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RESUMO

O amendoim (Arachis hipogea L) é uma planta cultivada em muitas partes do planeta
e é considerada uma relevante cultura alimentar, apresentando em seus graos muitos
sais minerais e vitaminas, além de gorduras e proteinas, importantes para a saude
humana. Em paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento, o amendoim
representa uma importante fonte de renda para muitas familias, podendo ser utilizado
pelas industrias de 6leo e de racao animal. Apesar de ser uma fonte alimentar de baixo
custo, o amendoim pode oferecer riscos a salde humana, uma vez que esta sujeito a
contaminagao por fungos produtores de micotoxinas. As micotoxinas sS40 compostos
termorresistentes, que ndo sdo completamente eliminadas depois de tratamento
térmico, significando que mesmo sendo submetidos a torra ou ao cozimento 0s graos
de amendoim podem provocar transtornos a quem os consome. Casos envolvendo
alergias, necrose de 6rgdos como rins e figado e até carcinogénese, provocados por
micotoxinas sdo amplamente registrados na literatura médica. Este trabalho de
investigacdo se prop6s a avaliar a ocorréncia e a diversidade de fungos produtores de
micotoxinas, em graos de amendoim, comercializados em embalagens fechadas na
cidade de Inhumas. Utilizou-se o meio BDA (batata dextrose agar) para o isolamento
de fungos. A amostragem consistiu em 200 graos, pertencentes a cinco diferentes
marcas. Metade das amostras passou por desinfec¢cdo com hipoclorito de sddio a 1%.
Utilizou-se caracteristicas morfolégicas, (macroscépicas e microscopicas) das
colonias para identificacdo dos géneros aos quais os fungos isolados pertencem. Os
resultados revelaram alto indice de contaminagéo fungica em grdos de amendoim,
sendo Fusarium o fungo predominante. Fungos dos géneros Rhizopus e Aspergillus
também foram identificados nas amostras. Espera-se que 0s resultados obtidos
contribuam para aumentar as informacdes sobre a presenca de fungos toxigénicos em
graos de amendoim, auxiliando na tomada de decisfes dos orgaos reguladores edos

consumidores que fazem uso dessa importante fonte de alimentar.

Palavras-chave: Arachis hipégea. Micotoxinas. Fungos toxigénicos.



ABSTRACT

Peanut (Arachis hypogaea L) is a plant cultivated in many parts of the world and is
considered a significant food crop, containing in its grains many minerals and vitamins,
as well as fats and proteins that are important for human health. In underdeveloped or
developing countries, peanuts represent an important source of income for many
families and can be used by oil and animal feed industries. Despite being a low-cost
food source, peanuts can pose risks to human health as they are susceptible to
contamination by fungi producing mycotoxins. Mycotoxins are heat-resistant
compounds that are not completely eliminated after thermal treatment, meaning that
even when subjected to roasting or cooking, peanut grains can cause health issues for
consumers. Cases involving allergies, organ necrosis such as kidneys and liver, and
even carcinogenesis caused by mycotoxins are widely documented in medical
literature. This research aimed to assess the occurrence and diversity of mycotoxin-
producing fungi in peanuts sold in sealed packaging in the city of Inhumas. The BDA
(potato dextrose agar) medium was used for fungal isolation. The sampling included
200 grains from five different brands. Half of the samples underwent disinfection with
1% sodium hypochlorite. Morphological characteristics (macroscopic and microscopic)
of the colonies were used in identifying the genera to which the isolated fungi belong.
The results revealed a high rate of fungal contamination in peanut grains, with 98% of
the total samples showing predominance of Fusarium sp. Fungi from the genera
Rhizopus and Aspergillus were also identified in the samples. It is expected that the
obtained results will contribute to increasing information about the presence of
toxigenic fungi in peanut grains, aiding regulatory bodies and consumers in decision-
making regarding this important food source.

Keywords: Arachis hypogea. Mycotoxins. Toxigenic fungi.
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1 INTRODUCAO

O amendoim (Arachis hypogaea L) € uma espécie de planta herbacea,
pertencente a familia Fabaceae, cujos frutos se desenvolvem em vagens
(leguminosas) abaixo da superficie do solo. Foi cultivado pela primeira vez,
provavelmente, nos vales do Peru (GEETHA et al., 2013), tendo assim origem Sul-
Americana. Pertence ao género Arachis, o qual contém mais de 82 espécies silvestres
(ROYAL BOTANIC GARDENS, 2022), 66 das quais ocorrendo em territério brasileiro
(FLORA E FUNGA DO BRASIL, 2022).

Aproximadamente dois tercos do amendoim produzido no mundo sao
provenientes da China e da india, mas sua producio esta disseminada por uma
centena de paises, especialmente na Asia e na Africa (CHEN et al., 2019), com area
de cultivo aproximada em 30 milhdes de hectares (NCUBE; MAPHOSA, 2020), No
Brasil, o estado de S&o Paulo concentra a maior parte da producéo, tendo sido
responsavel por mais de 90% do amendoim produzido na safra 2017/2018
(GRIGOLETO et al., 2019).

O amendoim € a quarta principal planta oleaginosa e 132 cultura alimentar mais
importante do mundo (ISALAR et al., 2021). Possui caracteristicas nutritivas
destacadas, constituindo se em uma importante fonte alimentar para populacdes de
regides tropicais e semiaridas do planeta. Seus gréos contém altos percentuais de
Oleo, proteinas, carboidratos, fésforo, célcio, magnésio, aminoacidos, polifenois e
vitaminas (SINGH et al., 2021) e podem ser consumidos, crus, torrados ou cozidos,
como acontece, por exemplo, no nordeste do Brasil.

