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ABSTRACT
.|

When a fungus grows in certain foods, they have the capacity to spoil them by
producing natural metabolic called mycotoxins. The contamination of food can
cause several problems, from the waste of raw material to the harmful effects of
food intake, in addition to the carcinogenic, teratogenic and mutagenic potential
that such mycotoxins have. Bixa orellana, a plant popularly known as annatto
which is widely used from the indigenous culture to the textile until food industry
(paprika production). The characteristic colour of the seeds is due to the presence
of carotenoids, pigments present in nature, such as bixin, which can announce a
great role in physiological actions. The present study aimed to carry out an
analysis of fungal growth in Annatto seeds, isolating and identifying the infectious
agents. Annatto seeds sold at retail were used and separated by treatment,
comparing the sanitization method. These seeds were grown in DRCB culture
medium with growth monitoring every 24 hours. The identification of fungal
species was given using the microculture method. The species was determined by
analyzing the reproduction structure using the identification key. It is concluded
that, the fungal contamination in the annatto grains is present, both in natura and
sanitized.

Keywords: contamination, fungus, mycotoxins.

RESUMO
|

Quando um fungo cresce em certos alimentos, eles tém a capacidade de estraga-
los, produzindo metabolitos secundarios chamados micotoxinas. A contaminagao
dos alimentos pode acarretar diversos problemas, desde o desperdicio de matéria-
prima até os efeitos nocivos da ingestdo alimentar, além do potencial



INTRODUCAO
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carcinogénico, teratogénico e mutagénico que tais micotoxinas possuem. Bixa
orellana, planta popularmente conhecida como urucum que é amplamente
utilizada desde a cultura indigena, industria téxtil, até a indUstria alimenticia
(producéo de péprica). A coloragio caracteristica das sementes se deve a presenca
de carotenoides, pigmentos presentes na natureza, como a bixina, que podem
anunciar um grande papel nas ag@es fisioldgicas. O presente estudo teve como
objetivo realizar uma analise do crescimento flngico em sementes de urucum,
isolando e identificando os agentes infecciosos. Foram utilizadas sementes de
urucum comercializadas no varejo e separadas por tratamento, comparando o
método de sanitizacdo. Essas sementes foram cultivadas em meio de cultura
DRCB com monitoramento de crescimento a cada 24 horas. A identificacdo das
espécies fungicas se deu pelo método de microcultura. A espécie foi determinada
pela andlise da estrutura reprodutiva utilizando a chave de identificacdo. Conclui-
se que, a contaminacdo flngica nos grdos de urucum esta presente, tanto in natura
quanto sanitizados.

Palavras-chave: contaminag&o, fungos, micotoxinas.

entidades como a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria — ANVISA, Food and Agriculture

Os urucuzeiros sdo plantas arbustivas e
sua classificagdo taxondmica consiste em: divisao
Angiospermae, familia Bixaceae, género Bixa,
espécie Bixa orellana. O fruto é conhecido

popularmente como urucum (Dornellas, 2015).

A arvore produz frutos deiscentes
denominados de capsulas ou cachopas (Fig 1) que
sdo revestidos por uma camada de espinhos
“inofensivos”, e no interior de cada cépsula
podem ser produzidas, aproximadamente, de 40 a
50 sementes. Essas capsulas sdo revestidas por
um pericarpo (camada externa que envolve as
sementes), local onde ocorre a extracdo de um

corante natural (Silva et al, 2018).

O uso das sementes de Bixa orellana é
amplo, sendo utilizadas desde antigamente pela
cultura indigena até a atualidade passando pela

industria téxtil, alimenticia (sob a supervisdo de
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Organization - FAO e da Organizacdo Mundial da
Salde - OMS), e até mesmo na producdo de

remédios.

Fig 1: Cachopa de Urucum com sementes a mostra.

As diferentes formas de utilizacdo das sementes
estdo associadas as suas propriedades intrinsecas
relacionadas & sua composicdo quimica.
Enfatizando, a presenca de carotendides é o que
propicia a utilizagdo do urucum nas industrias
alimenticias, na producgéo do colorau (colorifico).
Destaca-se que a utilizagdo do urucum ¢é
regulamentada pela ANVISA como aditivo

alimentar (corante), no desenvolvimento de
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cosméticos e nas atividades téxteis devido a sua
alta capacidade colorifica (Brito et al, 2015;

Ferreira e Novembre, 2016).

