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RESUMO

O milho é um alimento de importancia nutricional, social e econdmica em todo Brasil,
especialmente na Regido Nordeste pela presenga de seus derivados (principalmente
a farinha de milho em flocos ou fuba), juntamente com o milho de pipoca e canjica, a
base da alimentacdo humana e de animais. Esse trabalho teve como objetivo geral
avaliar a contaminacao por fungos totais e fungos produtores de aflatoxinas em
marcas comerciais de milho de pipoca, usando o método de plagueamento direto de
10 grdos de cada amostra, em quintuplicata nos meios de cultura DG-18 (para
avaliar contaminagdo por fungos totais) e AFPA (para avaliar apenas fungos
Aspergillus produtores de aflatoxina). Das 7 amostras de milho de canjica e 9
amostras de milho de pipoca, nenhuma apresentou contaminacdo por fungo
aflatoxigénico no meio AFPA. Entretanto, todas as amostras de milho de pipoca
apresentaram contaminacao pelo fungo Fusarium spp. Apenas a amostra 7 de milho
de canjica (CA 7) nao apresentou qualquer contaminacdo nem por fungos
leveduriformes, nem filamentosos e nem fungos aflatoxigénicos. A taxa média de
contaminagao por fungos dos graos de milho de canjica variou entre 0 a 84% e o
milho de pipoca entre 18 a 66%. Os géneros de fungos que apresentaram maior
frequéncia de ocorréncia tanto para milho de canjica quanto para milho de pipoca foi
Fusarium sp. e Eurotium também em ambos os tipos de milho foi o 2° mais
prevalente. Ja os fungos Alternaria sp e Aspergillus Secado Flavi ocorreram
contaminando apenas milho de pipoca. Os resultados mostram que a contaminacao
presente no milho de pipoca e canjica, principalmente pelo fungo Fusarium, produtor
da micotoxina fumonisina, apresenta possibilidade de risco para saude humana a

partir do consumo desses graos.

Palavras-chave: grao; micotoxina; contaminagao; fungo.



ABSTRACT

Corn is a food of nutritional, social and economic importance throughout Brazil,
especially in the Northeast Region, because it is corn and its derivatives (mainly corn
flakes or cornmeal), together with popcorn and cornflour, the base of human and
animal food. This study aimed to evaluate the contamination by total fungi and
aflatoxin-producing fungi in commercial brands of popcorn, using the method of direct
plating of 10 grains of each sample, in quintuplicate in DG-18 culture media (to
evaluate total fungal contamination) and AFPA (to assess only aflatoxin-producing
Aspergillus fungi). Of the 7 samples of cornflour and 9 samples of popcorn, none
showed contamination by afltoxigenic fungus in the AFPA medium. However, all
popcorn samples showed contamination by the fungus Fusarium spp. Only sample 7
of cornflour (CA7) did not show any contamination by yeast, filamentous or
aflatoxigenic fungi. The average rate of fungal contamination of cornflour grains
ranged from 0 to 84% and popcorn from 18 to 66%. The genera of fungi that
presented the highest frequency of occurrence for both cornflour and popcorn were
Fusarium sp. And Eurotium also in both types of maize was the 2nd most prevalent.
On the other hand, the fungi Alternaria sp and Aspergillus Section Flavi occurred
contaminating only popcorn corn. The results show that the contamination present in
popcorn and cornflur, mainly by the fungus Fusarium, producer of the mycotoxin
fumonisin, presents a possibility of risk to human health from the consumption of

these grains.

Key words: grain; mycotoxin; contamination; fungus.
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1 INTRODUGAO

O milho (Zea mays L.) é uma cultura de grande importancia mundial, ndo so
por seu papel econdmico, como também pelo fator social. O Brasil € o terceiro maior
produtor mundial, ficando atras somente dos Estados Unidos e China.

O milho constitui parte essencial da base alimentar dos seres humanos, seja
pelo seu consumo direto, na forma de milho verde, milho em conserva, milho pipoca,
fuba, farinha, amido e outros produtos, ou indireto, tanto como matéria-prima para
produtos de origem animal quanto como produtos industrializados (PRESTES et al.,
2019).

Apesar do Brasil se destacar como o um dos maiores produtores mundiais de
milho, o sistema de producado brasileiro apresenta elevados indices de perdas de
qualidade de graos. Estas perdas sdo causadas, em sua maioria, por danos fisicos
ocorridos durante as operagdes de colheita, transporte, secagem, beneficiamento e
armazenamento, por fatores climaticos, por agentes biologicos e pela propria
respiracao dos graos (SHINOHARA et al., 2021).

O milho é um substrato perfeito para contaminagéo fungica, uma vez que o
amido é o componente principal do grao. A contaminagao por fungos com potencial
toxigénicos (produtores de micotoxinas), tais como Fusarium spp,Asperqillus spp. e
Penicillium spp., pode ocorrer em graos de milho aparentemente sadios. Graos
contaminados com metabdlitos fungicos causam uma grande preocupagao na saude
de animais e humanos pelo perigo representado com a presenca desses metabalitos
(micotoxinas) (PRESTE et al., 2019).

As micotoxinas sdo formadas pelo metabolismo secundario de algumas
espécies de fungos, produzidos quando esses micro-organismos estdo sujeitos as
condi¢gbes climaticas favoraveis. Em humanos, algumas destas toxinas possuem
caracteristicas cumulativas e podem ser mutagénicas, imunossupressoras e
principalmente cancerigenas, como é o caso das aflatoxinas (BENNETT et al.,
2003).

