estudos em alimentos onde foi detectada a presenca de AFLA B1, B2 e OTA e seus efeitos ao homem.

Alimentos Micotoxinas Efeitos Referéncias

Amendoim, milho, AFLA B1, Sao compostos Caldas et al. (2002),

trigo, arroz, nozes, leite, B2, G1,G2  extremamente toxicos, Gongalez et al.

0V0s, queijos, camarao, Imunossupressores, (2008); Mostrom

cacau, produtos lacteos, mutagénicos, (2011); Calvet et al.
tecidos, feno, pasto, teratogénicos e (2015); Kara (2015);
racao para ovinos, carcinogénicos, e ttm  Valmorbida (2016);

farinha de trigo e como principal alvo no Kabak (2016);
farinha de milho. organismo, o figado. Soares et al. (2017).
Cereais (trigo, cevada, OTA E uma micotoxinade  Caldas et al. (2002);

aveia e milho),
amendoim, feijao, cafe,
uva, passas, frutos
secos, vinhos, sumo da

maca e farinha de trigo.

acao nefrotdxica,

imunossupressora,
genotoxigénica,
carcinogénica

e teratogénica.

Clark & Snedeker,
(2006); Fernandes
(2016).

Seus efeitos podem ser

crénicos ou agudos.

S&o inimeros os relatos e estudos destes compostos associadas a grdos armazenados e
racdes para alimentacdo animal, poucos estudos se tém de micotoxinas em farinhas, contudo, é
também nas etapas de armazenamento e conservacao do produto que ha contaminacdo. Serra
(2005), ressalta que as micotoxinas surgem de diferentes formas nos alimentos processados: 1)
estando presentes na matéria-prima; 2) durante o processamento e 3) ap0s 0 processamento, na
sua grande maioria em razdo das péssimas condicdes de armazenamento ou acondicionamento.

Os niveis dos compostos micotoxigénicos podem aumentar ou reduzir nos alimentos
processados, tudo dependera da forma como eles serdo elaborados durante sua fabricacdo. Em
sua grande maioria as micotoxinas sdo termo resistentes e podem ser ativadas no decorrer do
processamento térmico, podendo ser mais sensiveis ao tratamento quimico (MURPHY et al.,
2006; VON HERTWIG, 2015). Por isso, se faz necessario evitar a contaminacdo dos alimentos
por micotoxinas a menores quantidades possiveis (THANUSHREE et al., 2019).

Com as mudancas climaticas, algumas culturas de interesse mundial podem mudar sua

distribuicdo geografica, aumentando assim, a presenca de micotoxinas em matérias-primas e
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mercadorias armazenadas (MEDINA et al., 2017). O controle desses contaminantes nos
alimentos tem sido monitorado mediante o controle de atividade de &gua, pH e controle de
qualidade dos ingredientes utilizados. Novos métodos de controle estdo surgindo, como o0 uso
de gréos geneticamente modificados com maior resisténcia a insetos e, assim, a reducdo das
taxas de infeccdo fungica. No mercado internacional, as micotoxinas podem ser um obstéculo,
acarretando a uma maior regulamentacdo dos alimentos que podem conté-las e rapida retirada
do mercado as matérias primas que ndo atendem aos limites regulamentares (MURPHY et al.,
2006).

2.3.1 Aflatoxinas

As aflatoxinas sdo as micotoxinas mais estudadas no espectro das micotoxicoses, pois
sdo conhecidas desde 1960, quando mais de 100 mil perus morreram na Inglaterra apos
ingerirem ragdo contendo amendoim importado da Africa e da América do Sul. A partir da
racdo que causou a morte dos animais, foram isolados Aspergillus flavus e uma toxina
produzida por esse fungo, a qual foi designada aflatoxina. Logo depois, também foi verificado
que Aspergillus ochraceus, A. parasiticus, Aspergillus tamarii e A. nominus, também a
produziam. As AFLs sdo produzidas especialmente por fungos de armazenagem, pertencentes
ao género Aspergillus (KLICH et al., 2000; FANI, 2012; SOARES et al., 2017). Aspergillus
fumigatus e Aspergillus versicolor também foram identificados como produtores de aflatoxinas
em humanos (PEPELJNJAK et al., 2004).

As condicOes de seca podem favorecer a infeccdo por espécies de Aspergillus em certas
regibes e aumentar o risco de formacdo de aflatoxina no campo. Sendo assim, as mudancas
climaticas também podem contribuir indiretamente para 0 aumento dessa contaminagdo por
micotoxinas (MEDINA et al., 2017).

H& mais de 20 aflatoxinas conhecidas, mas as quatro principais sdo a aflatoxina B1
(AFB1), aflatoxina B2 (AFB2), aflatoxina G1 (AFG1) e aflatoxina G2 (AFG2), por causa da
sua fluorescéncia sob a luz ultravioleta (B=Blue, G=Green) e na sua mobilidade enquanto é
realizada a cromatografia de camada delgada (FREIRE et al., 2007). Entre as AFLAS (B1, B2,
Gl e G2), a AFB1 é a mais comum nos alimentos. E altamente toxica em termos de toxicidade
aguda e cronica, e é classificada pelo IARC como carcinogénico humano (FLORES-FLORES
et al., 2015). Essa toxicidade cronica causada pelas aflatoxinas compreende danos
imunossupressores e efeitos carcinogénicos (INAN et al., 2007). Do ponto de vista quimico, as

aflatoxinas pertencem ao grupo difuranocumarina, onde é caracterizada pela ligacdo de


https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/23311932.2016.1191103
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dihidrofurano ou tetrahidrofurano a uma estrutura cumarinica (Figura 4), as espécies fungicas
as produzem por uma via de policetideo (BLANKSON & MILL-ROBERTSON, 2016).

As aflatoxinas podem ser passadas a pessoas e animais por produtos alimenticios, sao
encontradas com frequéncia em paes, massas, racées, amendoim, milho e sementes oleaginosas.
Dependendo de sua concentragao ela pode causar diferentes problemas tanto em pessoas como
em animais, além disso, quando em conjunto ao virus da hepatite B, sdo responsaveis por
milhares de mortes por ano. O figado é o principal érgdo alvo da AFLA, a ingestdo a longo
prazo de alimentos contaminados com essa micotoxina acabam trazendo resultados ruins para
o figado, como a lesdo hepética e a tecidual, bem como anomalias macroscopicas e
microscopicas (HALT, 1994; WILLIAMS et al., 2011; GHOLAMI-AHANGARAN et al.,
2016). E segundo Gnonlonfin (2013), as aftatoxinas sdo imunotoxicas tanto para o gado quanto

para 0 homem.

Figura 4 - Composicdo da cadeia quimica da Aflatoxina B1.
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Fonte: Santos (2014).

Torovic (2018), avaliando a ocorréncia de aflatoxinas em amostras de diferentes tipos
de farinhas comercializadas na Sérvia, detectou a presenca de AFB1 e AFG1 em farinhas de
arroz. No Brasil, em 2002, a lista de alimentos com Limites Toleraveis (LT) para aflatoxinas
permitia pela legislacdo 20 pg / kg para o amendoim, milho e fub4, para a soma de AFB1,
AFB2, AFG1 e AFG2. Algumas permissdes para AFB1 foram liberadas em leite liquido e em
po, nos valores de 0,5 e 5,0 ug / kg, respectivamente. Recentemente, foram adicionados novos
tipos de alimentos a legislacdo, como queijo, feijdo, frutas desidratadas, especiarias e produtos
de cacau (ANVISA, 2011; SOARES et al., 2017).

Niveis excessivos de aflatoxinas em alimentos de paises ndo industrializados e de baixa

renda sdo uma grande preocupagdo. Ainda hoje, diversas areas da engenharia tentam buscar
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solucBes e técnicas para diminuicdo, o controle e 0 manejo das aflatoxinas em alimentos. As
industrias de alimentos devem exercer qualidade nesse quesito, acarretando em uma evolugédo
da sustentabilidade econdmica da inddstria, maior seguranga alimentar, aperfeicoamento do
comércio internacional e melhoria da satde publica. Conscientizar a populacdo de que as
micotoxinas sdo um problema, fortalecer e melhorar a qualidade das analises laboratoriais, bem
como estabelecer um plano precoce de deteccdo dessas substancias e treinar os agricultores
sobre as boas préticas agricolas e de manejo sdo acfes-chave para a mitigagcdo dessas toxinas
nos produtos alimenticios (GNONLONFIN et al., 2013; KUMAR, 2017).

2.3.2 Ocratoxina A

A ocratoxina A (OTA) também e considerada um metabolito secundério, produzido por
apenas especies de fungos filamentosos dos géneros Aspergillus e Penicillium, é encontrado
com uma grande constancia em diversos alimentos e bebidas, incluindo o vinho, suco de uva,
em graos de cereais e produtos derivados, em leguminosas, oleaginosas, nos gréos de café e em
racdes. A OTA exibe efeitos carcinogénicos, nefrotoxicos, teratogénicos e imunotoxicos em
animais, sendo considerado como possivel carcindgeno renal humano (TERRA et al., 2013;
PITT et al., 2013).

Essa micotoxina, quando ingerida, permanece no organismo por um longo periodo,
tendo uma meia vida de 35 dias em humanos, de 72 a 120 horas em porcos e de 77 horas em
animais ruminantes (AL-ANATI & PETZINGER, 2006). Em niveis altos, essa micotoxina pode
causar tumores renais e pélvicos na regido dos rins e uretra (AYDIN et al., 2008).

A OTA é um penta-cetaceo derivado da familia de diidroisocumarinas acoplada a b-
fenilalanina por uma ligacdo amida através do grupo 7-carboxi (Figura 5), além da OTA,
existem outras micotoxinas pertencentes ao grupo das ocratoxinas, sdo conhecidas como
ocratoxina B (OTB), ocratoxina C (OTC) e a ocratoxina o. (OTa), onde nesta, a fracdo
fenilalanina ndo existe (RENZULLI et al., 2004).

