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RESUMO

O feijao preto pode ser contaminado por fungos toxigénicos, como algumas
espécies dos géneros Aspergillus e Penicillium, que sao responsaveis pela
ocorréncia de micotoxinas em diversos alimentos. Aflatoxinas e ocratoxina A
estdo entre as micotoxinas de maior preocupagao, sendo associadas a
hepatotoxicidade, nefrotoxicidade, imunossupressdo e carcinogenicidade. O
controle do crescimento fungico € a melhor forma para evitar a ocorréncia
destes compostos téxicos, seja durante o manejo dos graos no campo, no
armazenamento ou na comercializagao. Neste caso, pontos criticos de controle
estdo relacionados a exposicédo inadequada do grédo a umidade e temperatura
ao longo das etapas de beneficiamento do feijdo. O objetivo deste estudo foi
avaliar a ocorréncia de fungos e micotoxinas em feijdo comum preto
provenientes de dois municipios do Rio Grande do Sul, propondo uma relagao
entre a presenca de fungos com a atividade de agua e umidade do gréo, além
de avaliar os metabdlitos secundarios téxicos produzidos pelos isolados
fungicos. Nenhuma das amostras de feijao corresponderam ao teor de umidade
seguro, todas foram superior ao teor de 12-13% de umidade, indicando
condi¢gdes inadequadas durante o armazenamento dos grdos. Todos os lotes
de feijao avaliados mostraram-se infectados, o numero de colbénias fungicas
encontradas por lote variou de 18 a 31, atingindo um total de 145 fungos
isolados. Trés géneros fungicos foram identificados a partir das amostras de
feijdo: Aspergillus, Penicillium e Rhizopus. Além disso, os feijdes com maior
teor de umidade apresentaram também maior percentual de gréaos infectados.
Embora nenhum dos fungos tenha se mostrado produtor de aflatoxinas e
ocratoxina A), a presengca de isolados que pertencem aos géneros dos
principais fungos toxigénicos pode ser um indicativo de possiveis riscos de
ocorréncia de micotoxinas no feijao brasileiro durante o armazenamento, visto

que existem condigbes favoraveis de umidade para o crescimento fungico.

PALAVRAS-CHAVE: Fungos toxigénicos, Feijao Preto, Asperqillus, Penicillium,
Umidade, Armazenamento.



ABSTRACT

Beans can be contaminated by toxigenic fungi, such as Aspergillus and
Penicillium, which are responsible for the occurrence of mycotoxins in various
foods. Aflatoxins and ochratoxin A are among the mycotoxins greatest concern
due to their hepatotoxicity, nephrotoxicity, immunosuppression and
carcinogenicity. The fungal growth control is the best way to avoid
contamination of these toxic compounds, whether during grain handling in the
field, during storage or commercialization. In this case, critical control points are
related to inadequate grain exposure to humidity and temperature throughout
the bean processing stages. This study aimed to evaluate the occurrence of
fungi and mycotoxins in common black beans from two municipalities in Rio
Grande do Sul, proposing a relationship between the occurrence of fungi and
the water activity and moisture of the grain, in addition to evaluating the
secondary metabolites toxic compounds produced by fungal isolates. None of
the bean samples corresponded to the safe moisture content, all were higher
than the 12 to 13% moisture content, indicating uncontrolled conditions during
grain storage. All lots of beans sampled were infected, the number of fungal
colonies found per lot ranged from 18 to 31, reaching a total of 145 isolated
fungi. Three genera of fungi were identified from the bean samples: Aspergillus,
Penicillium and Rhizopus. In addition, beans with higher moisture content also
had a higher percentage of infected beans. Although none of the fungi was
considered to be a producer of the mycotoxins investigated (aflatoxin B1 and
ochratoxin A), the isolate presence which belong to the main toxigenic fungi
genera would indicate a greater risk of mycotoxins in Brazilian beans, since

there are conditions favorable for fungal growth.

KEY WORDS: Toxigenic Fungi, Black Beans, Aspergillus, Penicillium, Moisture,
Storage.
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1. INTRODUGAO

O feijao comum (Phaseolus vulgaris L.) € a principal leguminosa
consumida pela populacéo brasileira, independentemente do nivel de renda. A
producdo dessa espécie é bastante difundida em todo o territério nacional,
tornando o Brasil o terceiro maior produtor de feijao no mundo, de acordo com
a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA, 2020). Os graos
Carioca e Preto correspondem a cerca de 85% do mercado brasileiro de feijao
(RIBEIRO et al., 2014).

Segundo os dados mais atuais da Companhia Nacional de
Abastecimento, em 2020/21 o consumo de feijao foi de 2,9 milhdes de
toneladas. Neste periodo, a produgao brasileira de feijao comum preto superou,
pela primeira vez, o consumo interno. A colheita na safra 2021/22 esta
estimada em 613,7 mil toneladas, uma diferenga de aproximadamente 94 mil
toneladas (CONAB, 2021). Esses dados ressaltam que o pais, além de ser um
dos maiores produtores, € também um dos maiores consumidores mundiais de
feijao, visto que a populagéo brasileira combina a tradicional dieta a base de
arroz e feijdo. Na Pesquisa de Orgamentos Familiares (POF 2017-2018), o
consumo alimentar médio de feijao per capita foi de 142,2 g ao dia. Logo,
trata-se de um alimento tradicional, com representatividade social e de extrema
importancia na nutricao do Brasil.

A cultura do feijoeiro pode ser acometida por inumeros organismos,
incluindo insetos, nematoides, fungos, bactérias e virus, resultando em uma
reducao significativa da produtividade. Além disso, o manejo durante a colheita
€ 0 armazenamento dos graos, sdo descritos como pontos criticos relacionados
a ocorréncia de fungos, devido a exposicdo inadequada a umidade e
temperatura (SCUSSEL, 2000). A presenga de fungos € preocupante, néo
apenas pela contaminagado das sementes devido ao crescimento fungico, mas
também por afetar a qualidade do feijao em razao da produg¢ao de metabdlitos
secundarios téxicos, os quais causam efeitos toxicos em animais e humanos
(DOMELLO e MACDONALD 1997; PERAICA et al., 1999), impactando

diretamente na saude humana.
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Fungos toxigénicos dos géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium sao
os principais produtores de micotoxinas. Esses fungos tém sido isolados de
diversos substratos alimentares, principalmente em cereais. Todavia, séo
limitados os dados sobre a contaminagdo fungica e seu potencial toxigénico,
bem como a ocorréncia de micotoxinas em leguminosas no Brasil, incluindo o
feijao (COSTA, 2000).