Fusarium spp. produz diversas micotoxinas, sendo as fumonisinas,
encontradas com elevada frequéncia no milho e sdo produzidas pelas mesmas
espécies que causam a podridao da espiga (F. verticillioides, F. subglutinans, F.
graminearum e F. proliferatum) (ALBORCH et al., 2022).
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Estudos com amostras comerciais de milho de pipoca e especialmente no
Brasil sdo poucos, sendo necessario mais estudos com esse grédo que € base da

alimentacgao, especialmente na regiao Nordeste.
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2 OBJETIVOS

Geral:

Avaliar a qualidade mico e aflatoxicolégica das principais marcas de milho de

pipoca e canjica comercializadas em Recife, Pernambuco.

Especificos:

1. Identificar e conhecer a frequéncia dos principais géneros de fungos

contaminantes das amostras comerciais de milho de pipoca e canijca (munguza);

2. Conhecer a taxa de contaminagdo por fungos totais e aflatoxigénicos nas

amostras analisadas;

3. Definir a taxa de germinacéo dos graos nos meios de cultura usados para avaliar

fungos.
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3 JUSTIFICATIVA

O presente estudo justifica-se pela importancia da continua avaliagao
micoaflatoxicologica de amostras comerciais de milho para consumo humano.
Principalmente considerando a escassa informacao na literatura sobre contaminacao
de milho por fungos em geral e fungos toxigénicos em Recife, Pernambuco. O unico
trabalho realizado para avaliar fungos em produtos de milho com amostras de
Pernambuco foi de 2003, esse trabalho amostras de xerem e farinha de milho, o
mesmo nao avaliou milho de pipoca nem o potencial aflatoxigénico dos fungos, além
disso esse trabalho foi publicado anterior a resolucdo da ANVISA RDC no. 07, de
18/02/11 que trata do limite maximo de tolerancia (LMT) para a micotoxina aflatoxina

(cancerigena) em milho e derivados.
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4 REVISAO DA LITERATURA

4.1 Milho e seu valor nutricional, social e econdémico

O milho é uma das culturas mais importantes mundialmente, seja do ponto de
vista econdmico, seja do ponto de vista social. Destaca-se por ser o grdo mais
produzido no mundo: segundo informagdes do Departamento de Agricultura dos
Estados Unidos (USDA), a producdo mundial deste cereal atingiu 1,137 bilhdo de
toneladas, na campanha agricola de 2020/2021. No Brasil a Companhia Nacional de
Abastecimento (Conab) informou que a colheita de graos na safra 2020/2021 foi de
260,8 milhdes de toneladas (CONAB, 2021).

O milho é cereal de grande importancia econdmica mundial, com expectativa
de producado anual acima de 1 bilhdo de toneladas. Os Estados Unidos exportam
aproximadamente um ter¢co do comércio mundial de milho. O Brasil, atualmente, é o
terceiro maior produtor de milho no mundo, juntamente com os Estados Unidos e a
China de acordo com o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos. Na safra
2016/2017, a area plantada no pais foi igual a 17,6 milhdes de hectares com
producao de 97,7 milhdes de toneladas (CONAB, 2018).

Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2017)
a producao de milho no Brasil representa 41,1% da producgdo agricola nacional de
graos. Aproximadamente 4% desse valor, que representa 1,6 milhdo de toneladas, é
direcionado para a alimentagdo humana e outros 10% da producédo € destinado as
industrias alimenticias. Aproximadamente 70% da producédo de milho € direcionada
a alimentacg&o animal, principalmente suinocultura e avicultura. Ou seja, além de ser
utilizado para alimentacao e industrias alimenticias, o milho também é necessario
para compor a ragao de animais de corte, produzindo maior variedade de alimentos
a comunidade.

Embora a maior parte do milho destine-se a fabricacdo de racdo animal, a
alimentagao humana, com derivados de milho, constitui um fator importante de uso
deste cereal entre a populacdo de baixa renda. No Nordeste do Brasil, é
reconhecido como cultura agricola relevante devido ao facil cultivo, requisicdo de
poucos recursos tecnoldgicos e por ser uma boa fonte alimenticia para populagao e

para os animais. Somado a estes fatores, a cultura do milho assume um importante
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papel socioeconémico, como geradora de emprego e renda para o pequeno produtor
(ANDRADE et al., 2020).

Do ponto de vista nutricional, Segundo Corte Real et al. 2014, no Brasil o
mercado de milho valoriza pouco a qualidade, pois o valor pago por esse atributo é
pouco significativo. O que esta a venda é a quantidade e n&do a qualidade (valor
nutricional, auséncia de fungos e micotoxinas, entre outros). Porém, nos gréos de
ma qualidade, o valor nutricional pode ter alteragdo da composicao quimica,
diminuicdo da biodisponibilidade de alguns nutrientes, presenga de fatores
antinutricionais e proliferagdo de fungos com ou sem a produgéo de micotoxinas. Os
graos do milho s&o, geralmente, amarelos ou brancos, podendo apresentar
coloragoes variando desde o preto até o vermelho. O peso individual do grao varia,
em meédia, de 250 a 300mg e sua composicdo média em base seca é 72% de
amido, 9,5% proteinas, 9% fibra (a maioria residuo detergente neutro) e 4% de dleo
(PAES, 2006).

Segundo Lopes (2014), a palavra canjica designa no Brasil preparacdes
diferentes. No Sudeste, é preparado sopa densa de milho branco, servida fria, as
vezes quente, feita com graos inteiros cozidos em agua. No Nordeste, batizam a
receita de mungunza. Alguns acreditam que nos séculos XVI e XVII a canijica foi
espalhada pelos bandeirantes, outros acreditam que os indios de Sdo Paulo ja a
usassem como comida. Até a origem do nome € controvertida e de acordo com o
Dicionario Aurélio, o nome provém de Kanjica, da lingua dos quimbundos de Angola
e foi incorporada na dieta dos negros.

O Milho de pipoca e canjica pertencem a mesma espécie (Zea mays subsp.
mays L), porém variedades diferentes. O milho de pipoca € conhecido
cientificamente como Zea mays subsp.everta (Sturtev.) L. H. Balley, enquanto o
milho de canjica € Zea mayssubsp.indurata (Sturtev.) L. H. Balley. A diferenca no
grao refere-se ao endosperma, uma vez que o do milho de pipoca € mais duro,

enquanto o de canjica € mais macio (ALBORCH et al., 2022).