Outro comum uso das sementes de
urucum € observado no setor agropecuario, onde
as sementes residuais que sdo descartadas dos
processos de preparacdo sdo utilizadas para
suplementar a alimentacdo animal, visto que € um
subproduto com baixo valor de aquisigéo,
podendo ser utilizado para reduzir custos de
producdo. Devido ao seu uso como
suplementacdo alimentar animal, outros estudos
foram conduzidos buscando analisar 0s
beneficios destes residuos para a alimentacdo
humana, além da sua capacidade como corante
(Brito et al, 2015).

(2016), na composicdo quimica do urucum pode-

De acordo com Capella

se observar a presenca de triptofano, metionina
(aminoacidos presentes no NOSso organismo que
atuam na biossintese de proteinas) e lisina
(aminoé&cido que auxilia 0 aumento da imunidade
contra processos infecciosos), assim como um
alto teor de &cidos graxos, acido linoleico e oleico
(participam da sintese de energia, sintese lipidica
e sintese de hormonios, respectivamente). Além
disso, a partir de estudos € possivel constatar suas
capacidades anti-inflamatorias, auxiliadoras dos
processos lipidicos e cardiacos, além da
supracitada atividade microbiana e atividade

antifungica.

A cor que caracteriza as sementes do

urucum se da pela presenca de carotenoides. Os
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carotendides sdo substdncias pigmentantes
presentes na natureza e podem ser produzidas em
diversos organismos como: bactérias, fungos,
algas e plantas superiores, onde estes
representantes apresentam coloragdes de amarelo
a vermelho. Estas substancias estdo presentes no
pericarpo das sementes de urucum, tendo
concentragdes divididas dos carotendides: bixina,
norbixina e em menor quantidade alfa e beta
caroteno. Estes carotenodides séo extraidos e
posteriormente utilizados nos setores industriais

(Mesquita et al, 2017; Santos et al, 2018).

Dentre os carotendides presentes, a bixina
pode desempenhar um grande papel nas acgdes
fisiolégicas humanas, devido as suas
propriedades quimicas. Além dos carotendides
serem alvos biotecnoldgicos na substituicdo dos
pigmentos quimicos pelos pigmentos naturais,
estes compostos possuem efeito significativo nas
respostas intracelulares e imunoldgicas, como por
exemplo, suas propriedades antioxidantes,
observando seu potencial no auxilio de alguns
processos fisiologicos, como o combate aos
radicais livres (Oliveira et al. Dados né&o

publicados).

Os fungos se alimentam de matéria
organica em decomposicdo e sua utilizacdo €
ampla indo desde a producéo de medicamentos a
utilizacdo em industrias alimenticias, porém sua
utilizacdo nem sempre pode ser benéfica, pois
estes organismos tém a capacidade de deteriorar

alguns alimentos, de forma que possa causar



efeitos nocivos ao organismo. A utilizacdo da
matéria organica presente faz com que esse
microrganismo possa produzir metabdlitos
naturais chamados de micotoxinas (Umeoka et al,

2019).

Como destacado por Braga (2017), uma
atencdo especial deve ser dada aos cultivos de
urucum localizados em zonas tropicais e
subtropicais, pois estes sdo mais favoraveis a
contaminacdo por fungos devido as condicdes de
temperatura e umidade que tornam propensas a
reproducdo microbiana. A contaminacdo em
grdos por fungos pode ocorrer no
armazenamento, devido ao alto teor de umidade
em silagem, na colheita e até mesmo no préprio
solo. Porém a presenca do fungo no alimento nédo

confirma a presenca de micotoxinas.

A contaminacdo pelas micotoxinas pode
ocorrer atraves do consumo direto do alimento
contaminado, seja ele processado ou in natura, ou
do consumo indireto pela ingestdo de carnes
contaminadas. No caso do consumo indireto
deve-se considerar que o urucum é utilizado no
enriquecimento de racgdes, onde a toxina pode ser
acumulada nos tecidos animais. Esta
contaminacdo proveniente do consumo indireto
também vem sendo descrita em leite e ovos. Nos
alimentos é possivel observar que a frequéncia de
contaminagdes fungicas tem aumentado, e 0s
principais alimentos atingidos

por essas

contaminagdes sd&o o milho, amendoim, soja,
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especiarias e derivados (Brito et al, 2015; Silva,
2018).

As micotoxinas sdo excretadas na fase
final do crescimento fungico. Dos fungos mais
conhecidos na literatura por contaminar produtos
agricolas, alguns pertencem aos Qéneros,
Aspergillus, Penicillium e Fusarium. A maior
problematica envolvida nestas toxinas sdo o0s
efeitos agudos e cronicos apresentados em

diversos animais (Silva, 2018).