A ocorréncia de fungos toxigénicos dos géneros Aspergillus e Penicillium
foi relatada em sementes de feijdo cultivadas em 13 municipios da Croacia
(DOMIJAN et al., 2005). Este estudo mostrou a associagdo da ocorréncia
desses géneros fungicos com a producado de ocratoxina A (OTA), a qual foi
encontrada em 17 de 45 amostras (38%). No Brasil, a presencga de 87 cepas de
Aspergillus spp. foi relatada por Santos-Ciscon et al. (2019). Neste caso, os
autores analisaram 35 lotes de feijdo cultivados de 5 estados diferentes do
Brasil: Ceara (CE), Bahia (BA), Minas Gerais (MG), Sdo Paulo (SP) e Rio
Grande do Sul (RS). Os resultados revelaram que a produgéo de aflatoxinas
por algumas cepas de Aspergillus flavus e a produgcdo de fumonisinas por
isolados de Aspergillus niger constituem os maiores riscos de micotoxinas no
feijao brasileiro (SANTOS-CISCON et al., 2019). Especialmente no Brasil, onde
essa leguminosa constitui diariamente a alimentacdo da populagdo, ha o
aumento das chances de ingestado de micotoxinas, o que refor¢a a necessidade

de monitorar fungos toxigénicos em feijoeiros brasileiros.
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2. JUSTIFICATIVA

Considerando que ha caréncia de informag¢des sobre a ocorréncia de
fungos em feijdo, torna-se indispensavel avaliar a presenga destes
microrganismos, bem como verificar a capacidade de produg¢ao de micotoxinas.
Esta leguminosa constitui a dieta basica da populagao brasileira, e pode ser
uma forma de exposicdo as micotoxinas levando a problemas de saude
publica.

Fungos dos géneros Aspergillus e Penicillium apresentam maior
potencial toxigénico, pois a presenca desses fungos pode indicar que ha riscos
potenciais de ocorréncia de aflatoxinas (AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2) e
ocratoxina A (OTA). As aflatoxinas sao classificadas pela Agéncia Internacional
de Pesquisas Sobre o Cancer (IARC) no grupo |, como carcinogénicas para
humanos (IARC, 2012). A OTA ¢é classificada no grupo 2B, sendo possivel

carcinogénica para humano (IARC, 1993).
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a ocorréncia de fungos e micotoxinas em feijao comum preto

provenientes de dois municipios do Rio Grande do Sul .

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Isolar e identificar os géneros fungicos presentes nas amostras;

e Avaliar os metabdlitos secundarios téxicos produzidos pelos isolados
fungicos;

e \Verificar a atividade de agua e umidade do gréao;

e Investigar a ocorréncia de micotoxinas em feijao.
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA
4.1 Aspectos gerais do feijao

O feijao constitui-se em uma das mais importantes fontes proteicas na
dieta humana. O maior consumo deste produto ocorre nas Américas (41,7%),
seguindo-se a Asia (34,2%), a Africa (18,6%), a Europa (3,8%) e a Oceania
(0,1%) (FAO, 2010). As principais variedades de feijao estdo agrupadas nas
espécies botanicas Phaseolus vulgaris (1) e Vigna unguiculata (l1). No entanto,
a classe identifica os graos de acordo com suas cores de casca: preto, branco
ou cores mistas. A variedade de semente Carioca pertence ao grupo |, na qual
€ considerada a mais consumida, respondendo por aproximadamente 70% do
total de feijao consumido, seguida pelo feijao comum preto (EMBRAPA, 2012).

Uma variedade de graos de diferentes grupos e classes de mercado séo
cultivados por todo territorio brasileiro (Figura 1). O plantio do feijdo comum
preto representa 21% da area produtora de feijao do Brasil, tem maior consumo
nos estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, sul e leste do Parana, Rio
de Janeiro, sudeste de Minas Gerais e sul do Espirito Santo. No restante do
pais, este tipo de grdo tem pouco ou quase nenhum valor comercial ou
aceitagdo. As variedades de feijao carioca sdo aceitas em praticamente todo o
Brasil, por isso, 52% da é&rea cultivada é semeada com este tipo de gréo
(PERES et al., 2015).
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Legenda

[ | ——
ate 10735t at2 36103t  até 194.060t mais que
194.060 t

Figura 1. Quantidade de feijao produzida nos estados do Brasil.

Fonte: IBGE, Produgéao Agricola Municipal 2020. Rio de Janeiro: IBGE, 2021

No Brasil, o cultivo dessa leguminosa é realizado em trés safras, sendo
a primeira denominada “safra das aguas”, a segunda “safra da seca” e a
terceira “safra de outono/inverno”. No Rio Grande do Sul, a variedade de feijao
preto corresponde a 80% do cultivo de feijao no estado, pois, tradicionalmente,
€ a variedade do grdo mais consumida na regido sul do pais. Em 2020 foram
produzidas 81.176 toneladas de feijao apenas no estado do Rio Grande do Sul.
(IBGE, 2020).

Nutricionalmente, os principais tipos de gréaos consumidos (Figura 2),
ndo possuem grandes diferengas no valor nutricional (Tabela 1). Ambos sao
fontes de proteina, fibras, vitaminas do complexo B e minerais, como ferro,
zinco e calcio. Além disso, o alto teor de fibras e a quantidade moderada de
calorias por grama conferem a esses alimentos alto poder de saciedade (Guia

Alimentar para a populagao brasileira, 2014).



Figura 2. Cultivar de Feijao comum preto (A) e Carioca (B) (EMBRAPA, 2022)

Fonte: Embrapa, 2022. Por: ARAUJO, Sebastido José de.

Tabela 1. Comparacao da composi¢cao nutricional do feijao comum preto e

carioca.