O gréao de milho para pipoca estoura porque além do endosperma duro possui
mais agua (entre 12 e 16%) e a casca € mais resistente que o milho comum.
Quando a semente é exposta ao calor, (temperatura minima de 170°C), a agua
encapsulada vira vapor, que se expande. A pressao ¢é tanta que a casca se rompe.

No primeiro contato com o ar, o amido (gelatinoso no interior do grao) solidifica-se e
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vira a espuma branca que é consumida. Caso haja problemas na casca, como furos
ou rachaduras, e até mesmo deterioragdo por fungos, o vapor de agua escapa e a
casca pode ndo explodir, formando o milho que néo estourou (ALBORCH et al,
2022).

4.2 Fungos e Micotoxinas em Milho

Ha diversas variedades de fungos que podem ocasionar podriddes em graos
de milho, dentre todos, os que mais se destacam sao:Fusarium verticillioides, F.
subglutinans, F. proliferatum, Aspergillus flavus, Stenocarpella maydis e S.
macrospora, Penicillium (BENNETT; KLICH, 2003).

Além de afetar a qualidade do grdo, a presenga de fungos indica a
possibilidade da existéncia de micotoxinas, metabdlitos secundarios produzidos por
fungos em alimentos, especialmente sementes, cereais, graos e farinhas, quando as
condi¢cbes ambientais sdo favoraveis. Do ponto de vista da alimentagdo animal, ndo
€ interessante lotes de graos de milho de baixa qualidade, pois eles podem causar
micotoxicoses aos animais, acarretando diminuicdo do ganho de peso corporal,
imunossupressao, doengas hepaticas, doencgas renais e deficiéncias nos érgaos
reprodutores.

Como as toxinas produzidas por fungos podem ocasionar efeitos diretos aos
animais e humanos (micotoxicose primaria) e indiretos as pessoas através do
consumo de animais contaminados com ragdo (micotoxicose secundaria), € muito
complicado mensurar valores relacionados aos prejuizos causados. Mitchell et al.
(2016) avaliaram que a contaminacdo por aflatoxina pode causar prejuizos a
industria de milho que variam de US $ 52,1 milhdes a US $ 1,68 bilhdo anualmente
nos Estados Unidos. Além disso, devem ser considerados prejuizos referentes a
saude humana e animal. E normalmente um alimento é contaminado com mais de
um fungo que possuem potencial para produzir mais de uma micotoxina no mesmo
alimento. Na Tabela 1 é possivel visualizar as micotoxinas que podem contaminar

ao milho e seus derivados.
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Tabela 1 - Micotoxinas e principais fungos produtores em grdo de milho

Micotoxinas Fungos produtores

Aflatoxina A. Flavus, A. parasiticus

Fusarium verticillioides, Fusarium
proliferatum

Fusarium graminearum, Fusarium
culmorum, Fusarium equiseti
Fusarium graminearum, F.

Fumonisinas

Zearalenona

DON
culmorum

Fusarium sporotrichioides,

T2 Myrothecium, Phomopsis

Fonte: Prestes et al. (2021).

Os fatores que afetam o crescimento de fungos nos graos de milho incluem:
teor de umidade dos graos, temperatura, tempo de estocagem, condig¢ao fisica e
sanitaria do grdo, nivel de inoculacdo do fungo, conteudo de oxigénio e
armazenamento anterior, insetos e acaros. A invasdo de um lote de grédos por
insetos pode iniciar ou agravar o desenvolvimento de fungos, pois através de sua
atividade metabdlica ha um aumento de teor de umidade e temperatura da massa
dos graos (SHINOHARA et al., 2021).

Tournas e Niasi (2017) estudaram 85 amostras de cereais, principalmente
milho e trigo. Os autores encontraram mais de 90% das amostras de milho
contaminadas com fungos, sendo o milho de pipoca o que apresentou mais
quantidade de ufc/grama de amostra. Além disso, esses autores ainda observaram
prevaléncia de Fusarium sp (74%), em relagao a Penicillium (44%) e Aspergillus sp
(21%).

Morales-Moo et al. (2020) avaliaram o risco para saude humana do consumo
de pipoca contaminada com aflatoxina e observaram que em 47% das 30 amostras
de milho de pipoca, adquiridas em supermercados do Mexico, estavam
contaminadas com aflatoxinas. O consumo diario estimado de pipoca entre as
mulheres foi de 21 g de pipoca diariamente contendo 2,8 ng de aflatoxina B1/kg de
peso corporal e 18,29 ng kg-1 de aflatoxinas totais por peso corporal, e para
homens, os valores foram de 3,0 ng kg—1 de AFB1 (aflatoxina do tipo B1) por peso
corporal e 16,0 ng kg—-1 de Aflatoxinas totais por peso corporal. No entanto, limite
maximo de tolerancia (LMT) recomendado pela JECFA (Comité Conjunto de
Especialistas da FAO/OMS em Aditivos Alimentares) € 1 ng kg—1 de peso corporal.
Ou seja, ha risco real para saude humana.
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O maior risco de cancer de figado foi detectado na populagdo de homens
menores de 18 anos de dade, com 0,137 casos em 100.000 pessoas. Os resultados
mostraram ainda que 9,5% dos consumidores de pipocas contaminadas com AFB1
(aflatoxina do tipo B1) estdo em risco e que 52,2% estdo em risco de exposic¢ao total
a aflatoxina. A pipoca € um alimento acessivel a criangas com pouca idade e

também baixo peso, aumentando o risco para saude humana desde a infancia.