Grande parte dos fungos patogénicos
produzem os metabolitos chamados micotoxinas,
estes metabdlitos sdo altamente hepatotdxicos,
carcinogénicos, teratogénicos, etc. Estudos
apontam a existéncia de mais de 500 tipos de
micotoxinas, e dentre as de maior importancia
estdo as aflatoxinas (produzidas por Aspergillus e
sdo divididas em B1, B2, G1, G2, M1 e M2),
ocratoxinas (produzidas por algumas espécies de
Aspergillus e Penicillium, e estas toxinas s&o
divididas entre os tipos A, B, C, alfa e beta),
fumonisinas, desoxinivalenol e zearalenona
(produzidas por Fusarium) (Bonifacio et al,

2015).

MATERIAL E METODOS

Utilizaram-se sementes de Urucum
vendidas a varejo pela da mesma empresa
fornecedora, visando manter um padrdo de

analise. As sementes foram levadas para o
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Laboratorio de Microbiologia, localizado na
Universidade Castelo Branco, Campus Realengo,
Rio de Janeiro, onde foram armazenadas em
freezer a -15°C até o0 momento de anélise, assim
evitando contaminacdes. Para serem analisadas,
as sementes foram descongeladas em temperatura
ambiente em estufa de secagem para manter 0s

niveis de concentracao de agua.

As sementes foram pesadas e utilizadas de
duas formas: 100 mg de sementes inteiras e
115mg de sementes moidas. A variacdo de peso
aceitavel entre as duplicatas foi de 0,05mg. A
analise comparativa entre as sementes inteiras e
moidas foi realizada visando comparar o0
crescimento atraves do aumento da superficie de
contato, sendo assim verificando se existem
contaminantes no interior da semente que néo se
manifestaram no seu exterior. Este processo foi

feito utilizando um moedor de graos.

Foram utilizados dois métodos de
tratamento, o primeiro método consistiu no uso
das sementes in natura, sem nenhum tipo de
tratamento, apenas sendo diferenciadas pelo
processo de trituracdo. O segundo método
equivale a lavagem das sementes em 1,0 ml de
hipoclorito a uma concentragdo de 2,5% (v/v)
através de centrifugacdo em tubos de eppendorf e
0 processo de secagem realizado em camara de

fluxo laminar com o auxilio de papel filtro.
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As amostras foram cultivadas em placas
de petri estéreis contendo meio de cultivo Agar
Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol
(DRBC). Além disso, uma comparacdo de
crescimento foi realizada por meio de cultivo das
sementes em estufa a 29°C e em temperatura
ambiente, visando comparar 0 crescimento
fangico em temperatura ambiente com o
crescimento condicionado a uma temperatura
maior, auxiliando o crescimento fungico. O

crescimento foi acompanhado de 24 em 24 horas.

Através da diferenciacdo macroscépica

foi realizada a contagem de quantos
contaminantes de diferentes morfologias foram
identificados em cada placa. O isolamento foi
realizado através do método de repique em fluxo
laminar utilizando alcas de platina em formato de
“L”, onde as placas foram incubadas durante 5

dias em estufa a 29°C.

A identificacdo das espécies fungicas foi
dada através da utilizacgdo do método de
microcultivo em lamina onde foi possivel
observar e identificar, através das estruturas de
reproducdo flngicas, cada amostra isolada
previamente. O tempo de incubag&o foi de 5 dias
em estufa a 29°C. ApOs o crescimento as
laminulas e laminas foram preparadas com o
corante lactofenol azul de algod&o e visualizadas
em microscopio Optico em lente objetiva
(aumento 1500x). A determinacéo de especie foi

feita através da analise da estrutura de reproducéo



seguindo a chave de identificacdo com o auxilio
de Henning, 2015, e Oliveira, 2013.

Foram consideradas como fungos de alta
prevaléncia as espécies que se repetiram em trés
ou mais placas com as mesmas caracteristicas

macromorfoldgicas.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi verificado que apds 24 horas iniciou-
se 0 crescimento de uma estrutura flngica de
macromorfologia algodonosa nas amostras de
tratamento com

sementes inteiras sob o

hipoclorito (Fig. 2).

Fig 2: Crescimento flngico em semente inteira lavada com

hipoclorito ap6s 24 horas em estufa a 29°C.