A OTA foi descoberta como um metabdlito de Aspergillus ochraceus, de onde deriva
seu nome, em 1965. Logo depois, inumeras espécies de Aspergillus e de Penicillium foram
descobertas também como produtoras da micotoxina, sao elas, A. alliaceus, A. auricomus, A.
carbonarius, A. glaucus, A. melleus, A. niger e P. verrucosum (REDDY et al., 2010). Boa parte
das espécies de Aspergillus armazenadas por longo tempo nos alimentos sdo xerdfilos e

produzem principalmente OTA.
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Figura 5 - Composicdo da cadeia quimica da Ocratoxina A.
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Fonte: Santos (2014).

Segundo Valmorbida (2016), nos ultimos anos, houve um aumento do numero de
estudos sobre a producéo de ocratoxina A pelos membros de Aspergillus secdo Nigri, logo apos
a sua primeira publicacdo em 1994 por Abarca et al. A presenca dessas espécies é comum em
alimentos por todo o mundo, porém, as regides de clima mais quente e com altas temperaturas
sdo onde ha maiores ocorréncias. No Brasil, por exemplo, ainda é preciso mais estudos sobre
as condicOes especificas do desenvolvimento de fungos toxigénicos capazes de produzir
Ocratoxina A, pois é vasto o numero de substratos suscetiveis a contaminacdo e da grande
diversidade climéatica do pais (SOUZA, 2014). Alborch et al. (2012) e Torovic (2018),
detectaram a presenca de AFLA e OTA em farinhas de milho, contudo, segundo Torovic, em
suas analises houveram oscilacBes da presenca dessas micotoxinas na farinha, e afirma que,
essas variacdes podem ser resultado da mudanca das condigdes climéticas durante as estacfes
de cultivo.

Portanto, a producdo de OTA esta intimamente associada as condi¢cBes ambientais,
podendo acontecer no processamento pos-colheita, durante a secagem, o transporte ou no
armazenamento do alimento (ALVES et al., 2011). Kupski et al. (2018), apresentam resultados
interessantes no uso de enzimas para diminuir a exposicao a ocratoxina A (OTA) pela ingestdo
de farinha de trigo contaminada, o estudo avaliou a degradacao enzimatica em farinha de trigo
na reducdo significativa de OTA utilizando extratos enzimaticos de Rhizopus oryzae e
Trichoderma reesei, confirmando assim, a estratégia promissora do uso de enzimas microbianas
para mitigar o impacto da OTA na farinha de trigo e diminuir assim o risco de exposi¢do do
consumidor.

Devido a grande constancia da presenca dessa micotoxina em produtos alimenticios,

inimeros paises vém adotando ano apos ano regulamentacGes mais adequadas, evitando assim,
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os efeitos da micotoxina a longo prazo. Contudo, estudos com uma melhor compreenséo dos
fatores criticos da contaminacdo por OTA permitirdo a realizacdo de melhores métodos de
producao, facilitando assim, menores niveis de contaminagéo por essa micotoxina (FANI, 2012;
TERRA et al., 2013).

Elaridi et al. (2019), avaliando a presenca de OTA e outras toxinas em farinhas de trigo
afirmam que, existem condigdes, como o calor e umidade, que promovem o crescimento de
fungos nas farinhas durante as etapas de producdo associadas ao armazenamento e/ou
processamento a que foram submetidas, também destaca a necessidade de melhor fiscalizacéo
dos ambientes em que os alimentos sdo processados, bem como a secagem eficaz de gréos,
cereais e produtos alimenticios que provou ser o método mais viavel e eficaz para minimizar a

producdo das micotoxinas.

2.3.3 Legislacao brasileira para micotoxinas

A presenca de micotoxinas nos alimentos acarreta uma grande preocupacéo, por isso, a
quantidade das doses maximas de micotoxinas permitidas sdo dificeis de determinar, contudo,
a legislacdo serve para preservar a saude dos consumidores e os produtos de alimentos que
possuem grandes interesses econdémicos. Devido aos riscos para saude, organizagdes nacionais
e internacionais estabelecem limites maximos de micotoxinas em alimentos a fim de garantir a
seguranca (SERRA, 2005; OUESLATI et al., 2012; ASAE, 2015).

A necessidade de uma legislacdo que imponha limites quanto a concentracdo de
micotoxinas nos alimentos é necessaria em todos os lugares, principalmente nos paises
industrializados. Os governos nacionais e as organizagdes internacionais possuem papel
fundamental em garantir que os direitos dos cidaddos sejam mantidos e defendidos (SERRA,
2005). Esses regulamentos mudam conforme o contaminante e o pais, no entanto,
independentemente da matéria-prima, os exportadores agricolas precisam garantir que seus
produtos cumpram os padrdes de seguranca alimentar estabelecidos por cada pais, que sempre
estdo em processo de mudanca de tempos em tempos (BELLUCO et al., 2017). A qualidade
microbiolégica de um alimento € determinada pela forma com que ele é manipulado. Porém,
devido ao indice de contaminacdo, mesmo que baixo e dentro dos parametros permitidos,
sugere-se que trabalhos de capacitacdo profissional de quem atua com o processo de producéo,
armazenamento, transporte e comercializagdo da farinha, possam ser viaveis para melhorar as
praticas de higiene (JESUS et al., 2018).
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No Brasil, 0s niveis de micotoxinas nos alimentos devem estar 0s mais baixos possiveis
como determina a resolugdo n°® 07/2011 da ANVISA, onde o manejo e tecnologias avangados
devem ser utilizados na producdo, manipulacdo, armazenamento, processamento e embalagem
do alimento, evitando entdo, a contaminacdo do produto comercializado ou consumido. A
resolucdo estabelece ainda os limites maximos tolerdveis para aflatoxinas
(AFB1+AFB2+AFG1+AFG2), fumonisinas, ocratoxina A, deoxidevalenol e zearalenona em
diferentes alimentos (Tabela 3). Uma vez que produtores, unidades armazenadoras e industrias
deverdo atender os limites previstos na legislacdo, implantando medidas de controle mais
rigorosas a fim de reduzir ainda mais os teores de fungos e micotoxinas, sem causar escassez

de alimentos disponiveis no mercado (BRASIL, 2011).

Tabela 3 - Limites maximos toleraveis para concentracdo de micotoxinas em alimentos no Brasil.

Micotoxinas Alimentos LMT (ng/kg) em 2017
AFLA B1, B2, Amendoim, milho, trigo, arroz, nozes, leite, 20
Gl1, G2 0Vvos, queijos, arroz, farinhas de milho.
OTA Cereais, amendoim, feijao, café, uva, passas, 20

frutos secos, arroz e vinhos.
Zearalenona Milho em gréos e trigo para posterior 100
processamento. Farinha de trigo, massas,
crackers e produtos de panificacdo, cereais e

produtos de cereais, exceto trigo.

Trigo integral, farinha de trigo integral, farelo 200
de trigo.
Desoxinivalenol  Trigo integral, farinha de trigo integral, farelo 1000

de trigo, farelo de arroz, gréo de cevada.
Fumonisinas Farinha de milho, creme de milho, fuba, 1500

(B1+B2) flocos, canjica, canjiquinha.

Fonte: Brasil (2011); Bryden (2012).

A primeira legislacdo brasileira para as aflatoxinas foi publicada em 1976,
estabelecendo um limite tolerdvel de 30 mg/kg para AFB1 para todos os alimentos e racfes
(BRASIL, 1978). Em 2011 foi criada a resolugdo RDC N° 7/2011, estabelecendo limites
maximos para a presenca de micotoxinas em alimentos. Nesta resolugdo os limites toleraveis

para AFLs totais e OTA sdo para alimentos como cereais e seus derivados e outros produtos
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destinados ao consumo humano, com limites maximos toleraveis (LMT) de 20 pg/kg. Contudo,
esta resolugdo ndo dispde de LMT para AFLA e OTA em produtos farinaceos, apenas para
outras micotoxinas como a Zearealona (100 pg/kg) e Desoxinivalenol (1000 pg/kg) em farinhas
de trigo e produtos de panificacdo (BRASIL, 2011). Por isso, se faz necessaria uma maior
abrangéncia na regulacdo para produtos farinaceos a base de outros alimentos, como a farinha
de banana, farinha de berinjela, farinha de coco e farinha de arroz.

Devido a grande variedade de alimentos contaminados por fungos, sdo necessarios
ajustes consideraveis da legislacdo brasileira, por isso, a regulamentacdo para micotoxinas em
alimentos continua sofrendo alteragdes, fazendo assim, com que novos limites sejam
considerados em andlises de melhor qualidade com precisdo de dados mais fidedignos. Para
que no futuro, ndo acarrete em problemas de satde publica e ndo haja impactos no sistema de
producio (ANDRADE JUNIOR et al., 2018).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Aquisigéo das amostras

Farinhas de berinjela de quatro marcas distintas (Figura 6) (duas comercializadas a
granel e duas embaladas a véacuo), foram obtidas a partir de lojas especializadas na regido
metropolitana do Recife nos meses de setembro, outubro e novembro de 2017. As embalagens
avacuo pertenciam a trés lotes distintos. As amostras a granel foram coletadas e acondicionadas
em sacos plasticos do proprio comerciante, enquanto que as embaladas a vacuo foram obtidas
de embalagens de 100g, devidamente acondicionadas pelo fabricante. Ao todo, foram

analisadas 12 amostras. As amostras foram analisadas em até 24h ap6s terem sido adquiridas.

