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RESPECTIVAS TOXINAS EM UVAS PASSAS ESCURAS
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RESUMO

As micotoxinas s30 metabolitos secundarios produzidos por alguns fungos filamentosos que possuem
propriedades toxicas. A principal via de exposicao a essa toxina € normalmente através da ingestao de
alimentos contaminados, mesmo que sejam em pequenas quantidades, mas de forma continua podem
levar ao seu acimulo no organismo podendo causar uma intoxicagao e afetando muitos 6rgaos e sistemas,
principalmente o figado, rins e sistema nervoso. As micotoxinas mais frequentemente detectadas sao
produzidas por fungos dos géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium. As uvas passas sdo produtos
obtidos a partir da perda parcial da d4gua da fruta madura por secagem, apresentando alto teor de agticar
e baixa atividade de agua, fato que favorece o crescimento de fungos, principalmente A. niger e A.
carbonarius que produzem esporos resistentes ao processamento das mesmas. Este estudo teve por objetivo
realizar o isolamento e identificacao de fungos produtores de micotoxinas e suas respectivas toxinas em
uvas passas escuras a granel e embaladas no proprio estabelecimento comercial, utilizando os métodos
de microcultivo e cromatografia em camada delgada comparativa. Foram detectadas a presenga de A.
niger, Penicillium spp e A. flavus, os primeiros, produtores de ocratoxinas e o ultimo de aflatoxinas.
Portanto, a pesquisa demonstrou a contaminagao por fungos toxigénicos nas amostras coletadas em 82%
dos estabelecimentos avaliados.

Palavras-chave: Uvas Passas; Intoxicacao; Micotoxinas.

'Departamento de Biomedicina. Centro Universitario de Votuporanga — UNIFEV
e-mail: fernandes.anaah@yahoo.com.br

Volume 18, n° 1, julho de 2015 I\ UNIARA Revista Uniara * 179



IDENTIFICATION OF TOXIGENIC FUNGI
AND ITS RESPECTIVE TOXINS IN DARK RAISINS
COMMERCIALIZED IN VOTUPORANGA- SP

ABSTRACT

Mycotoxins are secondary metabolites produced by some filamentous fungi that have toxic properties.
The main way of exposure to that toxin is usually through the ingestion of contaminated food even if'it is
in small quantity but continuously it can induce to its accumulation in the body and cause an intoxication,
affecting many organs and systems, especially the liver, kidneys and the nervous system. The most detected
mycotoxins are produced by fungi from the genus Apergillus, Penicillium and Fusarium. The raisins are
products obtained from the partial loss of water from the ripe fruit by drying, presenting high content of
sugar and low activity of water, fact that favors the growth of fungi, principally A. niger and A. carbonarius
which produce resistant spores to processing. This study aimed to achieve the isolation and identification
of fungi which produce the mycotoxin and its respective toxins in dark raisins in bulk and packaged in
the commercial establishment itself using microculture methods and thin layer chromatography. The
presence of A. niger and Penicillium spp were detected, the first ones being producers of ocratoxina and
A. flavus, the producer of aflatoxina. Therefore the research showed the contamination by toxigenic fungi
in the collected samples in 82% of the evaluated establishments.

Keywords: Dried Fruit; Intoxication; Mycotoxins.
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INTRODUCAO

Os metabolitos secundarios produzidos
por alguns fungos filamentosos que possuem
propriedades toxicas sdo chamados de micotoxinas.
A principal via de exposi¢cdo a essa toxina ¢
normalmente através da ingestdo de alimentos
contaminados apesar de existirem casos de
inalacdo e absorcao dérmica (MASLINKIEWCZ
& FREITAS, 2012).

A contamina¢do do alimento varia de acordo
com as condi¢des do ambiente (luz, oxigénio,
temperatura, pH e umidade do ar), do manuseio,
armazenamento e transporte (SANTOS; LOPES;
KOSSEKI, 2001; BATATINHA et al., 2003).