Ap6s 48 horas foi possivel analisar
macroscopicamente 0 crescimento de mais de
uma espécie fangica em todas as placas, com
excecdo da amostra moida e lavada com

hipoclorito cultivada em temperatura ambiente,
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que apresentou apenas uma espécie em

crescimento (Fig. 3).

Fig 3: Crescimento fungico em semente moida lavada com

hipoclorito apds 48 horas em temperatura ambiente.

As amostras foram separadas ap6s 72
horas apresentando multiplos crescimentos por
placa. Nas amostras de semente moidas e lavadas
com hipoclorito observou-se o crescimento de
trés espécies fungicas na amostra cultivada a
29°C (Fig. 4). As sementes moidas e ndo lavadas
apresentaram um crescimento de trés espécies
fangicas na amostra cultivada em temperatura
ambiente (Fig. 5). Na amostra cultivada a 29°C
observou-se 0 crescimento de uma espécie em
sobreposicdo, assim como as amostras de
sementes inteiras lavadas com hipoclorito e as
amostras de sementes inteiras ndo lavadas, logo,
ndo foi possivel observar ou isolar outras

estruturas de relevancia (Fig. 6).
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Fig 4: Crescimento fungico em semente moida lavada com
hipoclorito ap6s 72 horas em estufa a 29°C.

Fig 5: Crescimento flngico em semente moida ndo lavada
apos 72 horas em temperatura ambiente.
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Fig 6: Amostras de urucum moido ndo lavado em estufa a
29°C, e inteiro lavado e néo lavado, cultivado em ambas as
temperaturas, ap6s 72 horas.

Dois contaminantes foram isolados e
repicados por apresentarem maior prevaléncia
nas placas cultivadas, denominados fungos de
maior relevancia 1 e 2 (Fig. 7). A partir dos
repiques foram realizados os microcultivos de
cada placa. E através da leitura das laminas de
microcultivo das espécies repicadas (Figuras 8 e
9), seguindo a chave de identificacdo de Henning,
2015, foi possivel descrever que o fungo de maior
relevéncia 1 foi classificado como Aspergillus
flavus e o fungo de maior relevancia 2 foi

classificado como Aspergillus niger.
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Fig 7: Repiques fungicos de maior relevancia 1 (A) e 2 (B)
em estufa a 29°C durante 5 dias.

Fig 8: Microcultivo do fungo de maior relevancia 1 e
andlise microscopica das estruturas de reproducdo
identificada como Aspergillus flavus.

Como constatado por Bonifacio et al.
(2015), os

microbiota natural,

alimentos em geral possuem

principalmente no seu
comum  encontrar

exterior.  Logo, é

microrganismos como fungos e bactérias.
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Fig 9: Microcultivo do fungo de maior relevancia 2 e
analise microscopica das estruturas de reproducao.
Identificada como Aspergillus niger.

Nesse contexto, os fungos possuem papel
de destaque por serem potenciais deterioradores.
Portanto, as transformacdes indesejaveis nos
alimentos devido a contaminagdo flngica, sdo
intrinsecas a sua natureza. A deterioracao altera a
composicdo quimica e estrutural do alimento,
ocasionando uma perda econdmica e desperdicio
do alimento. Sendo assim, independente do tipo
de grdo, métodos de higienizacao s&o necessarios

para manter a viabilidade desses géneros.

Quando falamos dos danos causados nas
sementes no processo de armazenamento, sabe-
se que o crescimento fungico esta relacionado ao
teor de umidade, aeragdo, temperatura e tempo de
armazenamento dos grdos. Logo, no
armazenamento, os fungos podem apresentar uma
grande capacidade reprodutiva, causando danos a
viabilidade do gréo além da producdo de toxinas

como, aumento dos niveis de acidos graxos e
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rancificacdo de Oleos, que sdo prejudiciais
(Boniféacio et al, 2015).

Ap0s a analise de crescimento fungico das
sementes de urucum, foi possivel observar uma
significativa contaminagdo desses gréos, visto o
crescimento de fungos como A. niger e A. flavus,
corroborando os resultados apresentados no
estudo de Bonifacio et al. (2015), que verificaram
a presenca de fungos em amostras de amendoim
identificados como do género Aspergillus. Em
Goldfarb et al (2010), também foi identificado
que os fungos do género Aspergillus s&o um dos
fungos mais encontrados em grdos e sementes
armazenadas, 0 que sustenta a necessidade do
controle dos grdos, visto que este grupo esta
ligado a producdo de uma micotoxina
extremamente toxica. Em acordo com 0s nossos
resultados, em um estudo realizado por
Katsurayama e Taniwaki (2017), as espécies que
mais produzem as aflatoxinas sdo Aspergillus
flavus, Aspergillus parasiticus e Aspergillus
nomius, sendo A. flavus tendo sido identificado

nas amostras das sementes de urucum.