Figura 6 - Farinhas de berinjela. F1= Farinha 1, embalada a vacuo; F2= Farinha 2, a granel; F3= Farinha 3,
embalada a vacuo; F4=Farinha 4, a granel.
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3.2 Isolamento dos fungos

A analise dos fungos contaminantes das farinhas foi realizada através da contagem das
Unidades Formadoras de Coldnias por grama de alimento (UFC/g) observadas pelo
plagueamento em superficie, utilizando-se a diluicdo de 25g de cada amostra em 225mL de
agua peptonada 0,1% (1:10). A seguir, foram feitas dilui¢des de 1:100 e 1:1000, realizando-se
3 repeticOes. De cada uma das diluicGes foram retiradas e transferidas aliquotas de 1mL para
os meios de cultura Agar Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol (DRBC), Agar Dicloran
Glicerol 18% (DG18) e Agar Malte Sal (®), em triplicata (KING et al., 1979; NEVES, 2013).

As placas foram mantidas em estufa incubadora por 10 dias a 25°C * 1, sendo posteriormente
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contadas as colonias existentes. Ao todo, foram analisadas 108 placas de Petri. Os diferentes
morfotipos coloniais foram isolados em tubos de ensaio com meio de cultura Batata Dextrose
Agar (BDA) e Extrato de Malte (MEA) (KERN & BLEVIS, 1999).

3.3 Identificacdo morfoldgica

Para a identificacdo dos fungos por analise morfoldgica foi utilizada metodologia
especifica e literatura descrita por Pitt (1991), Klich (2002), Samson & amp; Frisvad (2004) e
Samson & amp; Houbraken (2011). Foram observadas caracteristicas macroscopicas
(coloracdo, aspecto e diametro das coldnias) e microscopicas (microestruturas somaticas e
reprodutivas) (PITT, 1991; SAMSON & FRISVAD, 2004).

3.4 Identificacdo por biologia molecular

Os isolados utilizados nos testes micotoxigénicos foram selecionados para identificagdo
molecular. Todas as espécies pertencentes aos géneros Aspergillus, Penicillium e Paecilomyces
foram caracterizadas e confirmadas por meio de ferramentas moleculares. Os fungos
representativos de outros géneros foram identificados até nivel do género por ndo apresentarem

carater produtivo das micotoxinas estudadas.

3.4.1 Extracdo de DNA, PCR e sequenciamento

A extracdo de DNA gendmico foi realizada utilizando o Wizard Genomic DNA
Purification Kit — Promega seguindo as recomendac¢des do fabricante. A regido génica B-tubulin
(BenA) foi amplificada para todos os isolados utilizando os primers Bt2a e Bt2b (GLASS &
DONALDSON, 1995) e as condicdes de PCR descritas por Visagie et al. (2014). Os produtos
de PCR foram purificados com as enzimas Exonuclease | e Fosfatase Alcalina contidas no kit
Illustra ExoProStar 1-Step (GE Healthcare), conforme as orientacdes do fabricante, e
posteriormente enviados para sequenciamento com 0s mesmos primers usando o kit BigDye®
Terminator v. 3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA) na Plataforma Multiusuaria de Sequenciamento e Expressdo Génica do Centro de

Ciéncias Bioldgicas da UFPE.
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3.4.2 Andlises filogenéticas

As sequéncias de nucleotideos, de ambos os sentidos, foram editadas e montadas,
usando o programa SeqMan v.10.0.1. e analisadas no programa BLASTn na plataforma do
banco de dados NCBI. O banco de sequéncias de cada género foi gerado utilizando sequéncias
de material tipo previamente publicadas no NCBI. As sequéncias obtidas neste estudo foram
alinhadas utilizando o programa MAFFT (KATOH et al., 2005) e os alinhamentos foram
manualmente otimizados com o programa MEGA 7 (TAMURA et al., 2011). Os modelos de
substituicdo nucleotidica foram determinados usando o jModelTest v. 2.1.7 (POSADA, 2008).
As andlises filogenéticas de maxima verossimilhanca (ML) foram realizadas usando o
programa RaxML-VI-HPC v. 7.0.3 (STAMATAKIS, 2006) e a analise de Bayesian (BI) no
programa MrBayes v.3.2.1 (RONQUIST et al.,, 2012). As arvores filogenéticas foram
visualizadas usando o programa FigTree v. 1.1.2 (RAMBAUT, 2009) e foram editadas no
Adobe Illustrator v.CS5.1. Para analises combinadas, os alinhamentos individuais foram
concatenados usando o programa Mesquite v3.04 (MADDISON & AMP; MADDISON, 2016).

3.5 Deteccdo da producgdo de micotoxinas pelas espécies de Aspergillus, Penicillium e

Paecilomyces

Para a producdo das micotoxinas, 0s isolados foram inoculados em meios especificos,
para OTA o meio de inducdo foi o Extrato de Levedura Sacarose (YES) e para AFLA Bl e B2
Extrato de Malte (MEA). As placas foram incubadas a 25 °C durante 10 dias. Logo apds essa
etapa, cinco fragmentos de 5mm foram retirados e transferidos para frascos de vidro ambarino
de 4 ml de capacidade, aos quais foram acrescentados 2 ml de acetonitrila. O material foi entdo
sonicado, e os extratos foram filtrados através de filtros de seringa PFTE de 0,45 um, mantidos
a 4 ° C e, em seguida, analisados por UPLC-MS (cromatografia liquida de ultra performance
acoplada a espectrometria de massas) (BRAGULAT et al., 2008).

As amostras foram analisadas no Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste
(CETENE) utilizando o sistema de cromatografia liquida de ultra performance Acquity H-Class
(Waters). Foi empregada uma coluna HSS T3 2,1 x 100 mm e tamanho de particula de 1,8um.
As fases moveis utilizadas consistiram de solucdo aquosa contendo 2% de acetonitrila, 5 mM
de formiato de amdnio e 0,1% de &cido férmico (eluente A) e solucdo de ACN contendo 0,1%
de &cido formico (eluente B), que foram bombeadas a uma vazao de 0,4 ml/min. A eluigdo foi

realizada em modo gradiente e a condicéo inicial (90% A/ 10% B) foi mantida por 3 minutos.
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A proporcao de B foi aumentando linearmente para 70% até 10 minutos, seguida do aumento
imediato para 90% de B, se mantendo em 90% de B por dois minutos, seguida da imediata
diminuigdo para 10% de B, onde foi mantida até 15 minutos. Dez microlitros de amostra foram
injetados. A temperatura da coluna foi mantida a 40 °C e o auto injetor a 10 °C. O sistema UPLC
foi acoplado a um espectrometro de massa single quadrupolo SQ Detector 2 (Waters). A
voltagem do capilar foi de 3,5 Kv, a voltagem do cone 30 V, a temperatura de dessolvatacao
foi de 150 °C, com fluxo de gas da fonte de 800 L/h e fluxo do cone de 150 L/h. A aquisicéo
dos dados foi feita em modo fullscan, buscando massas entre 100 e 1000 Da, em ionizacéao
positiva. A aquisicdo dos cromatogramas e espectros de massas foi feita através do software
MassLynx™ (Waters). Os padroes das micotoxinas AFLA B1, B2 e OTA foram obtidos da
Sigma-Aldrich.

3.6 Deteccdo de AFLA B1, B2 e OTA em farinhas de berinjela

Para extracdo das Aflatoxina B1 e B2 das farinhas de berinjela, utilizaram-se 25 g de
cada amostra, que foi acrescida em 100 ml de acetonitrila:agua (84:16, v / v), e mantida em
homogeneizacdo em agitador orbital por 60 minutos. Ap6s a homogeneizacao, a mistura foi
filtrada em papel tipo Whatman n° 4. Purificou-se o filtrado com o uso de colunas Mycosep 226
(Romer Labs®), seguindo as instrucdes do fabricante. No momento da utilizacdo, os extratos
foram redissolvidos em 200 pL da fase movel. A detec¢ao e quantificagao de aflatoxinas de
cada amostra foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) de acordo com
Truckess et al. (1994). Uma aliquota (200 pl) foi derivatizada com 700uL de acido
trifluoroacético-acido acético-agua (20:10:70, v/v). Separacbes cromatograficas foram
realizadas em fase reversa com uso de coluna C18 (Supelcosil™, 150 x 4,6 mm id, tamanho de
particulas de 5 um, Supelco). A fase movel empregada foi acetonitrila:metanol:agua (1:1:4 v/
v / v), o volume injetado foi de 20 ul e o fluxo foi de 1,0 mL por minuto. A detec¢do das
aflatoxinas foi por detector de fluorescéncia utilizando um comprimento de onda de 360 nm de
excitacdo e 440 nm de emissao. O limite de detec¢do do método foi de 1 ng/g.

Para extracdo de ocratoxina A das farinhas de berinjela, utilizaram-se 25 g de cada
amostra, que foi acrescida em 100 ml de acetonitrila:dgua (84:16, v / v), e mantida em
homogeneizacdo em agitador orbital por 60 minutos. Apds a homogeneizacao, a mistura foi
filtrada em papel tipo Whatman n° 4. Purificou-se o filtrado com o uso de colunas Mycosep 229
(Romer Labs®), seguindo as instruc¢des do fabricante. No momento da utilizagdo, os extratos

foram redissolvidos em 200 pl da fase movel. A detecgdo e quantificacdo de ocratoxina A de
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cada amostra foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) de acordo com
Scudamore e MacDonald (1998). Separagdes cromatograficas foram realizadas em fase reversa
com uso de coluna C18 (Supelcosil™, 150 x 4,6 mm id, tamanho de particulas de 5 pm,
Supelco). A fase mdvel empregada foi acetonitrila:dgua:acido acético (57:41:2 v/ v/ v), o
volume injetado foi de 20 pl e o fluxo foi de 1,0 ml por minuto. A deteccdo de OTA foi por
detector de fluorescéncia utilizando um comprimento de onda de 330 nm de excitagdo e 460
nm de emissdo. O limite de detec¢do do método foi de 1 ng/g.