A ingestdo destas substincias toxicas mesmo
em pequenas quantidades de forma continua pode
levar ao seu acimulo no organismo causando uma
intoxicagdo (KOVACS, 2004) podendo afetar
muitos 0rgaos e sistemas, principalmente o figado,
rins, sistema nervoso, enddcrino e imunitario
(FREIRE et al., 2007).

As micotoxinas mais frequentemente detectadas
sao produzidas por fungos dos géneros Aspergillus,
Penicillium e Fusarium (WELKE et al., 2009).

De acordo com as informagdes de Council for
Agricultural Science and Technology (2003) as
micotoxinas de maior incidéncia na contaminagao
humana sdo aflatoxinas, fumonisinas, tricotecenos,
ocratoxina A e zearalenona. Outras micotoxinas
sdo consideradas menos importantes, devido a
incidéncia limitada em humanos.

As aflatoxinas e ocratoxinas sdo produzidas
pelo género Aspergillus, facilmente encontrados
em alimentos como graos, legumes, café, frutas
secas, leite, aveia e uvas (PERRONE et al., 2007;
PEREYRA et al., 2010).

Apenas as aflatoxinas possuem niveis maximos
em alimentos estabelecidos pela legislagdo. O
Ministério da Saude estabelece o limite de 30 pg/
kg de AFB1 e AFGI1. Apesar desta ndo prever
niveis maximos de ocratoxinas em alimentos,
¢ importante que programas de monitoramento
acompanhem estudos de exposi¢do humana para
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avaliar a necessidade de estabelecer niveis destas
micotoxinas (CALDAS; SILVA; OLIVEIRA.
2002).

Em uvas os fungos encontrados sdo Aspergillus
niger e Aspergillus carbonarius podendo contaminar
tais frutas durante os processos de maturacdo,
colheita, armazenamento e transporte (FAVILLA
et al., 2008).

A presenca de A. niger e A. carbonarius em
uvas e produtos derivados, como suco de uva, uvas
passas e vinhos, contribui para a contaminagao por
ocratoxina, pois esta pode resistir aos processos
industriais sofridos pelo produto (OLIVEIRA;
OLIVEIRA; MENEGHELLO, 2013).

As aflatoxinas sdo produzidas por cincos espécies
de Aspergillus que possuem grande importancia
em alimentos, afinal constituem- se risco para a
saude dos consumidores. Sendo estes A. flavus, A.
parasiticus, A. fumigatus, A. ochraceus, A. nomius
(Food Ingredients Brasil, 2009).

KWIATKOWSKI & ALVES (2007) referem
a existéncia de 18 compostos designados como
aflatoxinas, porém, os principais tipos de interesse
médico sdo identificados como Bl (AFBI1), B2,
G1 e G2. Entre estas, as de maior toxicidade sdo as
AFBI e AFGLI. O A. flavus produz apenas o grupo
B, enquanto as espécies A, parasiticus e A. nomius
produzem os grupos B2 e G2. “Quando observadas
em luz ultravioleta (UV), essas micotoxinas
fluorescem nas seguintes coloracdes: B1 e B2- azul,
G1- verde e G2- verde azulada. As ocratoxinas se
dividem em A, B e C; Ocratoxina A e C apresentam
fluorescéncia verde e B azul” (Food Ingredients
Brasil, 2009).

Alimentos susceptiveis a contaminagao incluem
amendoim (cru, torrado, creme, em doce ¢
confeitado), milho (pipoca, canjica e graos) trigo,
arroz, castanha de caju, améndoas, frutas secas,
temperos, sementes de algodao, mandioca, dleos
vegetais, cacau, entre outros que normalmente
sdo utilizados na composi¢do de alimentos
(KWIATKOWSKI & ALVES, 2007).

Frutas secas sdo produtos obtidos a partir da
perda parcial da 4gua da fruta madura por processo
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de secagem. Por apresentarem alto teor de agiicar
e baixa atividade de 4gua, acabam favorecendo
o crescimento de fungos. Além disso, A. niger
e A. carbonarius por produzirem esporos, sao
resistentes a raios solares, persistindo nas frutas
durante a secagem ao sol (MENEGHELO; JORGE;
OLIVEIRA, 2012 apud IAMANAKA, 2004).