Tipo de Energia Protein Carboi Fibra Ferro Zinco  Calcio

Feijao (kcal) as (g) dratos Aliment (mg) (mg) (mg)

(9) ar (g9)
Preto 77 4.5 14,0 8,4 1,5 0,7 29
Carioca 76 4.8 13,6 8,5 1,3 0,7 27

*Composicao de alimentos por 100 gramas cozido.
Fonte: TACO, 2011

4.2 Beneficiamento e armazenamento do feijao

O beneficiamento é uma operagdo que visa garantir a padronizagao e
classificagdo dos graos, conferindo a qualidade fisiolégica e sanitaria. As
sementes passam por uma série de equipamentos, desde a recepg¢ao na
unidade até a embalagem e distribuicdo dos graos. Primeiramente, o grao
passa por uma pré-limpeza apos a colheita para remocdo de residuos
“grosseiros”, tais como torrdes, pedras, restos vegetais e outros. Apos isso, se

verifica a necessidade da secagem, quando necessaria, as sementes seguem
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para os secadores, com rigido controle da temperatura, a qual ndo deve
ultrapassar 45 °C para nao ocorrer danos mecanicos. Seguindo no
beneficiamento, as sementes passam pela maquina de limpeza, na qual se
operam com maquinas de ar e peneiras. Apés essa etapa, a mesa de
gravidade (densimétrica) € um equipamento de acabamento, que separa as
sementes leves, daquelas sementes bem formadas, intactas e mais pesadas.

Por fim, é realizado o processo de ensaque (PEREIRA et al., 2012).

O armazenamento compreende a etapa apds o beneficiamento, na qual
0s graos aguardam a comercializagdo. O metabolismo do feijao € influenciado
pela temperatura e pela umidade relativa. Altas temperaturas e umidade
relativa aumentam a taxa respiratdéria da semente; consequentemente, o
consumo de substancias de reserva sera maior, o que favorece o crescimento
de fungos e micotoxinas. Normalmente, as sementes sdo armazenadas em
grandes armazéns, onde nao ha controle de temperatura e umidade relativa em
seu interior. A condigdo ideal de armazenamento para sementes € um
ambiente com baixa umidade, ndo podendo ser superior a 13%, para nao
oferecer risco a qualidade fisiolégica do grao. O tratamento da semente tem a
finalidade de evitar que fungos, principalmente espécies dos géneros
Aspergillus e Penicillium, comprometam a qualidade da semente durante o
periodo de armazenamento . Os graos nao sao comercializados logo apds o
processamento, logo se faz necessario o0 controle adequado do
armazenamento (INCAPER, 2010).

4.3 Fungos

Os fungos sdo organismos eucaridticos, heterétrofos e com reserva
energética de glicogénio. Por habitarem diferentes ecossistemas, também sao
encontrados em vegetais (como endofiticos e/ou patdgenos), inclusive no
feijdo. O feijoeiro-comum é acometido por diversos fungos nas fases de
pré-colheita, pds-colheita e armazenamento. Os principais géneros causadores
das doencas fungicas do solo sdo Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli
Fusarium solani f. sp. phaseoli; Macrophomina phaseolina; Rhizoctonia solani
e Sclerotinia sclerotiorum (EMBRAPA, 2018).
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Por outro lado, os fungos descritos como toxigénicos sdo produtores de
metabdlitos secundarios, chamados de micotoxinas, as quais representam
risco para a saude humana e animal. Do ponto de vista da contaminacéo dos
alimentos, as espécies mais relevantes pertencem aos géneros Aspergillus,
Penicillium e Fusarium. A contaminacdo de uma matriz alimentar com
diferentes cepas fungicas pode significar o acumulo de mais de uma
micotoxina. Além disso, uma unica cepa fungica pode ser capaz de produzir um
amplo espectro de micotoxinas estruturalmente diferentes (PATRIARCA et al.,
2017).

O crescimento de fungos e a produgdo de micotoxinas sao
marcadamente afetados por fatores ambientais, especialmente temperatura e
umidade. Assim, o acumulo de micotoxinas antes e depois da colheita reflete
amplamente as condigdes climaticas. (SCUSSEL et al., 2018). Entre os fungos
toxigénicos de maior ocorréncia em feijdo, destacam-se algumas espécies de
Aspergillus, que podem produzir principalmente aflatoxinas (B1, B2, G1, G2) e
ocratoxina A. A Tabela 2 apresenta os principais fungos relatados na literatura

encontrados no feijdo em diferentes paises.

Tabela 2. Fungos encontrados no feijao (Phaseolus vulgaris L.)

Pais Parte da planta Fungos identificados  Referéncia
Brasil Grao A. niger; A. flavus. Santos-Ciscon
(de agricultores) etal. (2019)
Tunisia Raizes e folhas Fusarium, Alternaria, Sendi et al
Macrophomina, Phoma, (2019)
Rhizoctonia,
Ascomycota.
Brasil Graos Aspergillus spp., Mota et al.
(de agricultores) Penicillium spp., (2017)
Curvularia sp., Monilinia
sp.,
Macrophomina
phaseolina,
Colletotrichum

truncatum,
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Rhizoctonia
Fusarium udum,

Fusarium oxysporum.

solani,

Nicaragua

Sementes

(colhidas no campo)

Fusarium
Lasiodiplodia
theobromae,
phaseolina,
Penicillium
Colletotrichum

capsici, Colletotrichum

gloeosporioides,
Aspergillus flavus,
Diaporthe sp.

citrinum,

Marcenaro e
Valkonen
(2016)

Ira

Sementes

(colhidas no campo)

F. solani, R. solani, M.

phaseolina,
oxysporum,
Alternaria
Arthrobotrys spp.,
Aspergillus
Penicillium spp., S.
sclerotiorum,
Ulocladium atrum.

Naseri e
Mousavi (2015)

Brasil

Graos
(de supermercado)

Asperqgillus, Penicillium,
Eurotium, Rhizopus.

Amaral et al.
(2013)

Croacia

Graos
(de agricultores)

Cladosporium,
Alternaria,

Aspergillus, Rhizopus,
Penicillium, Fusarium,
Botrytis, Trichothecium,

Chaetomium.

Domijan et al.
(2005)

Japao

Graos

Penicillium, Aspergillus,

Wallemia.