Atualmente, existem diversos produtos derivados do processamento do
amendoim, tais como doces, confeitos, pasta/creme, manteiga, 6leo, farinha, como
pode ser observado facilmente em supermercados, ou mesmo em sites na internet. O
amendoim também pode ser utilizado para extracdo de oOleo (uso doméstico ou
industrial) para a producdo de sabdo, na culinaria ou ainda para a fabricacdo de
cosméticos (ABDULLA, 2013). Além disso, seus graos também podem ser
processados para racdo animal e seus residuos podem ser transformados em
fertilizantes (ISALAR et al., 2021).

Produtos agricolas como o amendoim, cultivados em areas tropicais,

normalmente quentes e humidas, sdo susceptiveis a contaminagédo por fungos e



bactérias. Além disso, a exposicao dos graos a fatores fisicos e quimicos, associada
a auséncia de boas préticas agricolas e de fabricacéo, torna possivel o ataque por
microrganismos deteriorantes, em qualquer fase da cadeia produtiva, (MONYOA et
al., 2012; EMBRAPA, 201), dentre eles fungos toxigénicos, produtores de
microtoxinas.

As micotoxinas sdo metabdlitos secundérios, produzidos por inameras
espécies de fungos filamentosos e muito perigosos a humanos e animais, uma vez
gue tais microrganismos podem infectar e se desenvolver em alimentos e racdes. Tais
metabdlitos geralmente se caracterizam por serem ativos em concentracoes
extremamente baixas e serem resistentes a degradacao (MIRABILE et al., 2021). Uma
vez ingerida pelo consumidor, as micotoxinas se comportam de forma toxica, podendo
provocar doencas agudas como erupcfes cutaneas, vomitos diarreia, cefaleia ou
crénicos como nefropatias, imunossupressao e carcinogénese (FREIRE; da ROCHA,
2017).

A simples presenca de fungos toxigénicos em graos de amendoim processado
nao indica necessariamente a presenca de micotoxinas, mas eleva a possibilidade de
sua ocorréncia e aponta para a baixa qualidade sanitaria em que o produto se
encontra. Dessa forma, a construcao do presente trabalho se originou a partir da ideia
(ou intenc&o) de aumentar a quantidade de informacdes sobre a ocorréncia de fungos
toxigénicos em amostras de amendoim processado, objetivando demonstrar para o
publico geral, consumidores e érgdos reguladores, o estado em que se encontra a
qualidade do amendoim comercializado em Inhumas, Goias, no que diz respeito a

presenca desses microrganismos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O AMENDOIM

O amendoim é uma planta leguminosa, nativa da América do Sul, cujo cultivo
ocorre no Peru ha pelo menos 8.500 anos. Exploradores portugueses e espanhais, na
época da colonizagdo, teriam encontrado indios cultivando amendoim em paises
como México, Brasil, Argentina, Paraguai e Bolivia. Destas regides entdo, o amendoim
teria sido disseminado para a Africa, Europa, Asia, ilhas do pacifico e Estados Unidos
(HAMMONS et al., 2016).

Assim como muitas outras culturas, o0 amendoim adquiriu maior relevancia em
regioes distantes de sua origem. Notavelmente, sua importancia é mais evidente na
Asia, de onde provém 64% de toda a producdo mundial. Na Africa, a producéo de
amendoim representa 26% da producao global (FAOSTAT, 2019) e ultrapassa a
guantidade combinada de todos os outros graos de leguminosas produzidos naquele
continente (BERTIOLI et al., 2011).

No Brasil, a producdo de amendoim se concentra basicamente no estado de
Sé&o Paulo, que totaliza 92% da producdo nacional com 890 toneladas (FOREIGN
AGRICULTURAL SERVICE, 2023). Dados do ciclo agricola 2018/2019, informam que
o total de grdos dessa comodity produzidos no Brasil resultou em uma receita que
ultrapassou a marca de R$ 1 bilhdo, abrangendo todos os aspectos relacionados a
cultura, desde o cultivo até o processo industrial (JAMMAL, 2019).

Os dados acima mencionados sobre producdo e movimentagao financeira,
sugerem o tamanho do impacto econémico da cultura do amendoim, qgue desempenha
um importante papel na criagdo de empregos e no aumento da renda de familias que
estdo envolvidas direta ou indiretamente na producéo desta cultura (ALBUQUERQUIE;
DOS SANTOS; CAVALCANTI, 2010).

Estima-se que aproximadamente 80% da populagdo total do continente
africano dependa da agricultura como meio de subsisténcia (FAO, 2015). Como uma
fonte de renda em periodos onde a seca € predominante, 0 amendoim ganhadestaque
pela geracdo de empregos neste continente, sua manufatura teve um crescimento

estimado de 130% entre os anos de 1970 e 2013, sendo a Nigéria o
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principal pais produtor com 39% da producao internacional e 7% da producé&o global,
produzindo 4,9 milhdes de toneladas em uma area de aproximadamente 5,4 milhées
de hectares (LOZANO, 2016).

2.2 AMENDOIM: ASPECTOS GERAIS

O amendoim apresenta importancia significativa em diversos aspectos
socioecondmicos, especialmente em nacdes subdesenvolvidas. E uma cultura de
baixo custo de producao, devido a sua resisténcia a pragas e doengas, que pode ser
cultivada em pequenas areas. Além disso, a demanda por amendoim € alta, tanto para
consumo in-natura como para a produgcdo de alimentos processados, 0 que cria
oportunidades de negdcios e aumenta as possibilidades para geracdo de emprego e
renda (MARTINS; VICENTE, 2010).

Caracteristicas quimicas e nutricionais do amendoim agregam valor a sua
producédo e comercializacdo (UNICAMP, 2006), uma vez que seus graos apresentam
grande versatilidade gastrondmica, podendo ser consumido de forma crua, torrado,
processado ou ainda fazendo parte da elaboracdo de produtos como a pasta de
amendoim, manteiga de amendoim, pacoca, entre outros (SALVE et al., 2020). Isso
ocorre porque seus graos possuem gquantidades significativas de diversos nutrientes
como, proteinas, sais minerais, vitaminas, fibras e gorduras saudaveis (SOARES;
VIEIRA; CARVALHO, 2021).

