Contaminacao fungica em granola comercial
Fungical contamination in commercial granola
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Resumo

O presente trabalho objetivou verificar a ocorréncia de fungos produtores de micotoxinas, especialmente dos géneros Aspergillus, Fusarium
e Penicillium, em granola comercializada em Porto Alegre, uma vez que este alimento vem apresentando crescente consumo. Estes fungos
filamentosos sao evidenciados freqiientemente em cereais, os quais apresentam grande incidéncia em produtos a base de granola. Amostras
de granola foram adquiridas no Mercado Publico de Porto Alegre, no periodo de agosto de 2004 a abril de 2005, nas quatro estagoes do
ano. A coleta baseou-se em quatro amostras de diferentes procedéncias, duas das quais sao comercializadas embaladas e lacradas e duas
comercializadas a granel. As analises seguiram os procedimentos descritos pelo Compendium of Methods for Examination of Foods. A
identificacao dos fungos baseou-se na morfologia macroscépica e microscépica, com auxilio de chaves de identificacdo. Os resultados
evidenciaram a presenca dos trés géneros fingicos, com predominancia de Aspergillus em trés estacoes. No verao houve maior desenvolvimento
micelial e no outono, menor crescimento de fungos. Os resultados sugerem maior controle e fiscalizagao, visando eliminar qualquer ocorréncia
de microrganismos produtores de toxinas em granola.
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Abstract

The following work, had the purpose to verify the occurrence of fungi which produce mycotoxin, specially the Aspergillus, Fusarium and
Penicillium genus in the granola commercialized in Porto Alegre, once that this food is having an increasing consumption.These fibered fungi
are certified frequently in cereals, which are found in the granola (a mix of grains, nuts and dried fruits, sometimes coated with oil and honey,
eaten for breakfast or as a snack). Granola samples were acquired in the Public Market of Porto Alegre since August 2004 until April 2005,
during the four seasons of the year. The collection was based on four samples of different origins, two of which are commercialized packed and
sealed up, and the other two commercialized in bulk. The analyses had followed the described procedures for Compendium of Methods for
Examination of Foods. The fungi identification was based on the macroscopic and microscopic morphology, with the assistance of identification
keys. The results certified the presence of Aspergillus, Fusarium and Penicillium fungi, with the predominance of the Aspergillus genus in
three seasons. In summer it had a bigger mycelium development and in autumn the lowest fungi growth. The results suggest a bigger control

and inspection, seeking for eliminate any occurrence of microorganism producer of toxins in the granola.
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1 Introducao

Fungos filamentosos, também conhecidos como bolores
ou mofos, sdo microrganismos eucariotos, heterotréficos e
multicelulares. Estes microrganismos estao presentes em
todos os ambientes e sao economicamente importantes no
campo da medicina, da fitopatologia e da industria, além de
serem ecologicamente importantes como decompositores. No
entanto, também podem contaminar os alimentos, causando
sua deterioracdo, reduzindo seu valor nutricional, alterando
suas qualidades organolipticas e tornando-se, em alguns casos,
problema de saude publica.

Alguns géneros deste grupo de microrganismos sao res-
ponsaveis pela producgao de toxinas, as micotoxinas, entre as
quais, destacam-se: a aflatoxina, ocratoxina A, zearalenona,
patulina, fumonisina, tricoteceno e citrinina?.

O processo de invasao por fungos € a contaminagao por
micotoxinas em graos podem ocorrer no campo € durante os
processos de colheita, secagem, transporte € armazenamento
do produto*?*. O crescimento de fungos é determinado por
varios fatores, entre os quais, destacam-se: o teor de umidade,
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aeracao, dano provocado por insetos e acaros, temperatura e
tempo de armazenamento'?. Os maiores problemas do desen-
volvimento de fungos em graos e sementes estao relacionados
a producao de micotoxinas e a perda do poder germinativo e
de matéria seca, alterando o valor nutricional®!.

Os fungos como Aspergillus, Penicillium e Fusarium sao
considerados importantes produtores de micotoxinas'®, que
sao metabolitos téxicos naturais e freqiientemente encontradas
em alimentos. Aproximadamente duzentas espécies de fungos
sao consideradas toxinogénicas, sendo que o tipo de substrato
e as condicoes do ambiente sao fatores determinantes para a
producao de micotoxinas®. Entre os téxicos contaminantes de
alimentos podemos destacar as aflatoxinas produzidas por
espécies do género Aspergillus, as quais sao altamente téxicas
e carcinogenéticas para homens e animais, tornando-se assim,
um fator preocupante para a industria alimenticia'®.