Os valores da area de pico foram plotados em relacdo a concentragdo e as curvas de
calibragdo para cada micotoxina (AFB1, AFB2 e OTA) foram construidas usando método dos
minimos quadrados para regressdo linear. O coeficiente de correlacdo ® e o coeficiente de
determinacdo (R2) também foram calculados. O limite de deteccdo (LOD), a menor
concentracdo que produz uma resposta diferencavel do ruido, foi determinada usando a relacao
sinal-ruido de 3:1 e o limite de quantificacdo (LOQ) foi calculado como a concentra¢do minima

calculada usando a relacdo sinal-ruido de 10:1.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Unidades Formadoras de Colonias de fungos por grama de farinhas de berinjela (UFC/g)

Todas as amostras de farinha de berinjela avaliadas apresentaram contaminagao por
fungos filamentosos (Tabela 4). Dentre as farinhas analisadas, a farinha 1, embalada a vacuo,
apresentou o maior nimero de UFC (3,5x103), sendo a farinha 4, vendida a granel, aquela com
menor nimero de UFC (2x10%). Lemos et al. (2001) isolando fungos em farinha de milho e
mandioca, encontrou os diferentes valores de 2,91x102 UFC/g e 2,36x10? UFC/g, para as
farinhas embaladas e as a granel sucessivamente, e justifica que esses resultados podem ser
explicados pela ma manipulacdo do produto em suas etapas de producdo. Atualmente a
legislagdo Brasileira ndo determina o limite maximo de fungos e leveduras para farinhas de
berinjela.

Borges et al. (2009), estudando a presenga de microrganismos em farinha de banana,
encontraram o valor de <10 UFC/g para fungos filamentosos e leveduras, e reiteram que,
durante o processamento das bananas para obtencéo da farinha foram utilizadas boas praticas
de fabricacdo. Segundo Ferreira et al. (2004) a contaminacdo dos alimentos por bactérias e
fungos patogénicos, pode ocorrer durante todas as etapas da producdo, desde a coleta até a
obtencdo do produto final. Deste modo, de acordo com Doria (2017), a analise microbiologica
de alimentos como as farinhas pode fornecer informacgdes importantes sobre sua qualidade, suas

condicdes de processamento, armazenamento e distribuicao.

Tabela 4 — Numero de Unidades Formadoras de Colénias de fungos filamentosos por grama (UFC/g) de farinhas

de berinjela.
Farinhas de berinjela Amostras das farinhas de berinjela
1 2 3
Farinha 1 (embalada a vacuo) 3,5x 103 3x103 2,6 x 102
Farinha 2 (embalada a granel) 8 x 10t 6 x 10t 6 x 10t
Farinha 3 (embalada a vacuo) 2,1 x10? 7 x 10t 2,3 x102
Farinha 4 (embalada a granel) 2,5x10? 1 x10? 2 x 10t

Fonte: A autora (2019).

Nossos resultados de UFC/g nas diferentes amostras de farinha de berinjela se

mostraram constantes. Em seu estudo, Almeida et al. (2005), ao avaliarem a vida atil de
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prateleira da farinha de mandioca, constataram que ap6s 180 dias de armazenamento, a farinha
apresentou um baixo nivel de coldnias de bolores e leveduras. Neto et al. (2004), obtiveram
3x10% UFC/g em amostras de farinha de mandioca armazenadas por 30 dias, corroborando
nossos resultados e afirmando que, hd uma relativa estabilidade ou, em sua grande maioria, uma
reducdo nas contagens, o que pode ser explicado pela baixa umidade das amostras, resultando
em condicdes impréprias para o desenvolvimento de algumas espécies de fungos filamentosos.

O menor valor de UFC/g foi obtido das amostras da farinha 4 (2x10%), resultado
semelhante foi encontrado por Almeida et al. (2005), ao analisarem 26 amostras de farinhas de
mandioca coletadas de unidades tradicionais em Alcantara/Maranhdo e obtiveram os valores
emtorno de 0 a 87 UFC gl. Estes afirmam que a farinha torrada se apresenta como um substrato
de baixo potencial para o desenvolvimento desses microrganismos.

Ao analisarem a qualidade microbiologica de amostras de farinha de banana da cultivar
prata, Monteiro et al. (2011), obtiveram em suas amostras a contagem de <1x102 UFC/g para
fungos filamentosos e bactérias leveduriformes, péde-se observar que obtivemos resultados
parecidos na amostra 2 da farinha de berinjela 4. Os autores afirmam que hd uma eficacia na
producdo da farinha, quanto a qualidade higiénico sanitaria, concluindo que a mesma se
configura uma excelente alternativa para comercializacdo e/ou utilizacdo no preparo de
inimeros alimentos, sem comprometer a qualidade de seus produtos junto a saude do
consumidor.

Posseti e Dutra (2011), avaliando a qualidade microbioldgica da farinha de berinjela,
encontraram uma baixa contagem de fungos filamentosos e leveduras de 5x10?> UFC/g, valor
esse considerado dentro do padrdo, e afirmam que a baixa presenca fungica na farinha séo de
grande importancia para consumo da mesma, no presente estudo, o valor maximo de UFC/g
encontrado foi de 3,5x10% UFC/g nas amostras de um dos lotes da farinha 1 (Tabela 4). Com
base nos resultados, podemos afirmar que os valores de UFC/g de farinha de berinjela
encontrados estdo de acordo com a legislacdo vigente, onde o limite permitido para fungos
filamentosos e leveduras em farinhas é de 10* UFC/g (BRASIL, 1998).

4.2 Fungos filamentosos isolados de farinhas de berinjela

Das 12 amostras de farinha analisadas, foram isolados e identificados 96 fungos de sete
diferentes géneros, e 27 espécies, sendo Aspergillus (19 espécies), Cladosporium (1 espécie),

Mucor (1 espécie), Paecilomyces (2 espécies), Penicillium (2 espécies), Rhizopus (1 espécie) e
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Syncephalastrum (1 espécie) (Tabela 5). O género Aspergillus foi 0 mais encontrado em todas
as amostras analisadas, tanto em termo de UFC quanto em nimero de espécies. Segundo Silva
et al. (2009), é comum encontrar em alimentos como farinhas o desenvolvimento de espécies
fungicas pertencentes em sua maioria aos géneros Aspergillus e Penicillium, que conhecidos

por serem fungos de armazenamento.

Tabela 5 - Namero de isolados das espécies de fungos filamentosos provenientes de farinhas de berinjela
comercializadas em Recife, Pernambuco.

(Continua)
Fungos filamentosos N° de isolados nas farinhas N° total por espécie
F1 F2 F3 F4

Aspergillus aureoterreus - - 1 - 1
A. chevalieri 3 3 1 4 11
A. flavus 2 - 1 - 3
A. fumigatus 1 - - - 1
A. hongkongensis - - - 1 1
A. luchuensis 2 3 - - 5
A. montevidensis - 3 - - 3
A. niger 3 2 - - 5
A novoparasiticus 3 - 3 - 6
A ochraceus 1 - - - 1
A. pseudoglaucus 3 4 - 1 8
A. ruber - - - 2 2
A. steynii 1 - - - 1
A. subalbidus 1 - - - 1
A sydowii - - - 1 1
A. tamarii 3 - 2 - 5
A. tubingensis 2 1 2 - 5
A. versicolor 1 - - 1 2
A. welwitschiae - - 1 - 1
Cladoporium sp. 2 1 - - 3
Mucor circinelloides f. - - - 2 2
Paecilomyces variotti 3 2 - - 5
P. formosus 1 - - - 1
Penicillium citrinum - - 3 2 5
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Tabela 5 - Namero de isolados das espécies de fungos filamentosos provenientes de farinhas de berinjela
comercializadas em Recife, Pernambuco.
(Concluséo)

Fungos filamentosos N° de isolados nas farinhas N° total por espécie
F1 F2 F3 F4
P. chermesinum - 1 - - 1
Rhizopus sp. - 3 7 4 14
Syncephalastrum racemosum - - - 2 2
Total de isolados 32 23 21 20 96
Total de espécies 16 10 9 10 27

Fonte: A autora (2019). F1, F2, F3 e F4: Farinhas 1,2,3,4; (*): Presenca da espécie; (-): Auséncia da espécie.

Espécies do género Aspergillus geralmente sdo conhecidas pelos prefixos osmo, xero
ou halotolerantes. Sdo cosmopolitas e sdo isolados dos mais diversos lugares, no ar, poeira
doméstica, cereais, produtos alimenticios com altas concentragdes de aglicar, COmo Xaropes,
geléias, produtos salgados de carne, alimentos secos, racdes, artigos de couro e etc. (BLASER
1980, CHELKOWSKI et al., 1987, RAPER & FENNELL 1965, PITT & HOCKING 2009,
SAMSON et al., 2010, GRECO et al., 2015).

As espécies de Aspergillus chevalieri, A. montevidensis, A. proliferans, A.
pseudoglaucus e A. ruber isoladas no presente estudo, tém sido relatadas em alimentos muito
frequentemente (PITT & HOCKING 2009, SAMSON et al., 2010, GRECO et al., 2015). Essas
espécies podem crescer em substratos com baixissima presenca de umidade, como a farinha de
berinjela analisada nesse estudo (NAGEL & SEMENIUK et al., 1947, RAPER & FENNELL
1965).

Dharmaputra et al. (2016), verificando a presenca de fungos em noz moscada
encontraram com maior frequéncia as espécies de A. pseudoglaucus seguindo de A. chevaliere.
Neste estudo, Aspergillus chevaliere foi encontrado em todas as quatro farinhas de berinjela
analisadas, e A. pseudoglaucus em duas das quatro farinhas.