Os graos de amendoim sdo também uma excelente fonte produtora de 6leo,
rico em acidos graxos benéficos a salde humana, possuindo caracteristicas
importantes para a utilizagdo nas industrias de alimentos e de cosméticos.
Diferentemente dos demais 0leos, o 6leo do amendoim possui altos teores degorduras
mono e poli-insaturadas (SINGH et al., 2021).

A relacéo entre a producao de amendoim e o cuidado com o meio ambiente &
também um tema relevante, pois o cultivo desta planta pode exigir muitos cuidados
com solo e assim, se ndo houver um manejo adequado a produtividade pode diminuir
ao longo do tempo. Além disso, a disposicéo inadequada dos residuos de producao
pode causar degradacao das terras e diminuir o potencial dos recursos ambientais
locais (SOUZA et al., 2010), sendo assim necessarias, estratégias adequadas para

mitigar possiveis impactos.
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2.3 FUNGOS

A planta do amendoim é cultivada em regifes tropicais e subtropicais, com
baixa disponibilidade hidrica, em latitudes entre 10° e 30° sul (BELLETTINI; ENDO,
2001; SILVA et al., 2018). Pode medir entre 30 e 50 centimetros de altura, possuir
folhas alternadas, compostas por trés foliolos de formato oval, com flores de coloragéo
amarela, que se desenvolvem na base das hastes. Seus frutos surgem abaixo da
superficie do solo, podendo conter formato oval, com uma pelicula protetora de
coloracdo castanha avermelhada e entre trés a quatro graos no interior de suas
vagens (KRAPOVICKAS; GREGORY, 1994).

Devido ao fato de ser uma cultura que se desenvolve inteiramente no solo, o
amendoim esta sujeito a contaminacdo por fungos. Os fungos sao organismos
eucarioticos, heterotroficos, diversificados, unicelulares ou multicelulares e podem ser
encontrados em praticamente todos os ambientes do planeta, principalmente no solo
e em meios aquaticos (TORTORA, 2012). E raro encontrar ambientes livres da
presenca desses organismos, que utilizam a atmosfera como seu principal meio de
sobrevivéncia e conseguem tolerar significativas variacdes de temperatura, umidade,
pH e niveis de oxigénio. (JUNIOR, 2015).

De modo geral os fungos apresentam esporos que surgem em alguma parte do
seu ciclo de vida. Estes esporos sdo corpos reprodutivos microscopicos, que
comumente entram em ambientes industriais através da contaminacdo das matérias
primas e podem ser disseminados através do ar, na forma de aerossoéis ou agua,
sendo também carregados por animais e insetos (BERNARDI; GARCIA; COPETTI,
2019). Esta é uma forma adotada pelos fungos para que possam se propagar,
colonizando novos substratos, garantindo desta forma sua sobrevivéncia (FERRO et
al., 2019).

Os fungos obtém nutrientes através de outros seres vivos, como vegetais e
animais, através da decomposicdo da matéria organica desses organismos através
do parasitismo. Eles desempenham um papel importante na decomposi¢cao de matéria
organica, na ciclagem de nutrientes, além de apresentarem grande potencial
biotecnolégico, sendo utilizado pela indastria farmacéutica na producdo de
medicamentos, produtos para higiene pessoal, na elaboracéo de alimentos e bebidas
e na producéao de biofertilizantes (DE ABREU et al., 2015).
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Alguns fungos, como cogumelos e trufas, sdo apreciados por seu sabor e valor
nutricional, enquanto outros séo utilizados na producéo de queijos, vinhos e cervejas
(BAIAO, 2020). Apesar de serem benéficos em muitos processos, parte significativa
dos fungos € toxigénica, o0 que indica que além de contaminarem insumos
alimenticios, sdo venenosos e conseguem produzir toxinas perigosas, causadoras de
inimeros problemas na saude em animais e seres humanos (ROCHA et al., 2014).

No que diz respeito a contaminagéo fungica do amendoim, diversos fatores
estdo relacionados, podendo ocorrer antes, durante e depois da colheita,
principalmente devido a auséncia de boas praticas ao longo da cadeia produtiva.
Dessa forma, condi¢cbes inadequadas de armazenamento, falta de higiene adequada
durante a colheita, ndo conformidades durante o processamento e transporte, solo e
agua de irrigacdo contaminados e o contato com outros alimentos infectados
representam circunstancias que favorecem o processo de contaminacgao dos gréos de
amendoim por fungos (CAVALCANTE; OLIVEIRA, 2022).

Os principais géneros de fungos frequentemente encontrados em gréos de
amendoim s&o Aspergillus, Penicilinium, Rhizopus e Fusarium (VISOTTO et al., 2008).
Aspergillus sp. e Penicilinium sp. geralmente estdo associadas a baixa qualidade
fisiol6gica dos graos, envolvendo problemas relacionados a tamanho, cor, integridade
da casca, textura e sabor (SABBADINI et al., 2009).

O género Aspergillus abrange mais de 340 espécies de fungos filamentosos
oficialmente aceitas (Bennett, 2010). Sdo organismos reconhecidos por sua notavel
capacidade reprodutiva (através da liberacdo de conidios) e por sua marcante
versatilidade metabdlica. Conseguem prosperar facilmente em ambientes com baixa
umidade e atividade de agua, espalhando-se por uma grande variedade de habitats
terrestres (BORGES et al., 2012).

Fungos do género Aspergillus sé@o os principais causadores da deterioracéo de
produtos agricolas. Suas espécies também produzem importantes micotoxinas,
oferecendo risco a saude humana e de animais, com destaque para A. Flavus, A.
Parasiticus, A. Niger e A. Ochraceus (KLICH, 2002). Nao obstante, A. Flavus, A. Niger
e A. fumigatus podem causar aspergilose, que se caracteriza através de problemas
pulmonares, alergias e comprometimento sistémico (LIRA, 2022).