Hitokoto et al.
(1981)
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4.4 Micotoxinas

As micotoxinas pertencem a categoria de metabdlitos secundarios
téxicos produzidos por fungos filamentosos. Os géneros frequentemente
associados a producgao de micotoxinas sao Aspergillus, Fusarium e Penicillium,
enquanto as principais micotoxinas produzidas por estes fungos incluem as
aflatoxinas, ocratoxina A (OTA), desoxinivalenol (DON) e zearalenona (ZEA).
Tais compostos apresentam efeitos nocivos a saude humana e animal como
hepatotoxicidade, nefrotoxicidade, problemas reprodutivos, imunossupressao e
carcinogenicidade (AGRIPOULOU et al., 2020). Quando presentes nos
alimentos, ndo possuem odor caracteristico e ndo alteram as caracteristicas
organolépticas dos mesmos (VIDAL et al., 2013; WINTER, 2019).

A producao destas micotoxinas depende de fatores determinantes, como
a cepa fungica, as técnicas de cultivo, o solo, a umidade relativa do ar, a
temperatura e a atividade de agua do alimento. A formagao do composto téxico
pode ocorrer antes da colheita, no pds-colheita ou durante o processamento e
armazenamento. Varios fatores afetam tanto o crescimento fungico quanto a
producdo de micotoxinas, incluindo temperatura, umidade, ambiente, pH,
atividade de agua (aw), nutrientes, nivel de inoculagdo, natureza do substrato,
estado fisioldgico e interacdes microbianas. E a interacdo entre alguns ou todos
esses fatores que determinam se a contaminacdo aumenta e as micotoxinas
s&o produzidas (MILANI, 2013; AGRIPOULOU et al., 2020).

As aflatoxinas, produzidas por Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus
e Aspergillus nomius, ocorrem principalmente em regides quentes e umidas.
Estas micotoxinas apresentam-se em diferentes formas quimicas (Figura 3),
como aflatoxina B1, B2, G1, G2 e M1. As aflatoxinas s&o teratogénicas,
imunossupressoras e classificadas como carcinogénicas para humanos (grupo
1) pela Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC, 2002), sendo
que especificamente a aflatoxina M1 é considerada um possivel carcindbgeno
para humanos. A aflatoxina B1 (AFB1) é considerada a micotoxina mais toxica
devido ao seu potencial genotéxico e por estar associada ao carcinoma

hepatocelular. Além disso, inumeros casos de aflatoxicose aguda foram
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registrados em paises em desenvolvimento. As manifestagdes clinicas
associadas a infeccdo aguda sao: vOmitos, dores abdominais, edema
pulmonar, necrose hepatica e até morte (ROCHA et al., 2014; WU et al., 2014).

OCH,
Aflatoxin B1

OCH,

Aflatoxin G1

OCH3
Aflatoxin B2

OCH,

Aflatoxin G2

Figura 3. Estruturas quimicas das aflatoxinas.

Fonte: FREIRE et al. (2007)

A OTA foi descoberta como metabdlito de Aspergillus ochraceus em
1965. Posteriormente, descobriu-se que varias espeécies de Aspergillus e
Penicillium também poderiam sintetizar essa toxina, tais como Asperqillus
alliaceus, Aspergillus auricomus, Asperqillus carbonarius, Aspergillus glaucus,
Aspergillus melleus, A. niger e Penicillium verrucosum entre outras. Sua
estrutura quimica (Figura 4) apresenta uma molécula de cloro, o que a
caracteriza, além de potencializar seu carater téxico (KRN et al.,, 2010). A
contaminagao por OTA pode ocorrer, principalmente em cereais como trigo,
milho, arroz, centeio, aveia, cevada, e também em amendoim e frutos secos. A
OTA também esta presente em alimentos como vinho, café e cerveja,
comprovando sua relativa estabilidade quimica durante o processamento
(SCUDAMORE et al., 2003; PATRIARCA et al., 2017). Os efeitos tdéxicos mais

importantes associados ao consumo de alimentos contaminados por OTA sao
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danos nos rins, figado e agéo imunossupressora, sendo classificada no grupo
2B da IARC, ou seja, como um possivel carcinégeno para humanos (IARC,
1993).

/ /
"1cH
Cl

Figura 4. Estrutura quimica da ocratoxina A.

Fonte: MURPHY et al. (2006).

4.5 Legislagao para micotoxinas em feijao

A presenga de micotoxinas nos alimentos é dificil de ser evitada, érgaos
regulamentadores estabelecem valores para manter a contaminagao em niveis
mais baixos possivel. Os limites regulatérios em niveis significativos de
micotoxinas em alimentos e ragdes sao estabelecidas por varias autoridades
em todo o mundo, como nos Estados Unidos Estados (EUA) pela Food and
Drug Administration (FDA), na Europa pela Autoridade Europeia para a
Seguranga dos Alimentos (EFSA, European Food Safety Authority)
(AGRIPOULOU et al., 2020) e no Brasil pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (Anvisa) (Brasil, 2022).

Os limites maximos tolerados (LMT) para aflatoxinas em alimentos
destinados ao consumo humano foram primeiramente regulados no pais em
1976 (CNNPA n° 34), com limites para o somatorio de AFB1 e AFG1 (30ug/kg)
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para alimentos de maneira geral. Em 2002, a RDC n° 274 incluiu limites para
AFM1 em leite e seus derivados (5ug/kg) € as AFB2 e AFG2 nos limites

maximos para alimentos (20ug/kg; Brasil, 2002).

Atualmente os LMT para micotoxinas no Brasil sdo regulamentados pela
Anvisa, por meio da Instrucdo Normativa (IN) N° 160/2022 (01/07/2022; Brasil,
2022). Encontram-se parametros de limite maximo tolerado de aflatoxinas
(AFB1+AFB2+AFG1+AFG2) e OTA para feijao e outras sementes secas das
leguminosas (Tabela 3), além de regulamentagcdo para outras micotoxinas e
alimentos. Comparando com a Legislagdo Europeia e Norte-americana, ambas
nao possuem LMT especificamente para feijdoes, somente sdo regulamentados

valores especificos para esse grupo alimentar na legislagao brasileira.