As micotoxinas sdo divididas pelo seu
nivel de toxicidade, e as micotoxinas com maior
prevaléncia e relevancia econémica sdo as
(AF), (FB),
desoxinivalenol (DON) e zearalenona (ZEA).

aflatoxinas fumonisinas
Dentre as aflatoxinas, define-se que a aflatoxina
B1 é a que apresenta a maior toxicidade e o
percentual decresce nas aflatoxinas M1, G1, B2,

M2 em paridade com a G2 (Figura 10). Essas
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micotoxinas requerem atencdo por apresentar

potencial  carcinogénico,  teratogénico e
mutagénico a saude humana (Souto et al, 2017;

Silva, 2018).

ESCALA DE TOXICIDADE
DAS AFLATOXINAS

150

100

AFB1 AFG1 AFM1 AFB2 AFG2 AFM2

Fig 10: Valores comparativos da toxicidade média das
aflatoxinas B1 (AFB1), B2 (AFB2), G1 (AFGl), G2
(AFG2) M1 (AFM1) e M2 (AFM2). Dados representados
em porcentagem.

N&o apenas gréos de urucum e amendoim
foram identificados com contaminantes. Como
mostrado apresentado por Katsurayama e
Taniwaki (2017) em amostras de arroz ja foram
detectadas as  micotoxinas  aflatoxinas,
Ocratoxina A, Desoxinivalenol, Zearalenona e
Fumonisina, que podem,

inclusive, ocorrer

conjuntamente.

Uma vez que as industrias do setor de
processamento de gréos costumam trabalhar com
mais de um tipo de grdo, descreveu-se, em um
estudo realizado por Andrade e Langas (2015),
que o processo de moagem pode vir a redistribuir
e concentrar quantidades de micotoxinas nos
moinhos onde ndo s6 um tipo de semente é
triturado. Nessas situacOes, a contaminagéo de

outros gréos e a diluicdo da quantidade total de



micotoxinas é distribuida em doses menores em

grdos em geral.

Nos resultados observados neste trabalho,
tanto nas amostras de sementes inteiras, quanto
nas amostras de sementes moidas, observou-se o
crescimento das estruturas fangicas. Tais
resultados sdo confirmados com o0s estudos
observados na literatura onde sdo descritas que
algumas espécies flngicas sdo capazes de
contaminar os graos em diversas etapas da sua

preparacéo.

Encontra-se na RDC n° 274, publicada em
15 de outubro de 2002, pela agéncia nacional de
vigilancia sanitaria, o estabelecimento do limite
méaximo tolerado de micotoxinas em leite fluido,
em p6 e amendoins. Na RDC n° 7, publicada em
18 de fevereiro de 2011, os niveis ndo foram
alterados, porém em nenhuma das RDCs séo
descritos niveis tolerdveis em urucum ou
categorias onde o urucum pudesse ser alocado
(ANVISA, 2002; 2011).

Conclui-se que, com base na literatura e
nos experimentos realizados, a contaminagéao
fangica dos grdos de urucum estad presente.
Observou-se o crescimento de espécies fungicas
em amostras in natura e sanitizadas, o que indica
uma contaminacdo fungica profunda, de forma
que apenas a sanitizacdo externa ndo € capaz de

inibir o crescimento desses microrganismos.

Faz-se necessario uma vigilancia sanitaria

mais abrangente, vista a importancia econémica
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do urucum, onde este insumo seja inserido
adequadamente nas legislacfes vigentes sob um
controle mais rigido quanto a quantidade de
contaminantes presentes. Além disso, métodos
preventivos de crescimento microbiano devem

ser adotados.

Um exemplo de método que poderia ser
eficaz para controle no armazenamento desses
grdos seria 0 método de aeracdo de grdos, que
forca a passagem de ar ambiente ou condicionado
dos grdos, onde o objetivo principal é a
uniformizagdo da temperatura. Desta forma, a
conservacao do produto armazenado poderia ser

aprimorada.

Destaca-se que através da utilizacdo do
gas o0zobnio na detoxificagdo dos graos, onde 0 gas
0zOnio que possui potencial oxidativo, destréi a
parede celular do microrganismo, pode-se obter
uma reducdo da producdo de metabdlitos
indesejaveis sem causar danos ambientais e sendo

esta pratica economicamente viavel.
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