Penicillum é um género de fungo que compreende aproximadamentel50

espécies descritas. A maioria delas € deteriorante, pode decompor alimentos e atacar
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plantas e animais em condicdes de baixas temperaturas (HECK et al., 2021).
Apresenta carateristicas bastante peculiares quando observadas ao microscopio
tornando a identificacdo bastante complexa, principalmente em razdo da quantidade
de ramificacGes de suas hifas e pelo tamanho e forma de seus conidios (CHALFOUN;
BATISTA, 2003).

Uma caracteristica particularmente interessante em fungos do género
Penicillium € a sua capacidade de produzir lipases (SILVA, 2022). Lipases extraidas
de bolores, tais como Penicillium, possuem diversas aplicacdes na area médica, na
producdo de farmacos, nas industrias de cosmeéticos e de alimentos e também na
producéo de biodiesel (HECK et al., 2021).

O género Fusarium compreende fungos fitopatbgenos que atacam diversas
espécies de plantas utilizadas na alimentacdo humana, causando danos
consideraveis as culturas em todo o mundo. Fusarium sp. S0 responsaveis por uma
doenca genericamente conhecida como fusariose, que pode afetar tanto a parte aérea
guanto as raizes das plantas. Suas espécies mais comuns sao Fusarium oxysporum
e Fusarium solani, que afetam culturas como tomate, batata, banana e milho
(PINARIA; LIEW; BURGESS, 2010).

A infeccdo por Fusarium pode ocorrer por diferentes formas, incluindo
contaminacdo a partir de outros gréos infectados, através do solo, ou mesmo pela
agua utilizada na irrigacdo (NELSON et al.,, 1992). Para controlar o crescimento
desses fungos, normalmente utiliza-se técnicas agronémicas como rotacdo de
culturas, graos certificados, além do uso de fungicidas especificos. No entanto, o
manejo integrado é a melhor estratégia para prevencao e controle da doenca (LESLIE;
SUMMERELL, 2019).

O género Fusarium produz uma variedade de micotoxinas, sendo as mais
importantes os tricotecenos (vomitoxina e T-2 entre outras), as fumonisinas, a
zearalenona, a moniliformina e o acido fusarico. No geral, espécies de Fusarium
podem produzir diferentes micotoxinas, dependendo das condicbes de cultivos
(SANTIN et al., 2021).

Rhizopus é um dos principais grupos de fungos causadores de mofos da
coloracédo preta em alimentos (frutas, vegetais e grdos). O fungo Rhizopus utiliza
condi¢Bes como temperaturas entre 20° C e 30° C e lugares com alta umidade para

se desenvolver (SILVA et al., 2021). Todavia, também sé&o faceis de encontrar no
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ambiente. Estes microrganismos além de deteriorantes de alimentos, podem causar
doencas em humanos, sendo a mais importante delas a zigomicose cerebral, que
acomete principalmente os pulmdes, o tecido subcutaneo e o trato gastrointestinal,
atingindo até os vasos sanguineos quando ja muito disseminada (RODRIGUES,
2009).

2.4 MICOTOXINAS

As micotoxinas sdo metabolitos secundarios produzidos por fungos toxigénicos
filamentosos que causam reacgdes toxicas quando ingeridas por humanos ou animais.
Fusarium, Aspergillus e Penicillium sédo os fungos mais abundantes que contaminam
os alimentos e produzem micotoxinas antes, durante e apds a colheita (BINDER et al.,
2007).

As micotoxinas podem ser classificadas de acordo com a espécie de fungo
produtor, por sua estrutura quimica e pelo seu mecanismo de acdo. Uma mesma
espécie de fungo pode produzir diferentes micotoxinas, dependendo das condi¢cdes
ambientais em que esse microrganismo se desenvolve. Por outro lado, uma uUnica
micotoxina pode ser produzida por diferentes espécies de fungos. Embora existam
numerosos fungos capazes de produzir micotoxinas, os géneros mais significantes do
ponto de vista técnico sdo Aspergillus, Penicillium e Fusarium. As micotoxinas podem
assumir diversas conformacdes estruturais (HUSSEIN; BRASEL, 2001). Das cerca de
300 substancias identificadas como micotoxinas, as mais estudadas incluem
aflatoxinas, tricotecenos, fumonisinas, ocratoxina A, alcaloides do esporéao do centeio
e patulina (BANDO et al., 2007).

As micotoxinas podem ser prejudiciais a salde humana e animal, e a ingestao
de alimentos contaminados pode causar efeitos toxicos agudos e crdnicos, incluindo
problemas hepaticos, renais e neuroldgicos. A aflatoxina é considerada um
carcin6geno humano e esta associada a uma maior incidéncia de cancer hepético
(COSTA; VERZELETTI; WAGNER, 2014). De acordo com Liu; Wu (2018), a aflatoxina
pode ser responsavel por induzir o carcinoma hepatocelular em uma faixa de 4,6% a
28,2% dos casos em todo o0 mundo.

Inimeros trabalhos tém mostrado que a presenca de aflatoxina causada por

Aspergillus sp. em amendoim é um problema global (SANTOS et al., 2018; LIEN,
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2019; ARISTIL, 2020; QIN et al., 2020; MASAKA et al., 2022). Alternativamente,
muitos trabalhos vém demonstrando ao longo dos Ultimos anos que outras
micotoxinas também podem ocorrer em amendoim, como a ocratoxina A, produzida
por Aspergillus niger, Aspergillus carbonarius, (MAGNOLI et al., 2006), Aspergillus
Ochraceus e Penicillium (KRSKA et al., 2012) e a zearalenona por Fusarium
(SANGARE-TIGORI et al., 2006; KRSKA et al., 2012).

A fim de minimizar a contaminagdo por micotoxinas no amendoim, é
consideravel a implementacdo de medidas de controle em todas as etapas da cadeia
produtiva, desde o cultivo até o processamento e armazenamento. Algumas dessas
medidas incluem a selecao de gréos de alta qualidade, o uso de praticas agronémicas
adequadas, o controle da umidade e temperatura durante o armazenamento e o
processamento, utilizacdo de métodos de deteccdo e andlise para identificar a
presenca de micotoxinas, além das boas praticas de fabricacdo (SAITA; PANDOLFI,
2019).