Cabanias et al. (2008), isolaram da farinha de trigo varias espécies fungicas, dentre elas
uma das principais foi Aspergillus versicolor. Essa espécie também foi encontrada e descrita
por Wareing et al. (2001) em produto seco da mandioca, em outro estudo, Clerk e Caurie (1968)
encontraram essa mesma espécie também em farinha de mandioca. Este fungo ja foi relatado
como produtor da micotoxina esterigmatocistina (WAREING et al., 2001). Nesta pesquisa, essa

espécie foi encontrada tanto na farinha de berinjela 1 quanto na farinha 4.
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Apenas duas espécies de Penicillium foram encontradas neste estudo, sdo elas P.
citrinum e P. chermesinum. Contudo, Mundim et al. (2014), ao analisarem a farinha de
mandioca da regido Amazonica, encontraram a presenga um pouco mais expressiva do género.
Espécies pertencentes a esse género sao comumente encontradas em etapas de armazenamento
e estdo associadas a perda da qualidade dos alimentos, além de serem potenciais produtoras de
OTA (GONCALVES et al., 2017).

Gashgari et al. (2010), avaliando amostras de farinha de trigo de supermercados na
regido da Arabia Saudita, encontraram uma diversidade fungica similar a que foi observada na
farinha de berinjela, na qual o género Aspergillus foi 0 mais recorrente. Os autores prospectaram
11 diferentes espécies pertencentes ao género Aspergillus, enquanto no presente estudo, foram
isoladas 19.

Tsang et al. (2016) isolando fungos de unhas humanas, causando onicomicoses
descreveram a espécie Aspergillus hongkongensis, como nova para a ciéncia. No presente
estudo, Aspergillus hongkongensis foi isolado da farinha de berinjela, sendo este o primeiro
relato de ocorréncia para a América Latina e, possivelmente, o segundo relato no mundo. Outro
isolado que foi descrito pela primeira vez por Visagie (2014), em amostras de poeira, A.
subalbidus, foi também por nos isolado nas amostras de farinha de berinjela sendo o primeiro
relato dessa espécie para o Brasil.

De acordo com Santos et al. (2016), as farinhas a venda em panificadoras ficam
armazenadas a temperatura ambiente em prateleiras, expostas a insetos como moscas e formigas
aos produtos. E afirma que, mesmo com todos o0s cuidados, € preciso ter sempre uma prevencao
maior com higienizacdo do ambiente e manipulacdo dos produtos. Desta forma, se faz
necessario o conhecimento prévio das espécies que podem deteriorar 0s grupos de alimentos,
as fontes de contaminacdo e conhecer os métodos de dispersdo dos propagulos fangicos para

definir as melhores formas de controle e prevencdo (BERNARDI, et al.,2019).
4.3 Deteccdo da producdo de micotoxinas pelos isolados fungicos
Dos isolados obtidos, apenas as espécies de Aspergillus, Paecilomyces e Penicillium

foram analisadas quanto a producdo das micotoxinas propostas. Dos 96 isolados, 75 foram

testados, dos quais apenas quatro foram produtoras (Tabela 6).



39

Tabela 6 - Producéo das micotoxinas AFLA B1, B2 e OTA por fungos isolados da farinha de berinjela.

Espécies N° deisolados AFLAB1 AFLAB2 OTA

Aspergillus aureoterreus 1 - - +

[N
[EEY

A. chevalieri

A. flavus - - -
A. fumigatus
A. hongkongensis
A. luchuensis
A. montevidensis
A. niger
A. novoparasiticus
A. ochraceus
A. pseudoglaucus
A. ruber
A. steynii
A. subalbidus
A. sydowii
A. tamarii
A. tubingensis
A. versicolor
A. welwitschiae
Paecilomyces formosus
P. variotti

Penicillium citrinum

= o1 O P P N O O P P P DN 0O kb OO0 O W Ol P P W
1
1
+

P. chermesinum

Fonte: A autora (2019). (+): Micotoxina produzida; (-): Micotoxina ndo produzida.

De acordo com Frisvad (2004), A. steynii esta inserida na secdo Circumdati e é
produtora de ocratoxina A. O presente estudo corrobora a afirmacédo de Frisvad (2004), no qual
foi observada a presenca da producao de OTA por A. steynii (Figura 7). Apesar do baixo nimero
de relatos em alimentos, essa espécie ja foi encontrada em grdos de café verde, soja e em
arroz produzindo OTA (VARGA et al., 2003; FRISVAD et al., 2004; VARGA et al., 2011;
GIL-SERNA et al., 2011).



40

Aspergillus secéo flavi € muito relatada na literatura como portadora de grandes espécies
produtoras de aflatoxinas, como por exemplo, Aspergillus novoparasiticus, essa estirpe é
conhecida pela producéo de aflatoxina B1 (GONCALVES et al., 2012; FRISVAD et al., 2019).
Esta espécie foi isolada a partir de duas das quatro farinhas analisadas neste estudo e foi positiva
para a producéo de AFBL.

Figura 7 - Cromatograma da producdo de Ocratoxina A por Aspergillus steynii.
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Fonte: A autora (2019).

As espécies xerofilicas A. chevalieri, A. pseudoglaucus, A. ruber, A. montevidensis e A.
pseudoglaucus sdo reconhecidas por ndo serem ocratoxigénicas e nem aflatoxigénicas
(BLASER et al., 1980, BACHMANN et al., 1979; VARGA et al., 2009). O presente estudo
corrobora os dados da literatura, uma vez que os isolados de farinha de berinjela
correspondentes a essas espécies ndo produziram OTA nem AFLA B1.

Cabanias et al. (2008), isolaram em farinha de trigo algumas espécies potencialmente
produtoras de OTA, dentre elas, A. niger e A. ochraceus, para as quais foram avaliadas o perfil
toxigénico, mas nenhuma demonstrou positividade. No presente estudo, os isolados
correspondentes a essas espécies também ndo produziram OTA. Contudo, a literatura possui
inimeros estudos onde essas espécies foram encontradas em alimentos produzindo essa
micotoxina (MAGNOLL, et al., 2006; AYDIN et al., 2008; GASHGARI et al., 2010). Tal fato
indica que a producdo de certa micotoxina por determinada espécie deve ser desencadeada por

condi¢cdes ambientais especificas.
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Segundo Frisvad et al. (2011), Aspergillus luchuensis e A. tubingensis ndo produzem
Ocratoxina A nem fumonisinas. A espécie A. tubingensis, é encontrada em diversos estudos
contaminando inimeros alimentos, porém, nunca relatada como produtora de OTA
(IAMANAKA, 2010). De acordo com a literatura, o potencial dessa espécie em produzir OTA
é incerto, contudo, em nosso estudo, A. tubingensis foi produtora de ocratoxina A.

Inimeros estudos apresentam a secao Terreus como possuidora de bons produtores de
micotoxinas, em relacdo a producdo da micotoxina OTA, uma das espécies mais conhecidas é
a A. terreus (VALMORBIDA, 2016). A espécie de A. aureoterreus nunca relatada na literatura
como produtora micotoxinas, em nosso estudo foi positiva para a OTA (Figura 8).

Em condicGes laboratoriais controladas visto que as condi¢fes 6timas de umidade e
temperatura para a producdo de micotoxinas sdo mais restritivas do que aquelas para o
crescimento de fungos, nem todas as estirpes de uma dada espécie irdo produzir micotoxinas, e
se tratando de culturas puras a producdo de micotoxinas é bastante consistente, desde que
usadas as condi¢cdes Otimas para o crescimento da especie em estudo. No entanto, a composicéo
do meio de cultura afeta grandemente a producgé@o de micotoxinas pelas estirpes (MAGNOLI et
al., 2007).

Figura 8 - Cromatograma da producdo de Ocratoxina A por A. aureoterreus.
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Fonte: A autora (2019).
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As diferencas encontradas na literatura sobre as condi¢fes 6timas de producdo de
aflatoxinas s&o provavelmente devido as diferencas nos meios utilizados e na linhagem flingica
estudada. E importante ressaltar que alguns fatores afetam o crescimento fingico e a biossintese
de micotoxinas, como os fatores ambientais, os diferentes substratos e a variacdo genética
natural dentro das cepas toxigénicas, além desses fatores, temos também os fatores nutricionais,
como fontes de carbono e nitrogénio, que séo bastante conhecidas por influenciar a produgéo
de micotoxinas (BUCHANAN & LEWIS, 1984; MUHLENCOERT et al., 2004; CALVO et
al., 2002; KLICH, 2007).

Segundo Lasram et al. (2016) a célula fangica de Aspergillus recebe muitos sinais
estimulantes do ambiente em seu desenvolvimento e na producdo de metabdlitos secundarios,
por isso, é de extrema importancia que a capacidade de produzir esses compostos in vitro seja
conhecida, para que assim, tenhamos uma melhor compreenséo das micotoxinas fungicas e
quando serdo biossintetizadas em diferentes condigdes e substratos, como também, obter um

maior conhecimento sobre as propriedades genéticas das espécies de fungos.

4.4 Deteccdo de AFLA B1, B2 e OTA em farinhas de berinjela

Todas as 12 amostras de farinha foram negativas para OTA, a amostra da farinha 1 (1°
lote) foi positiva para AFB1 e AFB2 e a as amostras da farinha 2 (1° e 2° lotes) foram positivas
para AFB1 (Tabela 7). Todas as demais foram negativas para as aflatoxinas testadas. Nessas
andlises de aflatoxinas nédo foi possivel realizar a quantificacéo pois os resultados foram maiores
que o limite de deteccdo (LOD), porém menores que o limite de quantificacdo (LOQ). Entéo so6
é possivel afirmar com precisdo que as amostras tinham a presenca destes analitos, mas nao é
possivel afirmar quanto.

Aydin et al. (2008) avaliando a presenca de AFLA em amostras de farinha de trigo da
Turquia, 45% das amostras de farinha de trigo continha AFLA total. Ao mesmo tempo, 15 das
95 amostras de farinha de trigo também estavam contaminadas com OTA. Abdullah et al.
(1998) analisaram 83 amostras de farinha de trigo na Malasia e relataram que 21,7% das
amostras estavam contaminadas com AFLAS, 1,2% das amostras de farinha de trigo foram
positivas para AFB1 e 4,8% foram positivos para AFB2. Em nosso estudo, 33,3% do total de
nossas amostras de farinha de berinjela continham AFLA B1 e B2, onde 25 % foi detectada a
presenca de AFLA Bl e 8,3% a de AFLA B2.
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Tabela 7 - Micotoxinas AFLA B1, B2 e OTA identificadas em amostras de farinha de berinjela por CLAE.