Tabela 3. Limites Maximos Tolerados (LMTs) da presenga de micotoxinas em

Feijao.
Aplicagdo Micotoxina LMT (ug kg™)
RDC N°7 Aflatoxina 5
IN N°160/2022 (AFB1+AFB2+AFG1+AF
G2)
OTA 10

A avaliacao do risco da exposicao humana as micotoxinas na dieta € um
processo de base cientifica. No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) é responsavel pela condugao de avaliagcdo do risco da
exposicdo humana a contaminantes em alimentos. Internacionalmente,
procedimentos de avaliacdo do risco sao conduzidos pelos comités cientificos
da OMS e da FAO para subsidiar o estabelecimento de padrdes alimentares
pelo Codex Alimentarius. O JECFA (Joint FAO/WHO Expert Committee on
Food Additives) avalia questdes relativas a aditivos alimentares, contaminantes

e drogas veterinarias.
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Dentre os parametros de ingestdo cronica segura estimados para o
homem estdo a ingestdo diaria aceitavel (IDA), a ingestdo diaria toleravel
maxima provisoria (PMTDI, do inglés: Provisional Maximum Tolerable Daily
Intake), a ingestdo toleravel semanal provisoria (PTWI, do inglés: Provisional
Tolerable Weekly Intake) e a ingestao toleravel mensal provisoéria (PTMI, do
inglés: Provisional Tolerable Monthly Intake). Esses parametros representam a
quantidade da substancia presente no alimento que pode ser ingerida
diariamente ao longo da vida sem que ocorram efeitos adversos a saude. O
JECFA estabelece para a OTA parametros de ingestdo crénica segura, de
PTWI 112 ng/kg pc/semana. Para as aflatoxinas ndo é estabelecido um valor
de ingestao toleravel, tendo como recomendacéao a redugao a niveis tdo baixos
quanto razoavelmente possivel (WHO, 2007; WHO 1999)

5. MATERIAIS E METODOS
5.1 Amostras

Foram analisados 6 lotes (FO6, FO7, FO8, F21, F25 e F27) de feijao
comum preto provenientes de dois municipios do Rio Grande do Sul: lvoti e

Sao Borja (Tabela 4) colhidos no ano de 2018.

Tabela 4. Identificagdo das amostras de feijdo preto destinadas as analises

fisico-quimicas, microbioldgicas e toxicolégicas.

Amostra Endereco Data

FO6 Sao Borja-RS Setembro/2018
FO7 Sé&o Borja-RS Setembro/2018
FO8 Séao Borja-RS Junho/2018
F21 lvoti-RS Setembro/2018
F25 lvoti-RS Agosto/2018
F27 Ivoti-RS Agosto/2018
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5.2 Analises fisico-quimicas

5.2.1 Atividade de agua

A anadlise de atividade de agua (Aw) foi realizada utilizando um
higrdbmetro digital (Aqualab, 3TE-Decagon, Pullman, EUA), o qual permite
equilibrar a agua livre da amostra com o espacgo livre de uma pequena
camara fechada e a medida da umidade relativa desse espaco livre (VUAT
AZ et al., 2010).

5.2.2 Umidade

A determinagdo da umidade dos graos foi feita a partir do método de
secagem baseado na remogao da agua pelo aquecimento da amostra (100
gramas) em estufa (105 °C) (CECCHI, 2003).

5.3 Avaliagao da micobiota do feijao

5.3.1 Isolamento de fungos

Foram analisados 30 grdos de cada lote, distribuidos em 5 placas de
Petri. Para o isolamento fungico, 6 grdos de feijao foram colocados em
placas de Petri contendo agar Dicloran Rosa Bengala Cloranfenicol
suplementado com 1% de cloreto de sodio (NaCl). Tal suplementagéao é
necessaria para reduzir a germinagdo dos graos segundo protocolo do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (2009). As placas foram
incubadas a 25 °C por 7 dias. As col6nias fungicas foram isoladas em agar

malte sob as mesmas condigdes.

5.3.2 Caracterizagao dos isolados fungicos

A caracterizagdo dos fungos isolados do feijao foi realizada na tentativa
de identificacdo em nivel de género de acordo com as chaves de
classificagdo propostas por Pitt e Hocking (2009). Para isso, os fungos
foram cultivados em Agar Extrato de Malte (MEA) e Agar Czapeck Extrato
de Levedura (CYA) a 25 e 37 °C durante 7 dias. Apds esse periodo, as

caracteristicas morfolégicas de cada isolado fungico foram observadas.
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Para a avaliagdo macroscopica, caracteristicas como coloracdo e tamanho
da colénia, e formagdo de exsudato foram registradas. Na avaliagcao
microscopica dos fungos, foram observadas em microscopio Optico as
estruturas de reproducido assexuada, incluindo o tipo de conidiéforos, o
formato dos conidios, os aspectos das paredes dos conidios, o formato das

vesiculas e a presenga de métula nos conidioforos.

5.3.3 Avaliagao do potencial toxigénico dos fungos isolados

A capacidade dos fungos em produzir metabdlitos secundarios toxicos
foi avaliada apds o cultivo fungico em meio de cultura, seguido de extragao
em metanol dos compostos produzidos e analise por cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas sequencial (LC-MS/MS).
Basicamente, as col6nias fungicas previamente caracterizadas em meio
CYA foram repicadas em placas contendo Agar Extrato de Levedura (YES)
por 21 dias, oscilando a temperatura da seguinte forma: 25 °C durante 7
dias; incubacgéo a 37 °C por 1 dia; 30 °C durante 6 dias e finalizando em 25
°C por 7 dias. Posteriormente, foram feitos trés cortes circulares de
diferentes regides do cultivo fungico e colocados em tubo Falcon contendo
5 mL de acetonitrila acidificada com 1.5% de acido acético. Em seguida, as
amostras foram submetidas a agitacdo em vértex por 2 minutos e,
posteriormente, em agitador orbital (shaker) a 200 rpm por 60 minutos sob
temperatura ambiente. O extrato obtido foi filtrado e transferido para tubo
Falcon contendo 0,1 g de C18 e 0,225 g de MgSO, e novamente agitado
em vortex por 1 minuto. Logo apds, a amostra foi centrifugada a 3000 g por
5 minutos a 4 °C. As amostras foram transferidas para frascos ambar e
evaporadas em banho-maria a 75 °C. Apds evaporacao, as amostras foram
ressuspendidas em 1 mL de fase mével A+B (Fase A: agua ultrapura/acido
férmico 0,1% + Fase B: acetonitrila/acido formico 0,1%), para em seguida
serem filtradas e injetadas no LC-MS/MS. A analise dos resultados foi

realizada através do software Data analysis.
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5.4 Ocorréncia de micotoxinas no feijao