2.5 QUALIDADE DO AMENDOIM

Garantir um produto com qualidade adequada ao consumidor, € um processo
gue envolve conscientizacdo, comprometimento e persisténcia de agentes
relacionados a cadeia de producdo do amendoim e derivados. A qualidade do
amendoim pode ser definida por diversos fatores, dentre eles o processo de colheita,
gue € uma etapa essencial na qualidade no produto final (SCALCO; QUEIROZ,
MACHADO, 2008).

Costa et al. (2019) enfatizam que nos sistemas de produgéo, os processos de
colheita e pds-colheita sdo a base para a obtencdo de produtos de alta qualidade. O
processo de manuseio do amendoim, quando nao realizado de forma adequada, pode
promover o crescimento de fungos, levar a fermentagfes indesejaveis e produzir
micotoxinas como a ocratoxina (OTA), que podem prejudicar a saude de humanos
(ROCHA et al., 2014).

As etapas de pdOs-colheita, envolvem processos que devem ser realizados de
forma adequada, para evitar que os grdos do amendoim sofram a contaminacao por
fungos, como o Aspergillus. A contaminacdo pode ocorrer de forma primaria no solo,

sendo esta uma grande indicacdo de baixa qualidade durante as operacdes de
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beneficiamento (SUASSUNA et al., 2005).

De modo geral, as etapas de beneficiamento para a qualidade dos gréos
envolvem: a colheita que deve ser executada durante o estagio de maturacdo da
planta e suas vagens; seguida da secagem, que deve ser realizada o mais rapido
possivel. Deve-se colocar as vagens para cima, facilitando a absorcéo de vento e luz
solar, minimizando a atividade de agua e posteriormente a umidade. A seguir, a etapa
de limpeza, visa a retirada de todas as impurezas, que sdo decorrentes do campo
(folhas, galhos, pedras e outros materiais considerados corpos estranhos), para isso
0os grdos de amendoim sdo submetidos a processos como 0 peneiramento e
ventiladores para facilitar a extracdo das sujidades (ZANUTTO, 2021). Ap6s o
processo de limpeza, os amendoins serdo submetidos ao processo de classificagdo
com diferentes critérios quanto a cor, tamanho e qualidade do grdo, que ajudam a
distinguir quais os melhores lotes para comercializar (SANTOS et al., 2009).

A maior safra de amendoim é colhida durante a estacao chuvosa, o que dificulta

a sua secagem. Como o grao deve ser ensacado com umidade maxima de 8%, de
acordo com a IN n° 32, de 24 de agosto de 2016 (BRASIL, 2016), apos a colheita, é

recomendavel que o mesmo seja submetido imediatamente a secagem para evitar
problemas de umidade, podendo ser realizada de forma natural ou artificial. Faz-se
necessario para evitar o reumedecimento do grdo e mitigar o desenvolvimento de
fungos e outros problemas relacionados a qualidade do amendoim. Uma vez
reumidecido durante as etapas de beneficiamento, os grdos ficam ainda mais
suscetiveis ao ataque por fungos (AGROBYTE, 2005). Além disso, é importante
eliminar vagens e grdos quebrados, pois eles podem afetar a conservacdo do
amendoim (SILVA, 2005).

O armazenamento do amendoim deve ser planejado de modo que se evite a
deterioracdo pela umidade e que estenda a vida util do produto. Segundo Santos
(2005), é recomendavel que os sacos sejam empilhados em paletes de madeira,
facilitando a circulacdo do ar ao redor dos gréos, em local com paredes de camadas
duplas, piso liso, protecao eficiente, seco e com avaliagcdo regular da umidade do
produto, a fim de garantir que esteja dentro dos padrbes aceitaveis (CASTRO, 2010).
Além disso, é preciso realizar um monitoramento constante para identificar a presenca
de pragas e roedores, tomando as medidas necessarias para controla-los. Se

possivel, € indicado conservar o amendoim em temperaturas entre 15 a 25°C (COX,
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2012) e durante o transporte certificar-se de que as condicdes da embalagem sejam
adequadas para evitar danos que comprometam a integridade dos gréos e a
contaminacao cruzada (SILVA, 2005).

Os gréaos de amendoim, como varias outras leguminosas, mesmo apos a etapa
de armazenamento, continuam com o processo de metabolismo ainda ativo. Mesmo
com a taxa de respiracao diminuta, existem algumas condi¢des que podem influenciar
este processo como, condigdes de temperatura e umidade relativa que podem agilizar
a deterioragéo do amendoim (NUNES et al., 2021).

SCALCO (2008) enfatiza que a gestdo da qualidade na cadeia produtiva do
amendoim € de suma importancia, ndo sé para manter a qualidade do produto, o que
€ inquestionavel, mas também para aprimorar as praticas e procedimentos das
atividades que compdem toda a cadeia a fim de reduzir perdas, desperdicio e,
portanto, custo.

De acordo com SANTOS e FONSECA (2010) o Codex Alimentarius destaca os
cuidados necessarios aos alimentos, que no geral devem apresentar baixa
contaminacao bacteriana, auséncia de residuos de microrganismos e medicamentos
veterinarios patogénicos ao homem e contaminacdo minima de agentes quimicos ou
toxinas microbianas. Como os graos do amendoim se desenvolvem embaixo da terra,
a exposi¢cado a ataques por microrganismos se torna maior e, uma vez contaminados,
conduzem a problemas relacionados a seguranca alimentar e a ocorréncia de fungos
aflatoxigénicos (ROLLEMBERG et al., 2018). Aflatoxina € o nome dado a um grupo
de substancias muito semelhantes, tdxicas para humanos e animais, produzidas
principalmente por duas subespécies do fungo Aspergillus, denominadas Aspergillus
flavus e Aspergillus parasiticus, quando a umidade do produto, umidade relativa e a
temperatura ambientais sdo favoraveis (BINDER et al., 2007).