Amostras Aflatoxina B1 Aflatoxina B2 Ocratoxina A
F1Al X X ND
F1A2 ND ND ND
F1A3 ND ND ND
F2A1 X ND ND
F2A2 X ND ND
F2A3 ND ND ND
F3Al ND ND ND
F3A2 ND ND ND
F3A3 ND ND ND
FAAL ND ND ND
FAA2 ND ND ND
FAA3 ND ND ND

Fonte: A autora (2019). X: Presenca da micotoxina; ND: Nao detectada.

Ediage et al. (2011) investigaram micotoxinas em amostras de farinha de mandioca pelo
método LC-MS/MS e verificaram a presenca de AFLBl1 e AFLB2, zearalenona,
diacetoxiscirpenol e beauvericina. Nossos resultados sdo semelhantes aos citados apenas pela
presenca de AFLs Bl e B2, presentes em uma amostra da farinha 1, respectivamente (Figura
9). Este € um achado importante, uma vez que a AFLB1 é considerada a mais potente
hepatocarcinogénica natural (IARC, 1993). Santos e Silva (2010) relatam que, entre as
micotoxinas, a AFLB1 é a mais comum em alimentos.

Kupski et al. (2014) avaliando a presenca de OTA em amostras de farinha de trigo,
encontraram baixos teores dessa micotoxina. Porém, Kumar et al. (2012) estudando a
ocorréncia de OTA em farinhas de trigo na India verificaram que 58% das amostras
apresentavam contaminacdo pela micotoxina, das quais 26% ultrapassaram o nivel maximo
permitido pela legislagdo Europeia de 5 pg.kg-'. No presente estudo, ndo foi detectada a
presenca de OTA nas amostras de farinha de berinjela analisadas, mesmo tendo como positiva
a producao dessa micotoxina pelas espécies encontradas. Segundo Fernandes et al. (2016), o
tipo de tratamento utilizado nos diferentes produtos alimenticios pode interferir nos niveis de

ocratoxina A.
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Figura 9 - Cromatograma da deteccdo da presenca de AFB1 e AFB2 na amostra F1A1, e de AFB1 nas amostras
F2Al e F2A2.
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Fonte: A autora (2019).

Em seu estudo, Kara et al. (2015), analisaram amostras de farinhas de milho, trigo e
arroz, quanto a presenca de OTA e AFLAs, onde todas as amostras estavam contaminadas com
concentracdes baixas de OTA, contudo, ndo detectaram a presenca de aflatoxinas na farinha de
trigo nem a farinha de arroz, e afirmam que a moagem a seco do milho e do trigo distribuiram
as aflatoxinas em diferentes partes da farinha. Santos (2008), estudando a presenca de
aflatoxinas em amostras de farinha de milho flocada pré-cozida, afirmam que a auséncia ou
baixa presenca de aflatoxinas na maioria das amostras analisadas pode ser justificadas ao fato
do seu tratamento de pré-cozimento. Resultado esses semelhantes aos obtidos neste estudo onde
poucas amostras foram positivas para a presenca destas micotoxinas nas amostras de farinha de
berinjela testadas.

Podemos observar em nosso estudo, que foi relatada a presenca de AFLA Bl e B2 nas
amostras das farinhas F1Al, F2Al e F2A2, porém, apenas uma espécie foi detectada
produzindo a AFLA B1, e a mesma nao foi isolada das farinhas F2A1 ou F2A2. Segundo
Borges et al. (2009), a presenca destas espécies produtoras de micotoxinas nao indicam
necessariamente a presenca de ocratoxina e aflatoxinas nos alimentos. Diversos fatores
influenciam na producdo das micotoxinas pelos fungos filamentosos, como composicao
quimica do alimento, atividade de agua, fatores culturais e ambientais. Por isso, é de extrema
importancia o isolamento e a identificacdo das espécies produtoras destes metabdlitos, bem
como andlise da presenca desses compostos nos alimentos para estudos mais aprofundados e
possivel garantia da seguranga dos produtos.

Ismail et al. (2018), apresentam resultados de estudos recentes que detectaram a

presenca de aflatoxinas em cereais e derivados do milho e amendoim, e afirma que, diversos
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esforgos sdo eficazes e consideraveis para a diminuicdo da contaminacdo de aflatoxinas em
alimentos, especialmente em paises desenvolvidos. Varios métodos para a descontaminag&o de
produtos alimentares por aflatoxinas foram projetados e estdo sendo investigados nos ultimos
anos. Segundo Halt (1994), produtos como pées, massas e bolos sdo consumidos todos os dias
e possuem em sua base, farinhas, por isso se faz necessario avaliar as fontes de contaminacao

desse tipo de produto em relacéo a presenca de fungos produtores de micotoxinas.
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5 CONCLUSOES

e Fungos filamentosos estdo presentes em farinhas de berinjela;

e O numero de Unidades Formadoras de Colbnias pode variar entre lotes e tipos de
embalagens de farinhas de berinjela;

e Farinhas de berinjela comercializadas em Recife-PE e relatadas neste estudo apresentam
baixa contaminacdo flngica, o que pode estar associado as boas préaticas aplicadas durante
a colheita da berinjela e/ou processamento da farinha;

e Aspergillus é o género mais frequente em farinhas de berinjela;

e Aspergillus steynii, A. aureoterreus e A. tubingensis procedentes de farinha de berinjela
produzirem Ocratoxina-A,

e Aspergillus novoparasiticus procedente de farinha de berinjela produz Aflatoxina B1;

e Ha a presenca de AFB1 e AFB2 em amostras de farinha de berinjela, porém em futuros
estudos, é importante a quantificacdo dessas micotoxinas, para que haja melhor
compreensdo do risco associado ao consumo;

e Se faz necessario o estudo da presenca de fungos micotoxigénicos em alimentos,
principalmente aqueles que ainda ndo foram relatados em literatura, a fim de fornecer dados
sobre a exposicdo, avaliacdo dos riscos para a saide humana associado a ingestéo de baixas
doses desses compostos toxicos por longos periodos de tempo;

e Aspergillus hongkongensis esta sendo relatado como primeira ocorréncia na América
Latina;