4.3 Fusarium

Fusarium é um género de fungo Ascomiceto que produz diversas micotoxinas,
entre elas, as fumonisinas, que sao encontradas com elevada frequéncia no milho e
sao produzidas pelas mesmas espécies que causam a podridao da espiga (F. verti-
cillioides, F. subglutinans, F. graminearum e F. proliferatum) (THOMPSON;
RAIZADA, 2018).

Ha 16 tipos de fumonisinas descritas, porém, duas sao mais importantes, a
FB1 e a FB2, devido a frequéncia de ocorréncia e toxicidade. A FB1 geralmente é
produzida em maiores quantidades, sendo também mais toxica (BENNETT; KLICH,
2003). Cerca de 90% do F. verticillioides existente é encontrado no milho e,
aproximadamente 70% do total de fumonisinas encontrada em alimentos
contaminados, correspondem a FB1. A producdo de fumonisinas pode ocorrer
durante o desenvolvimento do milho, sendo afetado pela interacdo do patégeno
fungico com a planta hospedeira e o ambiente (MARCONDES, 2012).

Dentre os efeitos em humanos, a ingestdo de alimentos contaminados com
fumonisinas, por mulheres gravidas, esta associada a ma formacgao do tubo neural
(espinha bifida), provocada pela interferéncia na utilizacdo do acido fdlico. As
fumonisinas também sao considerados possiveis carcinogénicos, relacionados a alta
ocorréncia de cancer de esbfago nas regides de Transkei, no sul da Africa, também
na China e no nordeste da Italia (BENNETT; KLICH, 2003).

A explicagado do carater carcinogénico das fumonisinas, se deve ao bloqueio
na biossintese de esfingolipidios, substancia predominante no sistema nervoso,
essencial para a manutencdo e integridade da membrana celular, e para o

transporte idnico entre células. A pausa na sintese de esfingolipidios gera o acumulo
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de esfinganina e esfingosina, provocando os efeitos toxicos e carcinogenicidade
(BENNETT; KLICH, 2003).

Gabriel et al., 2018 analisaram 22 genotipos de milho de pipoca quanto a
resisténcia de acumulo de fumonisinas produzidas por Fusarium vetrticilioides,
principal contaminante deste tipo de milho. Os autores observaram que a quantidade
de fumonisinas acumulada nos graos dos genoétipos estudados variou de 8,2 a 234,8
ppm, o0 que é considerada elevada e, portanto, ha risco para saude humana.

Andrade et al., 2020 estudaram a presenga da micotoxina fumonisina em 317
amostras de tipos diferentes de produtos de milho e relataram que as amostras de
milho de pipoca foram as que apresentaram mais alta concentracdo de fumonisina
(197,2 ug/kg) que o milho de canjica (49,7ug/kg) e que para as micotoxinas DON
(desoxinivalenol) e ZEA (zearalenona) tanto para as amostras de milho de canijica
quanto milho de pipoca a contaminagao ficou abaixo do limite de deteccdo do
meétodo. Esses resultados indicaram risco para a saude humana.

Além das fumonisinas, esse género também pode produzir: zearalenona,
desoxinivalenol — DON ou vomitoxinas, toxina T-2, acido fusarico e moniliformina
(MARCONDES, 2012). A zearalenona é outro tipo de micotoxina produzida por
Fusarium, mais exatamente pelas espécies F. graminearum, F. culmorum, F.
equiseti e F. cerealis, que contaminam cereais, incluindo o milho, e frutas como
banana e tomate (RUFATTO, 2014). A relagcdo da zearalenona com problemas
hormonais € explicada pelo fato de que o a-zearalenol possui a capacidade de se
ligar aos receptores de estrégenos 17 vezes mais forte do que o etinilestradiol. A
partir dessa ligagao que surgem os efeitos citados acima.

Ha outros exemplos de reagbes provocadas por essa toxina também sao
citados por Rufatto (2014) como: puberdade precoce, fibrose do utero, cancro da
mama, carcinoma do endomeétrio, hiperplasia do utero, alteracdes nas atividades das
glandulas adrenal, tireoide e pituitaria. Além disso, a zearalenona possui
caracteristicas de toxicidade hematologica e real, sendo ainda capaz de provocar a
peroxidacgao lipidica e bloquear a sintese proteica e de DNA.

A micotoxina desoxinivalenol € uma das mais importantes dentre os
tricotecenos. Também conhecida como vomitoxina, quando ingeridas por animais
em altas quantidades, causa nauseas, vOmitos e diarreia. Por conta disso, ragdes

contaminadas por DON sao frequentemente recusadas por animais. A toxicidade de
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(BENNET; KLICH, 2003).

Alborch et. al. (2012) estudaram a micobiota e co-ocorréncia de aflatoxinas,
citrinina, ocratoxina A e zearalenona em 30 amostras de milho de pipoca adquiridas
na Espanha para consumo humano. As amostras de graos de pipoca as espécies
mais frequentes foram Aspergillus spp., Mucorales, Fusarium spp. e Penicillium spp.
Aflatoxinas foram detectadas em 2 amostras de grdao de pipoca, enquanto a
ocratoxina A foi detectada em 10 amostras de pipoca. A co-ocorréncia de aflatoxinas

e ocratoxina nao foi evidenciada nas amostras de milho de pipoca.

4.4 Aspergillus

O principal grupo de micotoxinas produzidas por Aspergillus spp. € conhecida
como aflatoxinas e seus tipos sao diferenciados com base na fluorescéncia sob luz
ultravioleta, que pode ser azul ou verde. Por esse motivo elas recebem nomes como
B1 e B2 (blue) referente a cor azul ou G1 e G2 (green) referente a cor verde. Estes
sdao os principais tipos de aflatoxinas e sao produzidas principalmente pelas
espécies A. flavus, A. parasiticus, A. nomius, A bombycis, A. pseudotamarii e A.
ochraceoroseus. Aspergilus flavus, que € a espécie mais encontrada no milho,
produz as aflatoxinas B1 e B2 (PRESTES et al., 2019).