O consumo de produtos com aflatoxina pode levar a problemas como danos
nos rins, cirrose hepatica, febre e cancer de figado. Em paises africanos e asiaticos,
onde alimentos contaminados com aflatoxinas sdo amplamente consumidos, a
incidéncia de cancer de figado € de aproximadamente 13 casos por 100.000
habitantes por ano (FONSECA, 2004).

Sob ponto de vista econémico, a presenca desse fungo reduz a composi¢cao
dos precos pagos aos produtores (LASCA, 2004). A Associacédo Brasileira da Industria

de Chocolate, Cacau, Amendoim, Confeitos e Derivados (ABICAB) langou, em 2001,
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uma marca de qualidade que ndo apenas possui um aspecto mercadoldgico, mas esta
diretamente ligada a qualidade das matérias-primas adquiridas pela industria.

O selo ABICAB emerge como uma ferramenta de certificacdo, assegurando a
exceléncia dos produtos das industrias. Este selo, indicador de qualidade e
confiabilidade, premia produtos elegiveis conforme rigorosos padroes ABICAB,
abrangendo qualidade dos ingredientes, processos de fabricacdo, seguranca
alimentar, conformidade regulatoria, além de garantir que os produtos estejam isentos
de micotoxinas. Os critérios de certificacdo envolvem diversas etapas da cadeia
produtiva, avaliando origem e qualidade dos ingredientes, higiene, rastreabilidade,
normas sanitarias, responsabilidade socioambiental e compromisso com a exceléncia,
desta forma trazendo beneficios para empresas e consumidores, conferindo
reputacdo de qualidade, credibilidade, diferencial competitivo, conquista de novos
mercados e fidelizacdo do consumidor para as empresas, enquanto que para os
consumidores, representa a garantia de produtos seguros, auténticos e de qualidade,
promovendo a protecao da saude e satisfacao (ABICAB, 2022).

3 OBJETIVO GERAL

3.1 OBJETIVO GERAL

e Investigar a ocorréncia de fungos toxigénicos em grdos de amendoim que
passaram pelo processo de secagem, torrefagcdo, descascamento e
embalados em sacos plasticos, em estabelecimentos comerciais da cidade

de Inhumas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Inocular sementes de amendoim de cinco marcas diferentes, comercializadas
cruas, com pele, sem a vagem, com pelicula vermelha;

e |solar cepas de fungos de 200 graos de amendoim;

e Purificar cepas de fungos isoladas utilizando meios de cultura especificos;

e Identificar os fungos isolados através de técnica de microcultivo, utilizando

descritores morfoldgicos, macroscopicos e microscopicos.
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4 METODOLOGIA

Os experimentos foram realizados em ambiente asséptico, na cAmara de fluxo
laminar, do laborat6rio de microbiologia do Campus Inhumas, do Instituto Federal de
Educacéo, Ciéncia e Tecnologia de Goiés (Figura 1). Foram utilizados 200 graos de
amendoim processado, cru, descascado, apresentando somente a pelicula externa,
de cinco diferentes marcas, selecionadas de acordo com a popularidade,
comercializadas em embalagens de plastico, em temperatura ambiente e adquiridas
na cidade de Inhumas,

Figura 1 — Camara de fluxo laminar, asséptica, onde foi realizada a inoculagéo dos graos de amendoim
amostrados em meio de cultura.

Fonte: Propria (2023)

De cada uma das marcas selecionadas foram amostrados, de forma aleatéria,
40 graos, que foram separados em dois lotes: em um dos lotes (50% dos graos) foi
realizada uma desinfestagao superficial com hipoclorito de sodio a 1%, durante dois
minutos. O outro lote de grdos ndo passou por desinfestacdo superficial com
hipoclorito. O tratamento diferencial dado aos gréos teve como objetivo avaliar os
niveis de contaminacdo a que os graos foram submetidos ao passarem pelas etapas
de beneficiamento e armazenamento.
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Os graos tratados com hipoclorito de sodio foram mergulhados posteriormente
em alcool etilico 70% (1 minuto), para remocao de hipoclorito residual e depois
mergulhados em agua destilada estéril (1 minuto), para remocéo do alcool residual.
Apos o procedimento de desinfestacéo, todos os graos foram inoculados em placas
de Petri de poliestireno, contendo meio de cultura BDA. Em cada placa foi inoculado
apenas um grao. Apos inoculagéo, as placas foram incubadas em incubadora BOD,
durante sete dias, a uma temperatura de 28°C (Figura 2).

Figura 2 - Placas de Petri contendo meio BDA, inoculadas com os graos de amendoim com e sem
desinfestacdo amostrados aleatoriamente.

Fonte: Propria

Em algumas placas observou-se o crescimento de mais de um tipo de fungo
(Figura 3), sendo necessaria a realizacdo de repicagem para a purificacdo dos
isolados. A repicagem foi realizada com o auxilio de ponteiras esterilizadas em
autoclave, transferindo-os para novas placas de Petri contendo BDA e incubado
novamente por sete dias, a 28°C de temperatura. O procedimento adotado para o
isolamento de fungos no presente trabalho esta descrito em Rezende et al., (2013),
tendo sido utilizadas algumas adaptacoes.

Apbs o isolamento e a obtencdo das culturas puras, os isolados foram
identificados utilizando-se a técnica de microcultura (RIDDELL, 1950). A identificacdo

de cada isolado foi realizada por meio da observacdo de padrdes morfologicos
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tradicionalmente utilizados, conforme descrito por DE HOOG et al., (2000), KERN e
BLEWINS (1999) e por PITT e HOCKING (2009).