A verificagdo da ocorréncia de micotoxinas no feijao foi realizada
segundo metodologia previamente otimizada e validada em estudo prévio
(LAGO et al. 2020). Cinco gramas de feijao previamente triturados foram
transferidos para um tubo Falcon de 50 mL contendo 15 mL de solvente de
extragdo composto por acetonitrila/agua Milli-Q (75:25, v/v), o qual foi
agitado em vortex por 1 minuto. Em seguida, 2 g de MgS0O,.7H,0 e 1 g de
NaCl foram adicionados ao tubo Falcon. A mistura foi agitada por 1 minuto e
sonicada por 3 minutos, seguido por centrifugacdo por 6 minutos a 3000
rom. O sobrenadante foi submetido a extragdo em fase sélida dispersiva em
um tubo contendo 450 mg de MgS0O,.7H,O e 150 mg de C18, agitado por 1
minuto e centrifugado por 5 minutos a 3000 rpm. As analises foram
realizadas em um cromatoégrafo liquido (Shimadzu, Kyoto, Japao) acoplado
a espectrometria de massas do tipo quadrupolo-tempo de voo (Bruker
Daltonics, modelo micrOTOF-Q Ill, Bremen, Alemanha). As micotoxinas
foram separadas em coluna C18 (Kinetex Core-Shell Technology 2.6 um F5
100 A, EUA) a 35 °C, taxa de fluxo de 0,4 mL min !, empregando agua
ultrapura (fase A) e acetonitrila (fase B) como fase movel. Ambas as fases
continham acido acético 0,1% e acetato de aménio 4 mM em um gradiente
linear de 60:40 a 44,6:55,4 em 4 minutos, a 63:37 em 9 minutos, a 80:20 em
14 minutos e a 40:60 em 19 minutos das fases modveis organica e aquosa,

respectivamente.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 Atividade de agua e Umidade

Os resultados referentes a atividade de agua e teor de umidade das
amostras de feijdo podem ser observados na Tabela 5. A média do teor de
umidade encontrado nas amostras foi de 18,45%, sendo o valor minimo
expressado na amostra FO6 de 16,14% e o valor maximo encontrado na
amostra F25 de 20,03%. Nenhuma das amostras de feijdo corresponderam ao
teor de umidade considerado seguro, todas foram superior ao teor de 12 a 13%
de umidade, indicando condi¢cbes descontroladas durante o armazenamento
dos grdos (SENAR, 2018). E importante mencionar que apds a colheita
pode-se observar maiores concentragées de aflatoxinas nos gréos, quando
comparados com grédos do campo, isso ocorre devido ao armazenamento
inapropriado, com teores de umidade e temperatura inadequados. Se o grao é
rapidamente seco e armazenado em condicbes apropriadas, os fungos

aflatoxigénicos n&o possuem bom crescimento (CAST, 2003).

A avaliagdo da atividade de agua (Aw) dos graos & importante, ja que
esse € um fator que influencia no crescimento fungico. Os géneros Aspergillus
e Penicillium requerem um valor minimo de Aw de 0,75-0,85 e crescem bem
na faixa de 0,93-0,98. O crescimento ativo € a fase em que o fungo cresce em
altas taxas no micélio. Sao descritos com crescimento ativo em Aw de 0,73 e
0,78-0,80, para Aspergillus e Penicillium, respectivamente (RODRIGUES et al.,
2012). A maior porcentagem de Aw foi observada na amostra F21, com o
resultado no valor de 0,759, apresentando uma condi¢cdo favoravel para o

crescimento dos géneros citados acima.
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Tabela 5. Teor de atividade de agua e umidade das amostras de feijao comum
preto provenientes dos municipios de Ivoti e Sdo Borja - RS coletados em
2018.

Amostra Aw Teor de Umidade %
F06 0,645- 0,645 16,15
FO7 0,686- 0,683 17,28
F08 0,682- 0,687 17,59
F21 0,759- 0,756 19,91
F25 0,756- 0,755 20,03
F27 0,753- 0,754 19,76

Como consequéncia das diferentes adaptagdes ecofisioldgicas dos
fungos, ocorrem mudangas desde os primeiros dias de desenvolvimento no
campo até o final do armazenamento do grdo. Por exemplo, € incomum
encontrar estudos relatando altas frequéncias de isolamento de Fusarium em
amostras de campo, havendo uma tendéncia a sua diminuicdo durante o
armazenamento acompanhada pelo aumento gradual nas frequéncias de
Aspergillus e Penicillium. Esta especificacdo dos fungos em relagdo a maior
ocorréncia no campo ou no armazenamento foi baseada em alguns estudos
realizados em climas temperados. Todavia, em regides de climas subtropicais,
como no estado do Rio Grande do Sul, é possivel a contaminagdo das
especies de Aspergillus e Penicillium em sementes desde o inicio do campo
(CAST, 2003; RODRIGUES et al., 2012).

6.2 Ocorréncia de fungos no feijao preto

Com base no isolamento fungico, todos os lotes de feijao amostrados
mostraram-se infectados. Na tabela 6, a porcentagem de grdos infectados
variou de 63,3% a 93,3% conforme o lote avaliado. Destes, o lote mais

suscetivel ao crescimento de fungos foi o F25, no qual foram observados 28
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graos infectados de 30 grdos avaliados (93,3%). Curiosamente, o lote F25
também foi o lote com maior percentual de umidade (20,03%), conforme
descrito anteriormente, compondo uma relagdo direta do maior valor de
umidade e o maior percentual de gréos infectados. Esses valores afirmam
condigdes favoraveis para o crescimento fungico. Além disso, o numero de
coldnias fungicas encontradas por lote variou de 18 a 31, atingindo um total de

145 fungos isolados.