Tendo em vista os argumentos acima relatados,
pode-se inferir que uvas passas a granel e embaladas
no préprio estabelecimento estdo mais expostas
ao meio ambiente externo, tornando-as mais
susceptiveis a contaminagdo por fungos. Assim
sendo, o presente trabalho teve por objetivo isolar
e identificar fungos produtores e suas respectivas
toxinas em amostras de uvas passas escuras
comercializadas em supermercados da cidade de
Votuporanga- SP.

METODOLOGIA

Foram coletadas 22 amostras de uvas passas
escuras em 11 pontos de venda do comércio de
Votuporanga, Sao Paulo, no periodo de Maio
a Junho de 2014. Foram analisadas 6 amostras
de uvas passas escuras embaladas no proprio
estabelecimento comercial e 5 vendidas a granel
no més de Maio. As analises foram repetidas
no més de Junho, com 7 amostras embaladas ¢ 4
a granel.

Uma vez coletadas, estas foram transferidas
para sacos plasticos estéreis a fim de se evitar
qualquer tipo de contaminac¢do e encaminhadas
ao laboratério de analises clinicas e de quimica do
Centro Universitario de Votuporanga- UNIFEV, em
temperatura ambiente. O procedimento utilizado
para o isolamento e a identificagdo de fungos
produtores de toxinas foi baseado na metodologia
descrita por FRANCO & LANDGRAF (2000)
através de dilui¢ao e plaqueamento em meio de
cultivo contendo Agar Sabouraud e Cloranfenicol.
O microcultivo foi realizado conforme SIDRIM
& MOREIRA (1999). A identificagdo de toxinas
fingicas foi baseada em MOREAU & SIQUEIRA
(2008), utilizando se técnica de cromatografia

182 » Revista Uniara

LA UNIARA

em camada delgada comparativa com o uso de
revelador fisico e quimico.

Isolamento, identificaciao
e microcultivo dos fungos

Cada amostra coletada compunha-se de 200 g
de uvas passas a granel e embaladas, analisadas
em até 36 horas apos sua obtengao (FRANCO &
LANDGRAF 2001). No momento da andlise, a
superficie externa do saco plastico foi desinfetada
com alcool 70% e gaze, em fluxo laminar.
Posteriormente, 25g de cada amostra foram
transferidos para baldo volumétrico com 225
mL de solugdo salina peptonada 1% (diluicao
10"). A partir desta suspensdo foram realizadas
duas diluig¢des seriadas (102, 10*) com o mesmo
diluente. Das diluigdes foram retirados 10 pL
e espalhados em dgar Sabouraud dextrosado
adicionado de cloranfenicol, por técnica de cultivo
em superficie. Apds o crescimento das colonias
foram feitos os microcultivos, em agar Batata
dextrose, incubados a temperatura ambiente por
até 15 dias. As laminas para analises microscopica
das estruturas de reproducdo foram coradas com
lactofenol azul de algoddo segundo ZAITZ, RUIZ
e SOUZA (2004).

Identificacdo de micotoxinas por
cromatografia em camada delgada
comparativa (CCDC)

A extracao e purificagao das micotoxinas foram
realizadas no laboratorio de quimica do Centro
Universitario de Votuporanga- UNIFEV. Por meio
de método de quarteamento de 200 g de uvas passas
escuras amostraram se 50g, que transformadas em
uma pasta foram extraidas com metanol e solugdo
de KCL 4%. Seguiu se o processo de clarificacdo da
mesma com cloreto de cobre a 10% e 5g de celite.
A fase hidroalcoodlica resultante extraiu se com 10
ml de cloroférmio em triplicata.