Todos os objetos e utensilios utilizados durante os experimentos foram
esterilizados em autoclave antes serem levados a capela de fluxo laminar. O controle
da contaminacdo para evitar resultados falso-positivos foi realizado utilizando-se
placas de Petri contendo BDA. Para isso, uma placa contendo o meio foi deixada sem
tampa em um canto da capela de fluxo laminar durante os indculos, sendo
posteriormente tampada e incubada com as demais. Tal procedimento demonstrou
gue o ambiente onde estava sendo realizados o0s experimentos ndo provocou
contaminacdo externa, uma vez que todas as placas controle avaliadas nao

apresentaram crescimento fungico.

Figura 3 - Placa contendo BDA e grdo de amendoim contaminado por dois tipos de fungos

Fonte: Propria
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras analisadas no presente trabalho apresentaram elevados indices
de contaminacdo, observando-se a presenca de pelo menos um microrganismo
contaminante em 98% dos gréos avaliados. Em algumas placas observou-se o
crescimento de mais de um tipo de microrganismo (Figura 4). Os 200 gréaos avaliados
resultaram na obtencdo de 102 isolados de fungos, dos quais aproximadamente
23,5% pertencem ao género Fusarium, 16,5% ao género Rhizopus, 11% ao
Aspergillus niger, anico microrganismo identificado em nivel de espécie, além de
outros achados de fungos nédo identificados e microrganismos que juntos somam 47%
(Tabela 1).

Figura 4 — Placas de Petri com diferentes tipos de contaminacéo.

Fonte: Propria (2023)

Tabela 1 — Nimeros em % de fungos isolados nos grdos de amendoim amostrados.

AspNe;g%i:Ius Rhizopus sp. | Fusarium sp. Outros
0
identificados
Al 5 2,5 2 1 5 2,5 3 1,5 25 12,5
A2 10 5 13 6,5 7 3,5 4 2 6 3
A3 1,5 10 5 5 2,5 8 4 12 6
A4 15 7 3,5 15 7,5 3 1,5 12 6
A5 0,5 1 0,5 15 7,5 13 6,5 8
TOTAL 22 11 33 16,5 47 23,5 31 15,5 63 31,5

Fonte: Prépria (2023)
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O tratamento adotado para desinfestacdo dos graos (descrito na metodologia)
néo resultou em diferenca quanto aos niveis de contaminacéo. Entretanto, observou-
se que quase todas as amostras que passaram por desinfestagcdo nao apresentaram
crescimento de fungos, mas sim de outros microrganismos endofiticos (Figura 5).
Esses resultados sugerem que a maior parte dos fungos identificados nas amostras
estavam na superficie dos graos e provavelmente os infectaram durante alguma etapa

pos-colheita.

Figura 5 — Microrganismos endofiticos encontrados em graos de amendoim processado.

Fonte: Prépria (2023)

A andlise dos resultados permitiu observar também que, de forma geral, as
marcas de amendoim analisadas possuem baixo nivel de qualidade higiénico-
sanitaria, estando assim inadequadas para o consumo humano ou animal, uma vez
gue Aspergillus e Fusarium séo fungos toxigénicos, produtores de micotoxinas e foram

identificados em todas as marcas analisadas. (Tabela 1, Figura 6).

Figura 6 — Placas contendo isolados de Aspergillus e Fusarium em grédos de amendoim.

Fonte: Propria (2023)



25

De forma geral, fungos do género Aspergillus sdo motivo de preocupacao
recorrente para a industria de alimentos, dado que suas espécies possuem a
habilidade de produzir uma série de micotoxinas, que podem causar problemas sérios
de saude em humanos e animais (COSTA, 2014). Aspergillus niger, por exemplo,
identificado em todas as marcas de amendoim analisadas no presente trabalho, € uma
espécie reconhecidamente toxigénica, produtora de ocratoxinas (MIRABILE et al.,
2021), cujos efeitos em humanos e animais incluem imunossupresséao,
carcinogénese, teratogénese entre outros (MAZIEIRO; BERSOT, 2010; HOELTZ et
al., 2012). Dentro do grupo das ocratoxinas, a ocratoxina A é uma das mais estudadas,
dado seu potencial de difusédo e a importancia toxicolégica (MIRABILE et al., 2021). A
ocratoxina A tem acdo carcinogénica e efeitos nefrotoxicos que conduzem a
nefropatia, condicdo que afeta o funcionamento dos rins (PERAICA; DOMIJAN;
SARIC, 2008; MANNAA; KIM, 2017).

Outras espécies do género Aspergillus também produzem micotoxinas
importantes, com rica descrigdo na literatura cientifica. As Aflatoxinas, produzidas por
Aspergillus parasiticus e Aspergillus flavus e geralmente encontradas em alimentos
armazenados como os graos de amendoim analisados neste estudo podem causar
cancer de figado, aberrac6es cromossdmicas, entre outros graves problemas (SMITH
et al., 2015; AWUCHI et al.,, 2020; DIOGO et al.,, 2020). A Esterigmatocistina,
produzida por Aspergillus versicolor, Aspergillus nidulans e Aspergillus rugulosus
também causa cancer hepatico, além de poder se transformar quimicamente em oito
diferentes compostos capazes de inibir a sintese de DNA (ARRUDA; BERETTA,
2019).

Os resultados obtidos nas analises com amendoim amostrado presente
trabalho, corroboram uma série de estudos anteriormente realizados no Brasil e
descritos a seguir.

Noébrega e Suassuna em (2004), realizaram uma analise sanitaria em 300 gréos
de amendoim, provenientes de cinco cidades diferentes, no estado da Paraiba. O
estudo revelou a presencga de Aspergillus flavus, Aspergillus niger e Fusarium sp.,
entre outros, e apontou contaminacdo em 71,66% das amostras analisadas. Os
autores enfatizaram que o controle de umidade e temperatura, auxiliam na prevencao
da infeccdo dos grdos de amendoim por fungos, tanto para produtos in natura quanto

para produtos industrializados.
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Nakai et al., (2008), monitoraram a microflora do amendoim durante 12 meses,
na regido de Tupd, S&o Paulo. Nesse trabalho, os autores utilizaram tanto a casca
guanto os graos de amendoim como substrato para isolamento dos fungos. Os
resultados desse estudo demonstraram a prevaléncia de Fusarium sp. na casca e
Aspergillus e Penicillium nos gréos. De acordo com os autores, os resultados podem
ser explicados pelo fato de que Fusarium sp., considerado como fungo de campo, esta
diretamente em contato com a casca do amendoim no solo, enquanto Aspergillus e

Penicillium, considerados fungos de armazenamento, sdo bem adaptados as
condi¢Bes ambientais a que sdo submetidos durante esta etapa da cadeia produtiva.