e Aspergillus subalbidus esta sendo relatado como primeira ocorréncia no Brasil,

e Aspergillus aureoterreus e A. tubingensis estdo sendo relatados como produtoras de OTA.
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	Analisando diferentes variedades de farinha de berinjela, Uthumporn et al. (2016), obtiveram resultados que mostram claramente a capacidade que a farinha possui de eliminar os radicais livres que são carcinogênicos para o corpo humano devido à prese...
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	As micotoxinas são metabólitos secundários tóxicos de baixo peso molecular que causam efeitos adversos à saúde em humanos e animais ao consumirem produtos contaminados. Esses compostos tóxicos são produzidos por fungos filamentosos que contaminam os...
	Hoje, mais de 300 micotoxinas com estruturas químicas e efeitos tóxicos são conhecidas, porém, algumas são mais encontradas em alimentos e por isso possuem uma atenção especial, pois são importantes no quesito de segurança alimentar por serem carcin...
	Desde a descoberta das aflatoxinas na década de 1960 e a constatação de que as micotoxinas estão intrínsecas às ocorrências de problemas de saúde geradas pelos efeitos potenciais desses compostos ao homem, o interesse cresce cada vez mais. Contudo, ...
	Tabela 2 - Estudos em alimentos onde foi detectada a presença de AFLA B1, B2 e OTA e seus efeitos ao homem.
	São inúmeros os relatos e estudos destes compostos associadas a grãos armazenados e rações para alimentação animal, poucos estudos se têm de micotoxinas em farinhas, contudo, é também nas etapas de armazenamento e conservação do produto que há contami...
	Os níveis dos compostos micotoxigênicos podem aumentar ou reduzir nos alimentos processados, tudo dependerá da forma como eles serão elaborados durante sua fabricação. Em sua grande maioria as micotoxinas são termo resistentes e podem ser ativadas no ...
	Com as mudanças climáticas, algumas culturas de interesse mundial podem mudar sua distribuição geográfica, aumentando assim, a presença de micotoxinas em matérias-primas e mercadorias armazenadas (MEDINA et al., 2017). O controle desses contaminantes ...
	2.3.1 Aflatoxinas
	As aflatoxinas são as micotoxinas mais estudadas no espectro das micotoxicoses, pois são conhecidas desde 1960, quando mais de 100 mil perus morreram na Inglaterra após ingerirem ração contendo amendoim importado da África e da América do Sul. A parti...
	As condições de seca podem favorecer a infecção por espécies de Aspergillus em certas regiões e aumentar o risco de formação de aflatoxina no campo. Sendo assim, as mudanças climáticas também podem contribuir indiretamente para o aumento dessa contami...
	Há mais de 20 aflatoxinas conhecidas, mas as quatro principais são a aflatoxina B1 (AFB1), aflatoxina B2 (AFB2), aflatoxina G1 (AFG1) e aflatoxina G2 (AFG2), por causa da sua fluorescência sob a luz ultravioleta (B=Blue, G=Green) e na sua mobilidade...
	As aflatoxinas podem ser passadas a pessoas e animais por produtos alimentícios, são encontradas com frequência em pães, massas, rações, amendoim, milho e sementes oleaginosas. Dependendo de sua concentração ela pode causar diferentes problemas tant...
	Figura 4 - Composição da cadeia química da Aflatoxina B1.
	Fonte: Santos (2014).
	Torovic (2018), avaliando a ocorrência de aflatoxinas em amostras de diferentes tipos de farinhas comercializadas na Sérvia, detectou a presença de AFB1 e AFG1 em farinhas de arroz. No Brasil, em 2002, a lista de alimentos com Limites Toleráveis (LT...
	Níveis excessivos de aflatoxinas em alimentos de países não industrializados e de baixa renda são uma grande preocupação. Ainda hoje, diversas áreas da engenharia tentam buscar soluções e técnicas para diminuição, o controle e o manejo das aflatoxinas...
	2.3.2 Ocratoxina A
	A ocratoxina A (OTA) também é considerada um metabólito secundário, produzido por apenas espécies de fungos filamentosos dos gêneros Aspergillus e Penicillium, é encontrado com uma grande constância em diversos alimentos e bebidas, incluindo o vinho...
	Essa micotoxina, quando ingerida, permanece no organismo por um longo período, tendo uma meia vida de 35 dias em humanos, de 72 a 120 horas em porcos e de 77 horas em animais ruminantes (AL-ANATI & PETZINGER, 2006). Em níveis altos, essa micotoxina ...
	A OTA é um penta-cetáceo derivado da família de diidroisocumarinas acoplada à b-fenilalanina por uma ligação amida através do grupo 7-carboxi (Figura 5), além da OTA, existem outras micotoxinas pertencentes ao grupo das ocratoxinas, são conhecidas c...
	A OTA foi descoberta como um metabólito de Aspergillus ochraceus, de onde deriva seu nome, em 1965. Logo depois, inúmeras espécies de Aspergillus e de Penicillium foram descobertas também como produtoras da micotoxina, são elas, A. alliaceus, A. auric...
	Figura 5 - Composição da cadeia química da Ocratoxina A.
	Fonte: Santos (2014). (1)
	Segundo Valmorbida (2016), nos últimos anos, houve um aumento do número de estudos sobre a produção de ocratoxina A pelos membros de Aspergillus seção Nigri, logo após a sua primeira publicação em 1994 por Abarca et al. A presença dessas espécies é...
	Portanto, a produção de OTA está intimamente associada às condições ambientais, podendo acontecer no processamento pós-colheita, durante a secagem, o transporte ou no armazenamento do alimento (ALVES et al., 2011). Kupski et al. (2018), apresentam res...
	Devido à grande constância da presença dessa micotoxina em produtos alimentícios, inúmeros países vêm adotando ano após ano regulamentações mais adequadas, evitando assim, os efeitos da micotoxina a longo prazo. Contudo, estudos com uma melhor compree...
	Elaridi et al. (2019), avaliando a presença de OTA e outras toxinas em farinhas de trigo afirmam que, existem condições, como o calor e umidade, que promovem o crescimento de fungos nas farinhas durante as etapas de produção associadas ao armazenament...
	2.3.3 Legislação brasileira para micotoxinas
	A presença de micotoxinas nos alimentos acarreta uma grande preocupação, por isso, a quantidade das doses máximas de micotoxinas permitidas são difíceis de determinar, contudo, a legislação serve para preservar a saúde dos consumidores e os produtos d...
	A necessidade de uma legislação que imponha limites quanto à concentração de micotoxinas nos alimentos é necessária em todos os lugares, principalmente nos países industrializados. Os governos nacionais e as organizações internacionais possuem papel f...
	No Brasil, os níveis de micotoxinas nos alimentos devem estar os mais baixos possíveis como determina a resolução nº 07/2011 da ANVISA, onde o manejo e tecnologias avançados devem ser utilizados na produção, manipulação, armazenamento, processamento e...
	Tabela 3 - Limites máximos toleráveis para concentração de micotoxinas em alimentos no Brasil.
	Fonte: Brasil (2011); Bryden (2012).
	A primeira legislação brasileira para as aflatoxinas foi publicada em 1976, estabelecendo um limite tolerável de 30 mg/kg para AFB1 para todos os alimentos e rações (BRASIL, 1978). Em 2011 foi criada a resolução RDC Nº 7/2011, estabelecendo limites má...
	Devido à grande variedade de alimentos contaminados por fungos, são necessários ajustes consideráveis da legislação brasileira, por isso, a regulamentação para micotoxinas em alimentos continua sofrendo alterações, fazendo assim, com que novos limites...
	3 MATERIAIS E MÉTODOS
	3.1 Aquisição das amostras
	Farinhas de berinjela de quatro marcas distintas (Figura 6) (duas comercializadas à granel e duas embaladas à vácuo), foram obtidas a partir de lojas especializadas na região metropolitana do Recife nos meses de setembro, outubro e novembro de 2017. A...
	Figura 6 - Farinhas de berinjela. F1= Farinha 1, embalada à vácuo; F2= Farinha 2, a granel; F3= Farinha 3,
	embalada à vácuo; F4=Farinha 4, a granel.
	Fonte: A autora (2019).
	3.2 Isolamento dos fungos
	A análise dos fungos contaminantes das farinhas foi realizada através da contagem das Unidades Formadoras de Colônias por grama de alimento (UFC/g) observadas pelo plaqueamento em superfície, utilizando-se a diluição de 25g de cada amostra em 225mL de...
	3.3 Identificação morfológica
	Para a identificação dos fungos por análise morfológica foi utilizada metodologia específica e literatura descrita por Pitt (1991), Klich (2002), Samson & amp; Frisvad (2004) e Samson & amp; Houbraken (2011). Foram observadas características macroscóp...
	3.4 Identificação por biologia molecular
	Os isolados utilizados nos testes micotoxigênicos foram selecionados para identificação molecular. Todas as espécies pertencentes aos gêneros Aspergillus, Penicillium e Paecilomyces foram caracterizadas e confirmadas por meio de ferramentas moleculare...
	3.4.1 Extração de DNA, PCR e sequenciamento
	A extração de DNA genômico foi realizada utilizando o Wizard Genomic DNA Purification Kit – Promega seguindo as recomendações do fabricante. A região gênica β-tubulin (BenA) foi amplificada para todos os isolados utilizando os primers Bt2a e Bt2b (G...
	3.4.2 Análises filogenéticas
	As sequências de nucleotídeos, de ambos os sentidos, foram editadas e montadas, usando o programa SeqMan v.10.0.1. e analisadas no programa BLASTn na plataforma do banco de dados NCBI. O banco de sequências de cada gênero foi gerado utilizando sequênc...
	3.5 Detecção da produção de micotoxinas pelas espécies de Aspergillus, Penicillium e Paecilomyces
	Para a produção das micotoxinas, os isolados foram inoculados em meios específicos, para OTA o meio de indução foi o Extrato de Levedura Sacarose (YES) e para AFLA B1 e B2 Extrato de Malte (MEA). As placas foram incubadas a 25  C durante 10 dias. Logo...
	As amostras foram analisadas no Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste (CETENE) utilizando o sistema de cromatografia líquida de ultra performance Acquity H-Class (Waters). Foi empregada uma coluna HSS T3 2,1 x 100 mm e tamanho de partícula de...
	3.6 Detecção de AFLA B1, B2 e OTA em farinhas de berinjela
	Para extração das Aflatoxina B1 e B2 das farinhas de berinjela, utilizaram-se 25 g de cada amostra, que foi acrescida em 100 ml de acetonitrila:água (84:16, v / v), e mantida em homogeneização em agitador orbital por 60 minutos. Após a homogeneização,...
	Para extração de ocratoxina A das farinhas de berinjela, utilizaram-se 25 g de cada amostra, que foi acrescida em 100 ml de acetonitrila:água (84:16, v / v), e mantida em homogeneização em agitador orbital por 60 minutos. Após a homogeneização, a mi...
	Os valores da área de pico foram plotados em relação à concentração e as curvas de calibração para cada micotoxina (AFB1, AFB2 e OTA) foram construídas usando método dos mínimos quadrados para regressão linear. O coeficiente de correlação ® e o coef...
	4 RESULTADOS E DISCUSSÃO
	4.1 Unidades Formadoras de Colônias de fungos por grama de farinhas de berinjela (UFC/g)