Para a identificacdo das micotoxinas por
cromatografia em camada delgada o residuo obtido
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foi dissolvido novamente em cloroférmio e aplicado em dois pontos da placa de silica em gel 60 GF 254
nm (Merck®). A eluicao das placas foi feitas com os seguintes sistemas solventes tolueno, acetato
de etila e acido formico (6:3:1), tolueno, acetato de etila e acido acetico (8:1:1). A revelacao das
placas foi feita utilizando se luz ultravioleta (A 365 nm), observando-se fluorescéncia azul ou verde.
Apos a revelacdo fisica, as placas foram borrifadas com acido sulfurico (1:3) seguido de aquecimento.
A reagdo com acido serve para confirmar a presenga de aflatoxinas pelo aparecimento de manchas com
fluorescéncia amarela sob luz ultravioleta.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As uvas passas encontradas nas prateleiras de varios estabelecimentos comerciais podem esconder
riscos a saude do consumidor. Entre os 11 estabelecimentos avaliados identificou-se a presenca de fungos
produtores de micotoxinas em nove deles. Foram analisadas 11 amostras no més de maio e junho para os
mesmos estabelecimentos comerciais, totalizando 22 amostras. Destas 13 (59%) apresentaram resultado
positivo para micotoxinas e 9 (41%) apresentaram resultado negativo, sendo que 6 apresentaram resultado
positivo no més de maio e 7 amostras positivas no més de junho, todas as amostras se encontravam
dentro do prazo de validade. Os resultados obtidos das analises microbiologicas do més de maio e junho
estdo descritos na seguinte tabela (Tabela 1).

Tabela 1- Fungos filamentosos e provaveis toxinas identificadas em amostras de uvas passas escuras a granel e embaladas
no proprio estabelecimento em 11 pontos comerciais de Votuporanga, S.P, durante os meses de maio e junho de 2014.

MAIO JUNHO
ESTABELECIMENTO FUNGO TOXINA FUNGO TOXINA
SUGESTIVA SUGESTIVA

A Negativo Negativo A. niger Ocratoxina

B Mucor spp - A. niger Ocratoxina

C A. niger Ocratoxina A. niger Ocratoxina

D Negativo Negativo Negativo Negativo

E Negativo Negativo Negativo Negativo

F Negativo Negativo A. niger Ocratoxina

G A. flavus Aflatoxina A. niger Ocratoxina

H Penicillium spp Ocratoxina Negativo Negativo

I A. niger Ocratoxina A. niger Ocratoxina

J A. niger Ocratoxina A. niger Ocratoxina

K A. niger Ocratoxina Negativo Negativo
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Tabela 2 Relacao dos fungos produtores de micotoxinas identificados por microcultivo e fluorescéncias emitidas pelas
manchas nas substincias presentes nas placas cromatogrificas, para as diferentes amostras analisadas, nos meses de
maio e junho.

MAIO JUNHO
ESTABELECIMENTO FUNGO FLUORESCENCIAS FUNGO FLUORESCENCIA
A Negativo B A. niger AZUL
B Mucor spp _ A. niger VERDE
C A. niger VERDE A. niger VERDE
D Negativo _ Negativo _
E Negativo B Negativo B
F Negativo _ A. niger AZUL
G A. flavus AZUL A. niger VERDE
H Penicillium spp AZUL Negativo _
I A. niger AZUL A. niger AZUL
J A. niger AZUL A. niger AZUL
K A. niger VERDE Negativo _

Apesar de nao ter sido utilizado um padrao de comparagdo na técnica de cromatografia em camada
delgada, além de se utilizar a revelagao por luz UV, utilizou-se como contra prova a aspersao acido
sulfurico seguido de aquecimento, pois este reage especificamente com a aflatoxina gerando-se um
derivado de cor amarela fluorescente. A identificagdo de espécies produtoras de aflatoxinas através de
microcultivo corroborou para esta confirmagao.

Apenas a cromatoplaca do estabelecimento G apresentou coloragdo amarela, indicando assim a
presenca de aflatoxina. Todas as placas ndo apresentaram coloracao amarelo confirmando a auséncia de
aflatoxina, podendo se pela fluorescéncia e também pelo microcultivo, inferir presenca de outra toxina,
sugestiva de Ocratoxina.
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Tabela 3 — Relacdo dos fungos produtores de micotoxinas identificados com as fluorescéncias observadas nas
cromatoplacas nos ensaios de contra prova com acido sulfurico.