O trabalho de Atayde et al., (2012), também apontou a presenca de fungos do
género Aspergillus, Fusarium, Rhizopus sp, além de Penicilium, durante as andlises
sobre a diversidade fungica e a presenca de Aflatoxinas em diferentes espécies de
amendoim, de diferentes regides do estado de S&o Paulo.

Bonifacio et al., em (2015), avaliou amendoim comercializado a granel na
cidade de Ji-Parana, Rondbnia. Os resultados revelaram altos indices de
contaminacdo por fungos também encontrados nas amostras de amendoim
processado analisadas no presente trabalho, como Aspergillus sp. e Rhizopus sp. Tais
niveis de contaminacdo, de acordo com o0s autores, podem ser explicados,
provavelmente, pela adocdo de praticas inadequadas iniciadas ainda no campo e
também durante as etapas de pos-colheita.

Em ljui, RS, Krahn et al., (2020) avaliaram diferentes amostras de amendoim,
incluindo grdos com cascas, graos comercializados a granel e gréos industrializados
sem cascas, confirmando a presenca de A. niger, A. flavus, A. nidulans. Os autores
afirmaram que estes fungos podem ser comumente encontrados em quase todos 0s
estagios cadeia produtiva, e apontaram que a presenca desses organismos noproduto
€ consequéncia de falhas nas etapas operacionais de sanitizacdo, facilitandosua
propagacgéao, podendo comprometer a saude do consumidor atraveés substancias
toxicas, tais como as Aflatoxinas e Ocratoxinas.

Assim como Aspergillus niger, isolados do género Fusarium identificados no
presente estudo representam um importante achado do ponto de vista higiénico-
sanitario, no que se refere as marcas de amendoim processado analisadas. Apesar
desses organismos serem comumente encontrados em amostras de amendoim
(GONGCALEZ et al., 2008; DE OLIVEIRA; CASTILHO, 2011; SANTOS, 2013),
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espécies de Fusarium sp. sdo produtoras de perigosas micotoxinas e a sua presenca
nos graos pode ser decorrente de diversos fatores, tais como temperatura, umidade,
residuos de outras plantas contaminadas, além de praticas inadequadas ao longo da
cadeia de producéo.

Uma das micotoxinas produzidas por espécies de Fusarium € a Fumonisina,
metabolito secundério produzido por esses fungos e associado a transtornos de saude
em humanos e animais com efeitos hepatotdxicos, carcinogénicos, teratogénicos e
citotoxicos, podendo provocar leucoencefalomalacia em cavalos, edema pulmonar em
suinos, além de cancer em humanos, sendo o principal o cancer de esoéfago
(ARRUDA; BERETTA, 2019; PRADO ,2017).

Fusarium sp. também podem produzir outras micotoxinas importantes, listadas
pela literatura, como a Zearalenona, sintetizadas principalmente por Fusarium
moniliforme, Fusarium oxysporum, Fusarium graminearum e Fusarium roseum

(SMITH e HENDERSON, 1991). Zearalenona esta associada a problemas como
atrofia muscular, reducéo dos niveis de testosterona e infertilidade (RICHARD, 2007).

O trabalho de Amancio et al., (2023), sobre o crescimento de fungos produtores
de micotoxinas em grdos de amendoim cru in natura, sem a vagem e amendoim
torrado sem a vagem, realizado em Juiz de Fora, MG, resultados aproximados aos
obtidos no presente estudo. Fusarium foi o grupo mais incidente (23,3%), seguido por
Aspergillus (20%), Penicillium (13,3%), Alternaria (13,1%) e Rhizopus (10%).

A ocorréncia de fungos deteriorantes, produtores de micotoxinas, em outros
produtos agricolas € relativamente comum. Sabbadini et al., (2009) estudou a
ocorréncia de fungos toxigénicos em graos de milho e feijao, comercializados no
municipio de Campo Mourdo, encontrando elevados indices de infec¢do por fungos
de armazenamento como Aspergillus e Rhizopus. Em café, comercializado em
Inhumas, GO e no seu entorno, LIMA (2022), observou a presenca de fungos do
género Aspergillus, Fusarium e Rhizopus, em graos crus, Secos, sem casca e prontos
para a torrefagcdo e consumo.

Como amplamente discutido anteriormente, dois dos trés géneros de fungos
identificados no presente trabalho, Aspergillus e Fusarium séo conhecidos produtores
de micotoxinas cujos efeitos nocivos a humanos e animais estéo vastamente descritos
em registros cientificos, na literatura especializada no tema. Rhizopus sp., também

identificado nos graos de amendoim analisados, produzem micotoxinas menos
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estudadas, sem muita descri¢cdo na literatura sobre seus efeitos em humanos. Esses
fungos sdo deteriorantes potenciais, que com sua atividade saprofitica, alteram as
caracteristicas sensoriais dos graos, ocasionando perdas econdmicas significativas
(PINTO, 2000).
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6 CONCLUSAO

As cinco marcas de amendoim processado, analisadas neste trabalho,
encontram-se em condi¢cdes higiénico-sanitarias inadequadas para o0 consumo
humano ou mesmo para composicao de racdo animal, uma vez que em todas elas
foram identificadas organismos toxigénicos, potencialmente produtores de
micotoxinas, cujos efeitos em animais e humanos podem ocasionar graves problemas

de saude.
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