Trés géneros de fungos foram identificados a partir das amostras de
feijdo: Aspergillus, Penicillium e Rhizopus, correspondendo a 36,0, 36,0 e
5,0%, respectivamente, dos fungos encontrados (Figura 5). Cerca de 23% dos
fungos isolados n&o produziram estruturas de reprodugcdo assexuada
(conidioforos e conidios) nas condi¢gdes avaliadas, e foram nomeados como
fungos ndo esporulados, ndo sendo possivel verificar sua identificagdo em nivel

de género.

Tabela 6. Perfil de infeccdo fungica de graos de feijdo comum preto
provenientes dos municipios de lvoti e Sdo Borja - RS colhidos no ano de 2018.

Lote Graos Porcentagem de graos Numero de colbénias
infectados infectados™ fungicas
FO6 18 66,6 18
FO7 22 73,3 23
FO8 19 63,3 19
F21 21 70,0 25
F25 28 93,3 31
F27 27 90,0 29

*Total de 30 gréaos avaliados para cada lote.
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Figura 5. Distribuicdo (A) e porcentagem total (B) de fungos identificados a
nivel de género apods isolamento em feijao comum preto proveniente dos

municipios de Ivoti e Sdo Borja - RS (2018).

As principais caracteristicas morfolégicas observadas permitiram a
identificacdo em nivel de género desses isolados (PITT E HOCKING, 2009). A
Figura 6 ilustra alguns representantes dos isolados fungicos obtidos no
presente estudo. Neste caso, os fungos descritos como pertencentes ao
género Aspergillus apresentaram colonias com didmetro médio acima de 40
mm, indicando crescimento relativamente rapido, e coloragdo variando de
verde a amarelo-oliva quando cultivados em condi¢gdes padrées (CYA e MEA,
incubados a 25 ou 37 °C). Além disso, foi possivel observar caracteristicas
microscopicas como formagdo de conididforos com estipes grandes e de
paredes pesadas e apices dilatados, denominadas vesiculas, geralmente
esféricas ou globosas. Tais vesiculas continham fidlides e/ou métulas, as quais
sustentavam os conidioforos. Santos-Ciscon et al. (2019) relataram a
ocorréncia de fungos nos tipos mais populares de feijao no Brasil, incluindo o
feijao comum preto. Os autores verificaram que as colénias de Aspergillus
eram predominantemente de coloragao verde, pertencendo a sec¢ao Flavi,
estando presentes em 34 dos 35 lotes de sementes testados (97%), enquanto
os isolados de coloracédo preta, descritos como pertencentes a secao Nigri,
foram encontrados em 27 (77%) lotes de feijdo. Colénias de coloragdo amarela,

geralmente atribuidas as sec¢des Circumdati e Cremei, estavam presentes em
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10 (29%) lotes dos graos avaliados. Os autores ainda realizaram o
sequenciamento parcial dos genes da calmodulina e B-tubulina para determinar
a identidade das espécies de todos os isolados. Entre os fungos agrupados na
secao Flavi, 97,5% (n=39) dos isolados foram identificados como A. flavus e
apenas 2,5% (n=1) Aspergillus pseudocaelatus. Aqueles incluidos na secgéo
Nigri foram descritos como A. niger e Aspergillus luchuensis, correspondendo a
70,6 (n=24) e 29,4% (n=10), respectivamente, dos isolados analisados. Ainda,
os autores verificaram que 53,8% dos isolados das outras se¢cdes encontradas
correspondiam as seguintes espécies: Aspergillus westerdijkiae (53,8%; n=7),
Aspergillus ostianus (23,1%; n=3), Aspergillus wentii (15,4%; n=2) e A.

ochraceus (7,7%; n =1).

Os representantes descritos como pertencentes ao género Penicillium
no presente estudo produziram os conidios em estipes nio dilatadas, com ou
sem a presenga de métulas (PITT E HOCKING, 2009). As fidlides eram ligadas
diretamente a uma estipe ou através de um ou mais estagios de ramificagao
(monoverticilado, biverticilado ou trivercilado). Tais isolados ainda
apresentaram como aspectos macroscopicos colénias com coloragao variando
de turquesa acinzentada a amarelo e diametro meédio abaixo de 35 mm.
Fungos do género Penicillium também sdo comuns em feijdo. Castillo et al.
(2004) avaliaram a micobiota de feijao preto cultivado na Argentina, verificando
ocorréncia de diferentes espécies desse género, incluindo Penicillium citrinum,
Penicillium glabrum, Penicillium restrictum, Penicillium funiculosum, Penicillium
purpurogenum e Penicillium variabile. Da mesma forma, Costa e Scussel
(2002) avaliaram diferentes amostras de feijao preto no estado de Santa
Catarina, verificando maior porcentagem de isolados fungicos do género
Penicillium (44%) do que aqueles pertencentes ao género Aspergillus (22%).
Os autores ainda constataram que todos os isolados foram identificados como
P. citrinum. Tal espécie € bem conhecida por produzir citrinina, uma micotoxina
com efeitos nefrotdxicos, destacando ainda sua capacidade em interagir
sinergicamente com a ocratoxina A (ZHANG et al., 2021), porém essa toxina

nao foi investigada no presente estudo.
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Figura 6. llustragdo das principais caracteristicas macroscépicas e
microscopicas de fungos pertencentes aos géneros Aspergillus (A), Penicillium
(B) e Rhizopus (C) isolados de feijao comum preto proveniente dos municipios
de Ivoti e Sdo Borja - RS (2018). Imagens das colbnias se referem ao cultivo
em MEA a 25 °C durante 7 dias.

E por fim, os isolados que apresentaram esporos tipicamente
carregados dentro de esporangios, além da presenca de columela em forma de
guarda-chuva no apice das estipes indicaram a contaminagao pelo género
Rhizopus (PITT E HOCKING, 2009). O aspecto macroscoépico desses isolados
era de colbnias flocosas de coloracdo preta ou acinzentada, com rapido
crescimento, uma vez que preencheram a totalidade da superficie das placas
em menos de 3 dias. Esse fungo tem grande capacidade saprofitica e sua
incidéncia, em determinadas situagdes, pode constituir-se na mais destrutiva
enfermidade de todos os patdégenos de pos-colheita, ocasionando perdas de
mais de 50% em alguns embarques (EMBRAPA, 2007). Embora seja
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comumente relatado em feijoeiros, (DOMIJAN et al., 2005; MOTA et al., 2017;
AMARAL et al., 2013; SENDI et al., 2019) ndo sao descritos como produtores

de micotoxinas.