Intoxicacoes e problemas passageiros ou cronicos, que
afetam varias fungoes do organismo, tais como: alteragoes
hepaticas, renais, circulatérias, no sistema nervoso e no trato
digestivo podem ocorrer em homens e animais devido a ingestao
destas substancias®.

Dietas ricas em fibras auxiliam o aumento do bolo fecal e
diminuem o desconforto causado pelo sintoma de constipacao
intestinal. Alimentos fibrosos também tém auxiliado na redu-
cao de doencas cardiovasculares sendo inclusive, indicados a

324 Ciénc. Tecnol. Aliment., Campinas, 27(2): 324-327, abr.-jun. 2007



Vecchia e Castilhos-Fortes

pacientes portadores de diabetes insulino-dependente, por seu
potencial de reducao de niveis de insulina no sangue e da con-
centracao de lipidios. Entre os alimentos indicados para tratar
destas patologias, destaca-se a granola, que € um produto ali-
mentar formado pela mistura de graos de cereais, frutas secas,
linhaga, trigo, flocos de milho e de arroz, sementes oleaginosas
como o amendoim e a castanha-do-para. Além das propriedades
nutricionais, a granola é um alimento de excelente sabor, elevado
valor energético e vem apresentando crescente consumo®.

As fumonisinas sao toxinas produzidas principalmente
pelo fungo Fusarium moniliforme®, detectadas naturalmente
em varios alimentos, inclusive em milho e derivados, causam
edema pulmonar e hidrotérax em suinos, leucoencefalo-malacia
em eqiiinos, e provavel cancer de esoéfago em humanos. Além
desta toxina, o Fusarium também pode produzir as micotoxinas
zearalenona e tricotecenos’®.

A micotoxina patulina pode ser produzida por varias espé-
cies do género Penicillium e Aspergillus, sendo freqilentemente
encontrada em frutas, verduras e cereais. Em animais, esta
toxina causa disturbios gastrointestinais, efeitos neurotéxicos
e imunoldgicos. A verruculogeno também € uma importante
toxina produzida por Penicillium e Aspergillus causando fortes
tremores em animais afetados®.

Envenenamentos por aflatoxinas podem ocorrer quando a
racao esta contaminda por A. flavus, ocorrendo sérias lesoes
em animais, e embora os riscos para os humanos sejam ainda
pouco conhecidos, h4 fortes evidéncias que a aflatoxina con-
tribui para a cirrose hepatica e o cancer de figado, verificados
em algumas regides da India e da Africa e associados a dieta
por alimentos contaminados®’.

Estudos revelam que em animais, os efeitos toxicos agudos,
mutagénicos, carcinogénicos e teratogénicos tém se mostrado
bastante sensiveis em espécies domésticas e de experimentacao,
sendo o figado o 6rgao mais atingido. De maneira semelhante,
na saude publica, as aflatoxinas sdo as principais responsaveis
pela origem de cancer hepatico no homem, conseqiiéncia da
ingestao continua de alimentos contaminados’®.

Muitas granolas contém aglicar em sua composicao, o
qual, quando contaminado pode contribuir com o aumento da
populacao de microrganismos®. Além disso, espécies do género
Aspergillus crescem em altas concentracoes de agucar, nutrin-
do-se de 4gua extraida de substancias relativamente secas'”.

Em virtude da grande preocupacao com os alimentos con-
sumidos, e visando contribuir com a qualidade da granola co-
mercializada no mercado publico de Porto Alegre, este trabalho
tem por objetivo verificar a incidéncia de fungos produtores de
micotoxinas, especialmente dos géneros Aspergillus, Fusarium
e Penicillium, devido a alta toxicidade dos metabdlitos produ-
zidos por eles.

2 Material e métodos

Amostras de granola foram adquiridas no Mercado Publico
de Porto Alegre em duas bancas diferentes, denominadas neste
trabalho de “Banca A’ e “Banca B”, sendo que em cada uma
delas foram coletadas duas amostras, uma embalada, lacrada

e industrializada, acondicionada em prateleira, e outra comer-
cializada a granel, ambas armazenadas em caixas de madeira
com tampa, a temperatura ambiente. No total foram coletadas
16 amostras de quatro marcas diferentes (10 g.amostra?). As
coletas foram realizadas no periodo de agosto de 2004 a abril de
2005, nas quatro estacoes do ano. Para cada estagao coletaram-
se quatro amostras, todas dentro do prazo de validade.