Aspergillus € o fungo mais disseminado, sendo frequentemente encontrado
em diversos ambientes. O fungo pode formar um grande numero de unidades
resistentes a condigcbes ambientais inapropriadas, dessa forma pode crescer em
amplas faixas de condicdes de umidade e calor (ELTARIKI et al., 2018).

Bennet e Klich (2003) afirmaram que a primeira vez que a palavra micotoxina
foi utilizada, foi em 1962, apés um episddio na Inglaterra, onde milhares de perus
jovens morreram apos a ingestao de racdo a base de amendoim proveniente do
Brasil e da Africa. Foi confirmado que a fatalidade ocorreu devido a um metabdlito
secundario de A. flavus, com isto foram iniciados os estudos sobre o assunto. Mais
tarde, outros surtos também ocorreram: em 1974, no nordeste da india, houve um
surto de aflatoxina B1, relacionado a ingestdo de milho contaminado.

Aproximadamente 400 pessoas adoeceram e cerca de 100 faleceram. Em 1982, no
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Quénia, houve outro episédio semelhante, porém menor, foram cerca de 20 pessoas
contaminadas e 12 falecimentos (BENNETT; KLICH, 2003).

No organismo, as aflatoxinas sdao metabolizadas por enzimas hepaticas,
produzindo epoxidos reativos, capazes de formarem ligagdes covalentes com a
guanina. Essa interagdo é capaz de afetar a sintese proteica da célula, e também
ocasionar danos macromoleculares, incluindo a produgcdo de uma mutagéo no gene
caracteristico supressor de tumor. Por esse motivo a aflatoxina B1 é classificada
como um cancerigeno do Grupo 1 pela IARC (International Agency for Research on
Cancer) em portugués, Agéncia Nacional de Pesquisa em Cancer (RUFATTO,
2014).

Além de ser considerada carcindgeno humano, as aflatoxinas também sao
relacionadas com doengas como necrose hepatica, anorexia, apatia,
mutagenicidade, teratogenicidade, cirrose hepatica e imunodepressédo (BENNETT,;
KLICH, 2003).

4.5 Legislagao para Micotoxinas

A toxicidade das micotoxinas nos alimentos tem um grande efeito no comércio
internacional, causando enormes perdas para os paises exportadores, incluindo o
Brasil. Diante disso, varios paises estabeleceram legislagbes com o objetivo de
proteger os consumidores contra a contaminagdo e nocividade pela ingestdo de
alimentos contaminados por micotoxinas, com base em regulagbes governamentais
e dessa forma evitar consequéncias adversas para a saude humana e animal
(PRESTES et al., 2019).

Entretanto, nem todos os paises adotam essas normas, que geralmente
atuam apenas em alimentos que sao processados industrialmente e destinados a
exportacdo, mas nao a aqueles processados localmente. E ainda s&o
desconhecidos valores maximos de tolerancia para muitas micotoxinas, apenas as
mais perigosas e as mais estudadas, entram na legislagdo. Segundo a Food and
Agricultural Organization (FAO), um total de 77 paises estabeleceram normas e
regulamentagdes sobre micotoxinas em alimentos e ragdes para o controle nos
niveis desses compostos (PRESTES et al., 2019).
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Quando se trata de estabelecer limites seguros para a saude humana, o
assunto é complicado, ja que varios fatores devem ser considerados para fixar um
numero seguro. Para estabelecer Ilimites que apoiem a aplicagdo das
regulamentagbes em micotoxinas, € preciso melhorar continuamente as
metodologias analiticas que analisem tais compostos (SHEPHARD, 2016).

Dentre outros fatores, deve-se levar em conta os fatores cientificos de risco,
disponibilidade dos dados toxicologicos, consumo de alimentos, além de fatores
econbmicos, esses numeros também devem ser revisados continuamente por
agéncias reguladoras governamentais em todo o mundo, tornando-se mais restritos
quando necessario e dessa forma reduzir o risco que representam pela exposicao
(PRESTES et al., 2021).

Para exportacao do milho, os produtores além seguir as regulamentagdes dos
paises de origem, devem acompanhar as legislagbes dos paises de seus clientes,
como da Legislagdo Europeia e dos Estados Unidos. Os niveis de micotoxinas no
milho sdo de importancia ndo s6 para os produtores de milho, mas também para as
industrias que o utilizam como matéria prima e para os produtores agropecuarios, ja
que isto influenciara na qualidade e nos niveis de toxinas também do produto final
produzidos por eles, a saber, ragdo de animais.

Em fevereiro de 2011 a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
definiu limites maximos tolerados para micotoxinas em alimentos através da
Resolugcdo N° 7, com uma medida de aplicacdo imediata. Nesta mesma Resolugao
foi proposto dois anexos em forma de cronograma de implementagcdo de novos
limites no ano de 2012, 2014 e 2016 (BRASIL, 2011). Em fevereiro de 2017, entrou
em vigor uma nova Resolugao, N°138, também com aplicagao imediata, atualizando
e incrementando alguns valores. Nesta Resolugdo também ha um anexo com
cronograma para 2019 (BRASIL, 2017). Na Tabela 2 estdo apresentados os limites
maximos tolerados de micotoxinas em milho e derivados, determinados pelas

Resolugdes acima.



Tabela 2 - Limites maximos tolerados de micotoxinas para milho e seus produtos.