Vale ressaltar que a identificagdo das caracteristicas morfologicas
desses isolados foi considerada uma andlise preliminar uma vez que foi
possivel apenas a determinagdo dos principais géneros encontrados, bem
como nao permitiu a identificagdo dos isolados descritos como nao
esporulados. Desta forma, uma abordagem polifasica, através da combinagao
de diferentes ferramentas de identificagdo, como anadlises morfoldgicas,
moleculares e da produgdo de metabdlitos (NORLIA et al., 2018;
RAMOS-PEREIRA et al., 2019; RASHEED et al., 2019), se faz necessaria e
sera objeto de futuros estudos sobre esses isolados para garantir e/ou

solucionar problemas na identificagdo exata das espécies presentes no feijao.

6.3 Potencial toxigénico e micotoxinas no feijao

Os resultados obtidos demonstraram que nenhum dos fungos foi
considerado produtor das principais micotoxinas investigadas (aflatoxinas e
OTA). Além disso, as amostras de feijdo analisadas estavam isentas de
micotoxinas. A presenca de Aspergillus em sementes de feijao foi relatada
anteriormente (COSTA E SCUSSEL, 2002; DOMIJAN et al., 2005; SILVA et al.,
2008; TSENG et al., 1995), mas na maioria dos estudos n&o foi realizada a
identificacdo molecular a nivel de espécie ou a capacidade de produzir
micotoxinas. Santos-Ciscon et al. (2019) verificaram a presenga de genes
envolvidos na biossintese de aflatoxina, ocratoxina e fumonisina, sendo
identificados sete genes para a aflatoxina, quatro genes para a OTA e dez

genes para fumonisina.

No Paquistdo, Lutfullah e Hussain (2012) verificaram que 20% das
amostras de feijao analisadas estavam contaminadas por aflatoxinas. No
Brasil, Santos-Ciscon et al. (2019) relataram 17 cepas de A. flavus, as quais

apresentaram genes de aflatoxinas em 15 dos 35 lotes de sementes analisadas
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(43%). Existem poucos estudos disponiveis sobre a contaminagdo de
micotoxinas em feijdo, apesar de ter sido relatada uma alta incidéncia de
aflatoxina nas anadlises realizadas até o momento (SILVA et al.,, 2002;
SANTOS-CISCON et al., 2019). O estudo de Telles et al. (2017) sugere que os
compostos fendlicos encontrados no feijao constituem um mecanismo de

defesa contra o ataque de fungos e producéao de aflatoxinas.

Em 1981, um estudo sobre a contaminagdo de OTA em feijao, foi
realizado para fornecer mais evidéncias sobre a hipotese de que essa
micotoxina estaria envolvida na etiologia da nefropatia endémica dos Balcas.
Os feijdes coletados na Bulgaria revelaram uma alta concentragdo de OTA (até
285 mg/kg), bem como maior porcentagem de grdos contaminados, contendo
>10 yg de OTA/kg (PETKOVA-BOCHAROVA E CASTEGNARO, 1985). No
Brasil, A. westerdijkiae e A. ochraceus tém sido frequentemente relatados nas
lavouras de café e videira como os principais agentes de contaminagao por
OTA em bebidas associadas. Santos-Ciscon et al. (2019) identificaram a
presenca destes géneros nas amostras de feijao avaliadas. De 35 lotes, sete
apresentaram a contaminagdo por A. westerdijkiae e apenas um por A.
ochraceus. Domijan et al. (2005) introduziram um método sensivel para analise
de OTA em feijao com limite de detecgao de 0,25 ug/kg. A OTA foi encontrada
apenas em amostras contaminadas com Penicillium e Aspergillus spp. Foi
possivel verificar que 38% das amostras continham OTA, variando de 0,25 a
0,92 pg/kg.

E importante reconhecer a necessidade de maiores estudos com essa
commodity para reconhecer os pontos criticos da contaminacdo desde o
campo, armazenamento e comercializagdo. Futuros estudos também serao
importantes para estimar o risco relacionado a exposicédo da populagédo as

micotoxinas através desse alimento que faz parte da dieta basica do brasileiro.

Embora o presente estudo n&o tenha identificado nenhum fungo
produtor das micotoxinas investigadas, os resultados do teor de umidade e Aw
caracterizam um ambiente favoravel para o desenvolvimento dos mesmos.

Portanto, ressalta-se a necessidade de mais estudos para esclarecimentos da
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diversidade de fungos toxigénicos, na busca de contribuir para estratégias de

prevencao da contaminagao por micotoxinas em feijoeiros brasileiro.

7. CONCLUSOES

O presente estudo revelou que espécies de fungos séo frequentemente
encontradas em feijdo no Brasil. A presenca acentuada de cepas de
Aspergillus em feijao pode ser considerada a primeira indicacdo de um risco
potencial de contaminagao por micotoxinas. Outro aspecto que vale enfatizar,
sdo as condi¢cdes inadequadas de armazenamento em que 0OS Qgraos se
encontram, possibilitando um ambiente propicio para a contaminagao fungica,
afetando negativamente a qualidade e a seguranca alimentar do gréo.

Especialmente em grande parte do Brasil, essa leguminosa constitui a
dieta basica da populagcdo, aumentando as chances de ingestdo diaria de
micotoxinas, que pode ser exacerbada pelo baixo nivel de tecnologia
empregada pelos pequenos agricultores e pelas condi¢des descontroladas de
umidade e temperatura durante o armazenamento dos graos. Portanto, se
ressalta a demanda de futuras pesquisas para elucidar a diversidade de fungos
toxigénicos presentes nos feijoeiros brasileiros e contribuir para estratégias
sobre a prevengao da contaminagao fungica e produgcao de micotoxinas neste

alimento basico da populagao.
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