As analises realizadas em duplicata seguiram os pro-
cedimentos descritos pelo Compendium of Methods for
Examination of Foods?®. A partir da solucgao obtida, retirou-se
5 mL de amostra e verteu-se 1 mL por placa, resultando em
5 placas por amostra, 20 placas por estacdo e 80 placas no
total.

As suspensoes foram plaqueadas em meio de cultura PDA
(Potato Dextrose Agar) e permaneceram em estufaa 28 £ 1 °C
em torno de 8 a 10 dias. Posteriormente, os fungos desenvol-
vidos foram analisados e identificados. A identificacao baseou-
se na morfologia macroscopica, caracteristicas das colonias,
caracteristicas do verso e reverso do crescimento na placa,
formacao de pigmentos e morfologia microscépica, com auxilio
de chaves de identificagao!®92¢.

3 Resultados e discussao

Nas amostras analisadas verificou-se o desenvolvimen-
to de varios fungos, entre os quais Mucor circinelloides,
Rhizopus sp., Alternaria sp. e Micelia sterilia. O desenvolvi-
mento dos fungos Aspergillus, Fusarium e Penicillium e suas
caracteristicas macroscépicas € microscépicas podem ser
observadas nas Figuras 1 e 2.
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Figura 1. Visualizacao macroscépica: placas de cultura axénicas dos
fungos a) Aspergillus flavus; b) Fusarium solani; e c¢) Penicillium sp.
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Figura 2. Visualizacao microscépica dos fungos a) Aspergillus niger;
b) Fusarium solani; e ¢) Penicillium griseofulvum.

Os resultados obtidos indicam uma baixa incidéncia do
género Fusarium em todas as estacoes, sendo o menos repre-
sentativo entre os grupos analisados. A inica espécie encontra-
da, Fusarium solani, (Figura 1 e 2) esteve presente somente na
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estacao primavera e em amostra lacrada. Fusarium é um fungo
encontrado no campo, invade as sementes e graos durante o
amadurecimento e o dano € causado antes da colheita'?. Pes-
quisas alertam que dependendo das condi¢oes de temperatura
e umidade, este fungo pode também ser encontrado durante o
armazenamento dos produtos. As fumonisinas, toxinas produ-
zidas por este grupo de fungos foram detectadas naturalmente
em véarios alimentos, principalmente em milho e derivados
produzidos em varios paises, inclusive no Brasil, indicando a
exposicao do homem as micotoxinas!®. Embora estudos nao
evidenciem o F. solani como produtor de micotoxinas em graos,
este fungo pode provocar a morte de animais, causada por infec-
cao respiratoria a partir da ingestao de batatas-doces mofadas
e contaminadas. Varias toxinas produzidas por F. solani estao
associadas a causa de lesdo pulmonar e pneumonia intersti-
cial que ocorrem freqiientemente em bovinos, ratos, coelhos e
cobaias®. Este género ¢ um importante causador de infecgdes
profundas em pacientes transplantados, neutropénicos e que
fazem dialise. Sendo assim, F. solani, entre outras espécies, é
freqiientemente isolado em casos com humanos!*.

A estacao de outono apresentou o menor desenvolvimento
de fungos, embora tenha sido a mais representativa no grupo
dos Aspergillus, quando evidenciou-se a presenca de A. niger
(Figura 2), representando 11 UFC.g ' na amostra a granel da
banca B, este fungo nao tem sido identificado como produtor
de micotoxinas. Estudos indicam o A. niger como causador de
infeccao micética e de aborto em bovinos, sendo o primeiro caso
evidenciado no Brasil®. Amostras de granola a granel coletadas
nesta banca nao apresentaram desenvolvimento de fungos nas
estacoes de inverno e primavera (Figura 3).
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Figura 3. Total de Unidades Formadoras de Colonias (UFC.g ) de
fungos observados nas amostras de diferentes marcas e nas quatro
estacoes.

O grupo de maior contaminagao em graos armazenados
e subprodutos alimenticios constituem-se de espécies de
Aspergillus'?, indicando uma concordancia com os resultados
obtidos neste trabalho, onde foi constatada a presenca deste

grupo em trés estagoes do ano. O fungo Aspergillus (Figu-
ra 1 e 2) foi constatado no inverno, nas amostras lacradas das
bancas A e B e na amostra a granel da banca A. Nas estacoes
de verao e outono sua presenca foi constatada nas amostras
a granel da banca B. Considerando as quatro estagoes foram
evidenciadas 15 UFC de Aspergillus.