Micotoxinas Alimentos LMT {poikg) Ano de aplicagao
. Milho, milho em grao (inteiro, partido, amassado,
e moido), farinhas ou sémolas de milho o =
Aflatoxinas Milho, milho em grao (inteiro, partido, amassado, 20 2011
B1, B2 G1, G2 moido), farinhas ou sémolas de milho
”‘*‘”"‘3‘[‘)’(‘;‘;“’}'““' Milho de pipoca 2000 2011
Fumonisinas Alimentos a base de milho para alimentacao infantil 200 2011
(B1+B2) (lactentes e criancas de primeira infancia)
e Fan_r_lha_ dﬁﬂn;:jl'é% creme de milho, fuba, flocos, canjica, 2500 2012
B1+ B2) canjiquinha _ _
( Amido de milho e outros produtos a base de milho 2000 2012
Milho de pipoca, canjiquinha, canjica, produtos e
Zoarslenona subprodutos 3 base de milho 300 02
Desoxinivalenol Trigo e milho em graos para posterior processamento 3000 2014
(DOMN) Milho em grao para posterior processamento 5000 2014
- Fan_r_lha_ de milho, creme de milho, fuba, flocos, canjica, 1500 2016
Fumonisinas canjiquinha
(B1+B2) Amido de milho e outros produtos a base de milho 1000 2016
Milho em grao e trigo para posterior processamento 400 2014
Milho de pipoca, canjiquinha, canjica, produtos e
e subprodutos a base de milho =L -
DE?’C?[;ELTEMI Trigo e milho em graos para posterior processamento 3000 2017
Milho em grao para posterior processamento 5000 2017
Fumaonisinas Farinha de milho, creme de milho, fuba, flocos, canjica, 1500 2017
(B1+B2) canjiquinbha
Amido de milho e outros produtos a base de milho 100 M7
e Milho de pipoca, canjiguinha, canjica, produtos e 150 2017

subprodutos a base de milho

Fonte: Prestes et al. (2021).
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Amostras de Milho de Canjica e Pipoca

Foram adquiridos pacotes de 500g de milho para pipoca e canjica (munguza)
em mercados e supermercados do Recife - PE. Em seguida, as amostras foram
analisadas no laboratério de Microbiologia e Imunologia do Centro Académico de
Vitoria para identificagdo das amostras de acordo com o tipo e marca comercial do
milho. Diferentes amostras de milho foram analisadas, a saber: semente de milho de
canjica a granel, semente de milho de canjica embalada industrialmente, gréo de

milho de pipoca industrial de diferentes marcas em embalagens de 500g.

5.2 Processamento das Amostras de Milho

As amostras de milho de canjica e pipoca passaram pela desinfestacdo da
superficie do grao com solugéo de hipoclorito de sddio a 0,4% durante um minuto.
As sementes desinfestadas foram lavadas com agua destilada estéril e em seguida,
secadas em papel de filtro estéril. (CHRISTENSEN; MERONUCK, 1986)

5.3 Determinacgao da taxa de contaminag¢ao de Milho de canjica e pipoca por

Fungos Totais e Aflatoxigénicos

Todas as amostras de milho foram semeadas pelo método de plagueamento
direto de graos em meio de cultura para analise de fungos em graos seguindo o
método descrito em Christensen e Meronuck (1986). Foram distribuidos 10 graos em
5 repeticbes em placas de Petri, totalizando 50 grdos para cada amostra, tanto no
meio de cutlura DG-18 (Dicloran Glicerol agar) para determinagdo da taxa média de
contaminagao por fungos totais quanto no meio de cultura AFPA (Aspergillus Flavus
Parasiticus Agar) para determinagdo da taxa média de contaminagdo por fungos
aflatoxigénicos. Apds a distribuicdo das amostras de milho, as placas foram
incubadas a temperatura ambiente e avaliadas por 5 dias (tempo padrdo) e no

maximo 7 dias para as placas que nido apresentaram contaminagéo aos 5 dias.
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5.4 Identificacdo e Preservagdo dos Principais Géneros de Fungos

contaminantes das amostras de milho

Apos o plagueamento e incubagdo das amostras, os fungos que cresceram
nas amostras foram isolados, identificados os géneros por morfologia convencional
através de microscopia otica das estruturas de reproducdo de cada fungo e
posteriormente os fungos foram preservados em agua destilada estéril pelo método
de Castellani,1939.
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6 RESULTADOS

Ao final dos experimentos foram analisadas 16 amostras de milho de 11
marcas diferentes, sendo elas, 7 amostras para canjica, onde duas foram de milho
de canjica branco e uma de milho de canjica a granel e 9 amostras para milho de
pipoca

Todas as amostras de milho de pipoca (100%) apresentaram alguma taxa de
contaminagao por fungos filamentosos, sendo as mais contaminadas as amostras
P16 e PI8 (ambas com as mesmas taxas médias de contaminacdo, a saber, 66%) e
a amostra PI7 foi a menos contaminada por fungos (taxa média de contaminagao
18%) (Tabela 3).

Apenas 1 amostra de milho de canjica (CA7) ndo apresentou contaminagao
por fungos em ambos os meios, DG-18 e AFPA. E dentre as seis amostras de milho
de canjica contaminadas, a amostra CA5 foi a mais contaminada por fungos (84%)
(Tabela 3).

Nenhuma amostra de milho de pipoca apresentou contaminagdo por fungos
leveduriformes. E apenas 1 amostra de milho de canjica (CA3) apresentou

contaminagao por esse tipo de fungo (Figura 1 A).
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Tabela 3 - Taxa média de germinagao, contaminagdo por fungos totais (meio DG-

18), e aflatoxigénicos (meio AFPA) em amostras de milho de pipoca e canjica

comercializadas em Recife, Pernambuco.