	Todas as amostras de farinha de berinjela avaliadas apresentaram contaminação por fungos filamentosos (Tabela 4). Dentre as farinhas analisadas, a farinha 1, embalada à vácuo, apresentou o maior número de UFC (3,5x10³), sendo a farinha 4, vendida à gr...
	Borges et al. (2009), estudando a presença de microrganismos em farinha de banana, encontraram o valor de <10 UFC/g para fungos filamentosos e leveduras, e reiteram que, durante o processamento das bananas para obtenção da farinha foram utilizadas boa...
	Tabela 4 – Número de Unidades Formadoras de Colônias de fungos filamentosos por grama (UFC/g) de farinhas
	de berinjela.
	Fonte: A autora (2019). (1)
	Nossos resultados de UFC/g nas diferentes amostras de farinha de berinjela se mostraram constantes. Em seu estudo, Almeida et al. (2005), ao avaliarem a vida útil de prateleira da farinha de mandioca, constataram que após 180 dias de armazenamento, a ...
	O menor valor de UFC/g foi obtido das amostras da farinha 4 (2x10¹), resultado semelhante foi encontrado por Almeida et al. (2005), ao analisarem 26 amostras de farinhas de mandioca coletadas de unidades tradicionais em Alcântara/Maranhão e obtiveram ...
	Ao analisarem a qualidade microbiológica de amostras de farinha de banana da cultivar prata, Monteiro et al. (2011), obtiveram em suas amostras a contagem de <1x10² UFC/g para fungos filamentosos e bactérias leveduriformes, pôde-se observar que obtive...
	Posseti e Dutra (2011), avaliando a qualidade microbiológica da farinha de berinjela, encontraram uma baixa contagem de fungos filamentosos e leveduras de 5x102 UFC/g, valor esse considerado dentro do padrão, e afirmam que a baixa presença fúngica na ...
	4.2 Fungos filamentosos isolados de farinhas de berinjela
	Das 12 amostras de farinha analisadas, foram isolados e identificados 96 fungos de sete diferentes gêneros, e 27 espécies, sendo Aspergillus (19 espécies), Cladosporium (1 espécie), Mucor (1 espécie), Paecilomyces (2 espécies), Penicillium (2 espéci...
	Tabela 5 - Número de isolados das espécies de fungos filamentosos provenientes de farinhas de berinjela
	comercializadas em Recife, Pernambuco.
	(Continua)
	Tabela 5 - Número de isolados das espécies de fungos filamentosos provenientes de farinhas de berinjela (1)
	comercializadas em Recife, Pernambuco. (1)
	(Conclusão)
	Fonte: A autora (2019). F1, F2, F3 e F4: Farinhas 1,2,3,4; (*): Presença da espécie; (-): Ausência da espécie.
	Espécies do gênero Aspergillus geralmente são conhecidas pelos prefixos osmo, xero ou halotolerantes. São cosmopolitas e são isolados dos mais diversos lugares, no ar, poeira doméstica, cereais, produtos alimentícios com altas concentrações de açúca...
	As espécies de Aspergillus chevalieri, A. montevidensis, A. proliferans, A. pseudoglaucus e A. ruber isoladas no presente estudo, têm sido relatadas em alimentos muito frequentemente (PITT & HOCKING 2009, SAMSON et al., 2010, GRECO et al., 2015). Es...
	Dharmaputra et al. (2016), verificando a presença de fungos em noz moscada encontraram com maior frequência as espécies de A. pseudoglaucus seguindo de A. chevaliere. Neste estudo, Aspergillus chevaliere foi encontrado em todas as quatro farinhas de...
	Cabañas et al. (2008), isolaram da farinha de trigo várias espécies fúngicas, dentre elas uma das principais foi Aspergillus versicolor. Essa espécie também foi encontrada e descrita por Wareing et al. (2001) em produto seco da mandioca, em outro estu...
	Apenas duas espécies de Penicillium foram encontradas neste estudo, são elas P. citrinum e P. chermesinum. Contudo, Mundim et al. (2014), ao analisarem a farinha de mandioca da região Amazônica, encontraram a presença um pouco mais expressiva do gêner...
	Gashgari et al. (2010), avaliando amostras de farinha de trigo de supermercados na região da Arábia Saudita, encontraram uma diversidade fúngica similar à que foi observada na farinha de berinjela, na qual o gênero Aspergillus foi o mais recorrente....
	Tsang et al. (2016) isolando fungos de unhas humanas, causando onicomicoses descreveram a espécie Aspergillus hongkongensis, como nova para a ciência. No presente estudo, Aspergillus hongkongensis foi isolado da farinha de berinjela, sendo este o prim...
	De acordo com Santos et al. (2016), as farinhas a venda em panificadoras ficam armazenadas à temperatura ambiente em prateleiras, expostas a insetos como moscas e formigas aos produtos. E afirma que, mesmo com todos os cuidados, é preciso ter sempre u...
	4.3 Detecção da produção de micotoxinas pelos isolados fúngicos
	Dos isolados obtidos, apenas as espécies de Aspergillus, Paecilomyces e Penicillium foram analisadas quanto à produção das micotoxinas propostas. Dos 96 isolados, 75 foram testados, dos quais apenas quatro foram produtoras (Tabela 6).
	Tabela 6 - Produção das micotoxinas AFLA B1, B2 e OTA por fungos isolados da farinha de berinjela.
	Fonte: A autora (2019). (+): Micotoxina produzida; (-): Micotoxina não produzida.
	De acordo com Frisvad (2004), A. steynii está inserida na seção Circumdati e é produtora de ocratoxina A. O presente estudo corrobora a afirmação de Frisvad (2004), no qual foi observada a presença da produção de OTA por A. steynii (Figura 7). Apesar ...
	Aspergillus seção flavi é muito relatada na literatura como portadora de grandes espécies produtoras de aflatoxinas, como por exemplo, Aspergillus novoparasiticus, essa estirpe é conhecida pela produção de aflatoxina B1 (GONÇALVES et al., 2012; FRISVA...
	Figura 7 - Cromatograma da produção de Ocratoxina A por Aspergillus steynii.
	Fonte: A autora (2019). (2)
	As espécies xerofílicas A. chevalieri, A. pseudoglaucus, A. ruber, A. montevidensis e A. pseudoglaucus são reconhecidas por não serem ocratoxigênicas e nem aflatoxigênicas (BLASER et al., 1980, BACHMANN et al., 1979; VARGA et al., 2009). O presente es...
	Cabañas et al. (2008), isolaram em farinha de trigo algumas espécies potencialmente produtoras de OTA, dentre elas, A. niger e A. ochraceus, para as quais foram avaliadas o perfil toxigênico, mas nenhuma demonstrou positividade. No presente estudo, os...
	Segundo Frisvad et al. (2011), Aspergillus luchuensis e A. tubingensis não produzem Ocratoxina A nem fumonisinas. A espécie A. tubingensis, é encontrada em diversos estudos contaminando inúmeros alimentos, porém, nunca relatada como produtora de OTA (...
	Inúmeros estudos apresentam a seção Terreus como possuidora de bons produtores de micotoxinas, em relação a produção da micotoxina OTA, uma das espécies mais conhecidas é a A. terreus (VALMORBIDA, 2016). A espécie de A. aureoterreus nunca relatada na ...
	Em condições laboratoriais controladas visto que as condições ótimas de umidade e temperatura para a produção de micotoxinas são mais restritivas do que aquelas para o crescimento de fungos, nem todas as estirpes de uma dada espécie irão produzir mi...
	Figura 8 - Cromatograma da produção de Ocratoxina A por A. aureoterreus.
	As diferenças encontradas na literatura sobre as condições ótimas de produção de aflatoxinas são provavelmente devido às diferenças nos meios utilizados e na linhagem fúngica estudada. É importante ressaltar que alguns fatores afetam o crescimento f...
	Segundo Lasram et al. (2016) a célula fúngica de Aspergillus recebe muitos sinais estimulantes do ambiente em seu desenvolvimento e na produção de metabólitos secundários, por isso, é de extrema importância que a capacidade de produzir esses compost...
	4.4 Detecção de AFLA B1, B2 e OTA em farinhas de berinjela
	Todas as 12 amostras de farinha foram negativas para OTA, a amostra da farinha 1 (1  lote) foi positiva para AFB1 e AFB2 e a as amostras da farinha 2 (1  e 2  lotes) foram positivas para AFB1 (Tabela 7). Todas as demais foram negativas para as aflatox...
	Aydin et al. (2008) avaliando a presença de AFLA em amostras de farinha de trigo da Turquia, 45% das amostras de farinha de trigo continha AFLA total. Ao mesmo tempo, 15 das 95 amostras de farinha de trigo também estavam contaminadas com OTA. Abdullah...
	Tabela 7 - Micotoxinas AFLA B1, B2 e OTA identificadas em amostras de farinha de berinjela por CLAE.
	Fonte: A autora (2019). X: Presença da micotoxina; ND: Não detectada.
	Ediage et al. (2011) investigaram micotoxinas em amostras de farinha de mandioca pelo método LC-MS/MS e verificaram a presença de AFLB1 e AFLB2, zearalenona, diacetoxiscirpenol e beauvericina. Nossos resultados são semelhantes aos citados apenas pela ...
	Kupski et al. (2014) avaliando a presença de OTA em amostras de farinha de trigo, encontraram baixos teores dessa micotoxina. Porém, Kumar et al. (2012) estudando a ocorrência de OTA em farinhas de trigo na Índia verificaram que 58% das amostras apr...
	Figura 9 - Cromatograma da detecção da presença de AFB1 e AFB2 na amostra F1A1, e de AFB1 nas amostras
	F2A1 e F2A2.
	Fonte: A autora (2019). (3)
	Em seu estudo, Kara et al. (2015), analisaram amostras de farinhas de milho, trigo e arroz, quanto a presença de OTA e AFLAs, onde todas as amostras estavam contaminadas com concentrações baixas de OTA, contudo, não detectaram a presença de aflatoxi...
	Podemos observar em nosso estudo, que foi relatada a presença de AFLA B1 e B2 nas amostras das farinhas F1A1, F2A1 e F2A2, porém, apenas uma espécie foi detectada produzindo a AFLA B1, e a mesma não foi isolada das farinhas F2A1 ou F2A2. Segundo Bor...
	Ismail et al. (2018), apresentam resultados de estudos recentes que detectaram a presença de aflatoxinas em cereais e derivados do milho e amendoim, e afirma que, diversos esforços são eficazes e consideráveis para a diminuição da contaminação de af...
	5 CONCLUSÕES
	● Fungos filamentosos estão presentes em farinhas de berinjela;
	● O número de Unidades Formadoras de Colônias pode variar entre lotes e tipos de embalagens de farinhas de berinjela;
	● Farinhas de berinjela comercializadas em Recife-PE e relatadas neste estudo apresentam baixa contaminação fúngica, o que pode estar associado às boas práticas aplicadas durante a colheita da berinjela e/ou processamento da farinha;
	● Aspergillus é o gênero mais frequente em farinhas de berinjela;
	● Aspergillus steynii, A. aureoterreus e A. tubingensis procedentes de farinha de berinjela produzirem Ocratoxina-A;
	● Aspergillus novoparasiticus procedente de farinha de berinjela produz Aflatoxina B1;
	● Há a presença de AFB1 e AFB2 em amostras de farinha de berinjela, porém em futuros estudos, é importante a quantificação dessas micotoxinas, para que haja melhor compreensão do risco associado ao consumo;
	● Se faz necessário o estudo da presença de fungos micotoxigênicos em alimentos, principalmente aqueles que ainda não foram relatados em literatura, a fim de fornecer dados sobre a exposição, avaliação dos riscos para a saúde humana associado à ingest...
	● Aspergillus hongkongensis está sendo relatado como primeira ocorrência na América Latina;
	● Aspergillus subalbidus está sendo relatado como primeira ocorrência no Brasil;
	● Aspergillus aureoterreus e A. tubingensis estão sendo relatados como produtoras de OTA.
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