MAIO JUNHO
ESTABELECIMENTO FUNGOS TOXINA FLUOR.*/ | FUNGOS TOXINA FLUOR.*/
cp* C.p*
SUGESTIVA SUGESTIVA

A Negativo Negativo _ A. niger | Ocratoxina AZUL

B Mucor spp _ _ A. niger | Ocratoxina VERDE

C A. niger Ocratoxina VERDE A. niger | Ocratoxina VERDE

D Negativo Negativo _ Negativo Negativo _

E Negativo Negativo _ Negativo Negativo _

F Negativo Negativo _ A. niger | Ocratoxina AZUL

G A. flavus Aflatoxina AZUL/ A. niger Ocratoxina VERDE

AMARELO
H Penicillium Ocratoxina AZUL Negativo Negativo _
spp

I A. niger Ocratoxina AZUL A. niger | Ocratoxina AZUL

J A. niger Ocratoxina AZUL A. niger Ocratoxina AZUL

K A. niger Ocratoxina VERDE Negativo Negativo _

*Fluor: Fluorescéncia; *C.P: Contra prova

Foram analisadas 6 amostras de uvas passas escuras embaladas e 5 a granel no més de maio, sendo
que destas, 2 amostras embaladas e 4 a granel apresentaram resultado positivo para fungos toxigénicos.
Essa analise foi repetida no més de junho com 7 amostras embaladas e 4 a granel, apresentando resultados
positivos em 4 amostras embaladas e 3 a granel.

De todas as amostras analisadas (22), 50% apresentaram colonizagdo por Aspergillus niger, e 4%
para Aspergillus flavus, 5% para Penicillium spp, 5% para Mucor spp e oito amostras (36%) nao
apresentaram crescimento fingico em relacdo ao meses de maio e junho de 2014.

No més de maio foi identificada uma amostra positiva para A. flavus (12%) uma para Penicillium spp
(12%), quatro amostras positivas para A. niger (49%), uma amostra positiva para Mucor spp (12%) e
quatro amostras negativas (15%). Devido ao fato do Mucor spp ser um fungo que pode ser encontrado
tanto no solo como no ar, a amostra positiva para este género foi devido a contaminagdo, ndo sendo
relevante para a pesquisa, pois este ndo ¢ um fungo produtor de toxina.

Mucor spp ¢ um fungo filamentoso de baixa viruléncia, causador de micoses oportunistas que
sdo infecgdes cosmopolitas que convivem pacificamente com o hospedeiro, mas quando ocorre
algum distarbio do sistema imunodefensivo, desenvolve seu poder patogénico (SIDRIM &
MOREIRA, 1999).

Foi realizada a mesma analise no més de junho dos mesmos estabelecimentos comerciais e foram
identificadas apenas sete amostras positivas para A. niger (64%) e quatro amostras negativas (36%).
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Conforme TAMANAKA et al. (2007) trés
espécies de Aspergillus: A. flavus, A. parasiticus e
A. nomius sao capazes de produzir aflatoxinas (B1,
B2, G1 e G2) encontradas normalmente em varios
produtos alimenticios, incluindo frutas secas (uvas
passas escuras, figos, damascos). Estas sdo capazes
de crescer em condi¢des de temperatura, umidade
relativado ar e umidade do produto quando sdo
favoraveis.

O Laboratdrio de Andlise Micotoxicologico
(LAMIC) no Rio Grande do Sul analisou 70
amostras de frutas secas (uvas passas, damascos,
ameixas secas e peras secas) comercializadas
no Brasil no ano de 2002. As frutas secas
apresentaram 71% de contaminag¢do por aflatoxina
(MALLMANN et al., 2002).

Segundo MARCIA ¢ LAZZARI (1998)
sdo considerados fungos de armazenamento o
Aspergillus spp, Penicillium spp e Mucor spp
normalmente encontrados no solo e também em
armazéns, moinhos, equipamentos e lugares onde
os alimentos sdo armazenados, manuseados €
processados.