Taxa média de

Taxa média de
Contaminagao por

Amostras Tipo de Amostra Germinacio** fungos Totais
¢ (Meio de cultura DG-
18)

*C+ Controle positivo (milho 96% 74%,
de pipoca contaminado)

CA1 Milho de Canjica a NA 20,
Granel

CA2 Milho de Canjica NA 329
amarelo marca 1

CA3 Milho de Canjica NA 6%
amarelo marca 2

CA4 Milho de Canijica NA 29
amarelo marca 3

CA5 Milho de Canjica NA 84%
amarelo marca 4

CAG6 Milho de Canjica branco NA 8%
marca 5

CA7 Milho de Canjica branco NA 0
marca 6

P11 Milho de Pipoca marca 6 60% 38%

Pl 2 g/lilho de Pipoca marca 82%, 54%,

P13 Milho de Pipoca marca 8 90% 28%

Pl 4 Milho de Pipoca marca 1 90% 46%

P15 Milho de Pipoca marca 2 88% 54%

Pl 6 Milho de Pipoca marca 9 92% 66%

P17 Milho de Pipoca marca 3 80% 18%

P18 Milho de Pipoca marca 96% 66%
10

P19 Milho de Pipoca marca 90% 220/

11

Fonte: A autora (2022).
Legenda: NA — ndo se aplica. *C+ Amostra controle de milho reconhecidamente contaminado por
fungos. ** Todas as amostras de milho de pipoca germinaram no meio de cultura AFPA.
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Todas as amostras de milho de pipoca germinaram no meio de cultura AFPA
e nenhuma germinou no meio DG-18 apds 7 dias de incubagdo. Nao houve
nenhuma amostra de milho de pipoca ou milho de canjica contaminado com fungo
produtor de aflatoxina, uma vez que no meio AFPA nenhum dos fungos
contaminantes do milho apresentou o reverso da colbnia laranja, sinal tipico da
presenca de aflatoxina produzida e difundida pelo meio de cultura (Figura 1 B e C).

Em uma amostra de milho de canjica (CA 1) e uma amostra de milho de
pipoca (Pl6) observou-se possivel contaminagao por fungos antes mesmo do
processamento da amostra, alguns deles foram plaqueados (desinfestagdo da

superficie com solug¢ao de hipoclorito de sédio a 0,4%) (Figura 1 D, E e F).

Figura 1 — Amostras Contaminadas

A B C

Legenda: A. Placa de cultura evidenciando as colbnias de leveduras contaminantes da amostra de
milho de canjica (CA3). B. Frente da placa de cultura da amostra de milho de pipoca contaminada por
fungos nao aflatoxigénicos. C — Reverso da placa de cultura evidenciando auséncia da coloragéo
laranja. D, E, F — possivel contaminagao por fungos antes do processamento da amostra.

Fonte: A autora (2022).
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Conforme esperado a amostra controle positivo do experimento foi a que
apresentou maior taxa meédia de contaminagao por fungos, a saber, 74% e alta taxa
de germinagao dos graos no meio de cultura AFPA (Tabela 3).

Em relagdo aos principais géneros de fungos presentes nas amostras de
milho de canjica e pipoca analisadas, observou-se que os fungos Fusarium sp
estava presente contaminando todas (100%) as amostras de milho de pipoca e
57,1% das amostras de milho de canjica (Tabela 4) (Figura 2 A e 2B).

O fungo Ascomiceto do género Eurotium sp (Tabela 4) foi o segundo mais
frequente nas amostras contaminadas de milho de canjica e pipoca, com taxa média
de contaminagdo de, 28,6% e 66,6%, respectivamente (Tabela 4). A Figura 2
evidencia a colénia de Eutorium sp (E) e o ascocarpo do tipo cleistotécio, tipico
desse género (Figura 2 F).

Um resultado interessante € que em apenas 1 amostra de milho de pipoca
(P15) apareceu fungo do género Aspergillus Secao Flavi (reconhecidamente produtor
de aflatoxina), porém apenas no meio de cultura DG-18, mas nao apareceu

nenhuma contaminagao em graos dessa amostra no meio de cultura AFPA.

Tabela 4 - Frequéncia da ocorréncia dos principais géneros de fungos

contaminantes das amostras de milho de canjica (CA) e pipoca (Pl) analisadas.

Frequéncia de

Géneros Fungicos Amostras de Milho a .
ocorréncia
Fusarium sp. CA1, CA3,CA 4 e CA5 57,1%
Pl — Todas amostras 100%
Eurotium sp CA2, CA5 28,6%
PI3,PI4, P15,P16,PI8,PI9 66.6%
Alternaria sp. Nenhuma amostra CA 0
PI5, PI7 e PI8 333
Penicillium sp CA4 e CA6 28,6%
Pl 11,1%
Aspergillus Segao Nenhuma amostra CA
Flavi P15 11.1%

Fonte: A autora (2022).
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Os géneros Penicillium sp e Alternaria sp foram os que apresentaram menor
frequéncia de ocorréncia contaminando as amostras de milho de canjica e pipoca
(Tabela 4).

Nas amostras de milho de canjica o houve dois género que ndo estiveram
presentes em relagdo aos géneros contaminantes de milho de pipoca foram eles, o
Alternaria sp.(figura 2 A e 2D), apresentando 33,3% de contaminacgéo (Tabela 4) e o

Aspergillus Segao Flavi apresntando 11,1%.

Figura 2 - Imagens dos principais géneros de fungos contaminantes de milho

Legenda: Observa-se as colbnias tipicas dos géneros Alternaria sp (micélio escuro) e Fusarium sp
(micélio cor de rosa — A e B). C. Micélio de Penicillium sp. D. Reverso da colbénia de Alternaria sp.
Mostrando a cor escura (fungo demaceo). E Colbnias tipicas de Eurotium sp. F Cleistotécios de
Eurotium sp.(seta da figura) observados a microscopia o6tica (objetiva de 10x).

Fonte: A autora (2022).
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7 DISCUSSAO

Tournas e Niasi (2018) estudaram 85 amostras de cereais, principalmente
milno e trigo. Os autores encontraram mais de 90% das amostras de milho
contaminadas com fungos, sendo o milho de pipoca o que apresentou mais
quantidade de ufc/grama de amostra, sendo coerente com nossos resultados, pois o
milho de pipoca estava mais contaminado que o milho de canjica. Além disso, esses
autores ainda observaram prevaléncia de Fusarium sp (74%), em relacdo a
Penicillium (44%) e Aspergillus sp (21%), corroborando com os resultados do
presente trabalho no qual Fusarium esteve presente numa frequéncia de 100% das
amostras.