O Aspergillus flavus (Figura 1), o qual foi constatado nas
amostras a granel e lacradas da estacao inverno, ¢ um impor-
tante produtor de toxinas, denominadas aflatoxinas B1, B2, G1
e G224 sendo sua descoberta descrita em 1960, por provocar
um surto com alta letalidade em perus na Inglaterra®* e que
pequenas quantidades sao suficientes para causar atividade
toxica e aguda em varios animais, inclusive provocando danos
hepaticos e hemorragias no trato gastrintestinal humano”.
Aproximadamente 35% dos casos de cancer em humanos estao
relacionados diretamente a dietas contaminadas por aflatoxi-
nas, ocorrendo principalmente em paises tropicais e causando
principalmente cancer hepatico. A reducao da exposicao da
populacéo a aflatoxinas e a diminuicao dos riscos a satde serao
possiveis com um constante trabalho da vigilancia sanitéria,
com os produtores de alimentos®.

Conforme a Anvisa (Agéncia Nacional de Vigilancia Sani-
taria) que gerencia o Programa Nacional de Monitoramento da
Qualidade Sanitaria de Alimentos (PNMQSA), a presenca de
aflatoxina € um dos parametros analisados na verificagdo da
qualidade dos produtos, a fim de prevenir e garantir a melhoria
da qualidade sanitéria dos alimentos comercializados no pais.
Porém a resolucao RDC n° 12, de 2 de janeiro de 2001 néo faz
referéncia a contagem de fungos e leveduras em granolas?.

O fungo Penicillium sp. (Figura 1) foi identificado nas
quatro amostras da estacdo verao e também em uma amostra
lacrada do inverno. E um género muito numeroso, sendo que
varias espécies estdo envolvidas no processo de deterioracao
em cereais € producao de micotoxinas, estao presentes tam-
bém em milho e derivados, crescendo em condicdes nas quais
a umidade apresenta-se mais elevada do que a exigida pelos
Aspergillus?'.

Penicillium spp. € considerado um fungo presente geral-
mente em produtos armazenados??, é também um importante
produtor de micotoxinas, como a toxina patulina, encontrada
freqlientemente em frutas e cereais. Estes produtos encontra-
dos na granola podem estar sujeitos a contaminacao por esta
proteina téxica, pois estudos apontam esta toxina como causa
de efeitos neurotdxicos, imunolégicos e alteracdes gastrointesti-
nais em animais?, estando presente também em outros ambien-
tes como o ar'®. 1 UFC de Penicillium griseolfulvum (Figura 2)
foi identificado em amostra a granel, banca A, no verao.

Estudos com fungos anemdfilos, presentes no ar, tém
evidenciado a estagao de verdo com predominancia no desen-
volvimento de fungos, enquanto o outono apresentou o menor
namero de esporos'®. Isso também pode ser observado em
relacao a granola, quando verificou-se que as amostras coleta-
das no verao apresentaram maior desenvolvimento de fungos,
enquanto a estacao de outono foi a menos representativa em
relacao as demais (Figura 3).
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Embora a presenca do conjunto micelial nao seja consta-
tada em determinados alimentos, nao significa que os mesmos
estejam isentos de toxinas, pois muitas micotoxinas podem
permanecer viaveis mesmo na auséncia do fungo, sendo assim,
nao sao facilmente degradaveis’®.

Embora o trabalho nao tenha objetivado o estudo de bac-
térias na granola, cabe salientar que em 100% das amostras,
observou-se crescimento bacteriano. Este aspecto pode ser pre-
ocupante, pois algumas bactérias podem causar intoxicacoes e
infeccoes alimentares, representando riscos a saude’.

Além da presenca de varios outros fungos, Mucor circi-
nelloides e Rhizopus sp. foram identificados, sendo normal-
mente encontrados em solos, vegetais, frutas e graos armaze-
nados, e sao considerados contaminantes comuns dos locais
onde os produtos armazenados sao processados'?, explicando
assim a presenca também destes fungos na granola.

4 Conclusoes

Os resultados sugerem a necessidade da realizacao de um
monitoramento mais especifico de tolerancia de micotoxinas
na granola, visto que no Brasil somente as aflatoxinas pos-
suem limites maximos em alimentos previstos em legislacao®,
e também uma legislacao especifica para contagem de fungos
em granolas, ja que a RDC n° 12, de 02 de janeiro de 2001
nao faz referéncia®. A granola, por ser um alimento composto
por uma grande variedade de produtos, requer mais controle e
fiscalizacdo, visando eliminar toda e qualquer possibilidade de
ocorréncia de fungos produtores de toxinas, pois estes podem
comprometer a qualidade dos alimentos, causando sérios pro-
blemas a satde e também podem inviabilizar os produtos.
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