Devido ao fato das frutas secas terem amplo
prazo de validade e conseqilientemente possibilidade
de consumo durante todo o ano, as condi¢des
inapropriadas de armazenamentoao longo prazo, e
o alto teor de acucar, favorecem o crescimento
de fungos incluindo também os micotoxigénicos
(FERRACIN, 2007).

Segundo o trabalho realizado por TANIWAKI
et al. (2004) as amostras de uvas passas escuras
apresentaram alta frequéncia de infeccdo por A.
niger produtor de ocrato-xina.

MAGNOLLI et al. (2004) estudaram 50
amostras de uvas passas escuras argentinas, sendo
a espécie A. niger mais encontrada. Quanto a
presenca de ocratoxina, revelou se que 74% das
amostras estavam contaminadas, sendo que em
28% por Aspergillus da espécie Nigri.

ABARCCA et al. (2003) analisaram uvas passas
espanholas detectando se a presenca de A. niger
e A. carbonarius em 98% e 58% das amostras
analisadas, respectivamente. Todos estes relatos
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sdo indicios de que a contaminagdo por A. niger
em uvas passas ¢ frequente.

E de extrema importancia a anélise destes
alimentos, pois nem sempre a presenca de fungos
implica que toxinas foram produzidas, por outro
lado, a auséncia de sinais visiveis de bolor nao
significa que o alimento esta livre dos fungos
produtores de toxinas [AMANAKA; OLIVEIRA;
TANIWAKI, 2010).

CONCLUSAO

Fica evidente que a contaminacdo de uvas
passas por fungos produtores de micotoxinas nao ¢
incomum, e que o Aspergillus da espécie Nigri sdo
0s principais responsaveis pela contaminagdo das
frutas secas, sendo este produtor de ocratoxinas,
causadora de efeitos neurotoxicos, nefrotdoxicos e
hepatotdxicos no organismo humano.

O presente trabalho identificou a contaminagao
por este fungo tanto em uvas passas escuras
a granel quanto nas embaladas no proprio
estabelecimento comercial na qual nao foi
observada alteragdes significativas de amostras
positivas no més de maio em relagdo a andlise
comparativa realizada em junho.

A analise microbiologica foi confirmatdria para a
identificacao dos fungos produtores de micotoxinas,
porém o método de cromatografia em camada
delgada apenas possibilitou a detec¢ao da auséncia
ou presen¢a de alguma toxina que apresentaram
fluorescéncia azul ou verde, pelo fato de ndo terem
sido utilizados padroes, a identificacdo especifica
das micotoxinas foi impossibilitada. A contra prova
realizada permitiu apenas distinguir a aflatoxina de
ocratoxina.
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PESQUISA DE BIOINDICADORES EM
SALSICHAS VENDIDAS A GRANEL EM
SUPERMERCADOS DO NOROESTE PAULISTA

Bruna Tavares Bruno’
Livia Alegria dos Santos’
Catia Rezende'

RESUMO

A pesquisa de Escherichia coli e Salmonella spp. nos alimentos ¢ um importante bioindicador higiénico-
sanitario, indicando contaminagao fecal. A salsicha ¢ um alimento muito consumido e de fécil preparo,
entretanto, se manipulada de maneira inadequada, pode se tornar uma excelente fonte de contaminagao
e proliferacdo de micro-organismos. Para se analisar a presenga dessas bactérias, foram coletadas 32
amostras de salsichas em supermercados de pequeno e grande porte. A andlise microbiologica quantitativa
para Escherichia coli foi realizada em d4gar EMB e para Salmonella spp., em 4gar SS. Colonias suspeitas
foram identificadas por testes bioquimicos. Do total de amostras coletadas, 50% apresentaram crescimento
de Escherichia coli e para Salmonella spp., ndo houve crescimento. Esses dados comprovam a necessidade
de uma maior fiscalizacdo higiénico-sanitaria nos estabelecimentos comerciais € uma maior atengdo da
populacdo aos alimentos que estido sendo ingeridos.

Palavras-chave: Bioindicador; Contaminacado; Doencas Intestinais.
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