Conforme observado na Tabela 4, a taxa de contaminagdo por fungos do
género Fusarium foi de 100% para o milho de pipoca. Andrade et al. (2020)
estudaram a presenca da micotoxina fumonisina em 317 amostras de tipos
diferentes de produtos de milho e relataram que as amostras de milho de pipoca
foram as que apresentaram mais alta concentracédo de fumonisina (197,2 ug/kg) que
o milho de canjica (49,7ug/kg). Apesar dos autores nao terem feito o isolamento do
fungo Fusarium (produtor de fumonisina) nas amostras analisadas, ainda sim esse
fato permite inferir que os resultados do presente trabalho sobre taxa de
contaminagdo em 100% das amostras de milho pipoca com Fusarium pode
representar possivel risco para a saude humana.

Ribeiro et al. (2003) analisaram nove amostras de xerém, fuba e farinha de
milho pré-cozida adquiridas em supermercados do Recife — PE. Os autores
identificaram 23 espécies de fungos filamentosos distribuidos em oito géneros:
Absidia, Aspergillus, Curvularia, Emericella, Fusarium, Monascus, Penicillium e
Rhizopus. Os maiores numeros de espécies ocorrem no fuba (47%), seguido do
xerém (29,5%) e farinha de milho (23,5%). Fusarium moniliforme Sheldon,
Aspergillus flavus Link, Penicillium funiculosum Thom e P. duclauxii Delacroix
estiveram presentes nos trés substratos.

Tournas e Niasi (2017) estudaram 85 amostras de cereais, principalmente
milho e trigo. Os autores encontraram mais de 90% das amostras de milho
contaminadas com fungos, sendo o milho de pipoca o que apresentou mais

quantidade de ufc/grama de amostra. Além disso, esses autores ainda observaram
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prevaléncia de Fusarium sp (74%), em relagdo a Penicillium (44%) e Aspergillus sp
(21%), corroborando com os resultados do nosso trabalho no qual Fusarium esteve
presente numa frequéncia de 100% das amostras.

Gabriel et al. (2018) analisaram 22 gendtipos de milho de pipoca quanto a
resisténcia de acumulo de fumonisinas produzidas por Fusarium verticilioides,
principal contaminante deste tipo de milho. Os autores observaram que a quantidade
de fumonisinas acumulada nos graos dos gendétipos estudados variou de 8,2 a 234,8
ppm, o que é considerada elevada e, portanto, ha risco para saude humana. Apesar
do nosso trabalho n&o ter determinado a concentragcdo de fumonisinas nas amostras
de milho de pipoca estudadas, o fato de 100% das nossas amostras estarem
contaminadas com Fusarium acenda o alerta da possibilidade de risco para saude
humana a partir da presenca de fumonisinas nessas amostras.

Shinohara et al. (2021) estudaram 31 amostras de marcas comerciais de
farinha de milho (fubda) e encontraram bolores e leveduras, que geralmente nao
deveria estar presentes uma vez que apresentam baixa resisténcia ao calor, sendo
facilmente destruidos frente aos tratamentos térmicos empregados na industria de
alimentos (SHINOHARA et al., 2017). Entretanto, ha certos fungos que produzem
ascosporos, estrutura de resisténcia capaz de sobreviver a tratamentos térmicos,
congelamento convencionais e pressao osmaotica, por exemplo Eurotium sp., género
de Ascomiceto comum em alimentos e que foi encontrado nas amostras de milho de
pipoca analisadas nesse trabalho.

O fato das amostras de milho de pipoca germinarem apenas no meio de
cultura AFPA e ndo no meio DG-18, indica que o primeiro meio apresenta alguma
substancia indutora de germinagao, talvez os micronutrientes presentes nesse meio
que nao aparecem no DG-18, a saber: sulfato ferroso, sulfato de zinco.

Cirio e Lima (2003) estudaram frequéncia do género Aspergillus e taxa de
germinagao das sementes de milho armazenadas até 270 dias no meio de cultura
BDA (batata dextrose Agar). E observaram que no dia zero, houve auséncia de
Aspergillus nos graos e a taxa de germinagado foi 98%. Porém, aos 270 dias de
armazenamento dos graos de milho, a taxa de contaminagdo por Aspergillus foi
79,7% e a taxa de germinagdo 36%. Esses resultados corroboram com os

observados no presente trabalho, mesmo sendo meios de cultura diferentes.
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Khodaei et al. (2021) fizeram revisao de literatura de 3 anos (2018 a 2020) no
tema micotoxinas em grdos e observaram que a maior parte dos estudos é sobre
milho, depois trigo e arroz. Os autores concluiram que segundo os estudos que
avaliaram risco de contaminagédo de graos com a micotoxina alfatoxina B1, o milho
apresentou as mais altas taxas de contaminacao, acima do limite maximo permitido
pela Comissdo Europeria (CE). Entretanto nas nossas amostras nenhuma
apresentou contaminagao por aflatoxina, pois todas as amostras de milho pipoca e

canjica nao evidenciaram producéao de aflatoxina no meio AFPA.
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8 CONCLUSOES

Apos a analise dos resultados, ficou evidente a presenga de contaminagao
por fungos em milho de canjica e milho de pipoca comercializados no Recife,
especialmente do género Fusarium, o mais frequente nas amostras analisadas. Bem
como, conclui-se diante da contaminacao por Fusarium em 100% das amostras de
graos de milho de pipoca, a possibilidade de contaminagdo com a micotoxina
fumonisina nessas mesmas amostras, tornando-as possivel risco para a saude
humana. Diante do exposto, fazem-se necessarios mais estudos com amostras de
produtos milho destinadas ao consumo humano comercializadas em Recife,

Pernambuco.
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