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RESUMO

HALATENO, W. Contaminacdo Fungica de Sementes de Linhaca Comercializadas
no Municipio de Campo Mouréo. Trabalho de Conclusdo de Curso (Tecnologia de
Alimentos) - Universidade Tecnologica Federal Do Parana (UTFPR). Campo
Mourao, 2016.

A semente de linhaca (Linum usitatissimum L.) € reconhecidamente uma das
maiores fontes dos acidos graxos essenciais Gmega 3 e 6mega 6, além de fibras e
compostos fendlicos, conhecidos por possuirem atividade antioxidante e devido a
suas propriedades especificas contra o cancer. No entanto, esse alimento pode ser
alvo da presenca de fungos, que podem interferir em sua qualidade. O objetivo deste
trabalho foi analisar a contaminacdo fungica de sementes de linhaca
comercializadas na cidade de Campo Mourdo PR. Foram feitas analises em triplicata
em 10 amostras da linhaca marrom, pela técnica do plaqueamento direto das
sementes com desinfeccdo de superficie e sem desinfeccdo de superficie. Os
resultados foram expressos em porcentagem de contaminacdo fungica. Todas as
amostras apresentaram contaminagdo fungica e as amostras que passaram por
tratamento de superficie tiveram crescimento fuangico reduzido. Foram identificados
0s géneros predominantes de fungos, sendo eles Aspergillus, Penicillium, Mucor,
Rhizopus, Alternaria e Cladosporium, evidenciando a necessidade de melhoria no
controle de qualidade desse alimento.

Palavras-chave: sementes de linhacga, contaminacéo, fungos.



ABSTRACT

Fungal contamination in Linseed Marketed in Campo Mourao county

Linseed (Linum usitatissimum L.) is recognized as a major source of omega 3 and
omega 6 essential fatty acids, in addition to fiber and phenolic compounds known by
possess antioxidant activity and due to its specific properties against cancer.
However, this food can be the target of the presence of fungi, that may interfere with
their quality. The objective of this study was to analyze the fungal contamination of
Linseed marketed in Campo Mourdo PR. Analyzes were performed in triplicate in 10
brown linseed samples, by direct plating technique with seed surface disinfection and
no surface disinfection. The results were expressed as percentage of fungal
contamination. All samples showed fungal contamination and samples which have
undergone surface treatment had reduced fungal growth. The predominant genera of
fungi were identified, namely Aspergillus, Penicillium, Mucor, Rhizopus, Alternaria e
Cladosporium, showing the need for improved quality control of these food.

Keywords: Linseeds , contamination, fungi.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, o consumo mundial de grdos e cereais tem se expandido e o
Brasil vem se destacando na producédo e exportacdo desses alimentos, porém, a
falta das boas préaticas na producédo, transporte, armazenamento e manipulacéo
pode resultar em grandes prejuizos para o consumidor (PELUQUE, 2014).

A linhaca (Linum usitatissumum L.) € a semente do linho e suas fibras foram
primeiramente utilizadas para a producdo de tecidos (CUI et. al. 1998). Possui
caracteristicas nutricionais e fisioldgicas relevantes a saude, muitas delas atribuidas
a acao das fibras alimentares (CHINELATE, 2008), sendo também uma fonte
abundante de acido a-linolénico, e fito-quimicos, ligninas e proteinas, componentes
de grande interesse para a industria alimenticia (OOMAH; MAZZA, 1999).

O grao de linhaca pode ser consumindo in natura, inteiro ou moido, e
acrescentado diretamente sobre alimentos tais como frutas, massas, leite ou iogurte,
podendo ser utilizado como ingrediente na preparacdo de bolos, pées, biscoitos,
barras de cereal e produtos carneos (BOMBO, 2006).

A linhaca é considerada um alimento funcional que recentemente vem
ganhando a atencdo, entre outras situacfes, na prevencao do risco de doencas
cardiovasculares. Existem dois tipos de linhagca, a marrom e a dourada. As duas
praticamente nao se diferem em sua composi¢cdo, mas sim em relacéo ao local de
plantio, ao cultivo e a utilizacdo de agrotéxicos (COLPO et. al. 2006). A linhaca
marrom € cultivada em regides de clima umido e quente, como o Brasil e a dourada
€ plantada em regifes frias, como o Canada e o norte dos Estados Unidos. No
cultivo da linhaga marrom séo utilizados agrotoxicos, enquanto a dourada é cultivada
de forma organica (CAMPOQOS, 2016).

Devido a falta de cuidados devidos na comercializagdo a granel e algumas
vezes embalada, as sementes podem ser alvo de microrganismos deteriorantes, tais
como fungos que além de degradar o alimento podem prejudicar a saude humana.
Ainda existe o risco de desenvolvimento de espécies flngicas com risco potencial da
producdo de micotoxinas, que sdo produtos metabdlicos téxicos produzidos por

fungos e que se ingeridos podem vir a causar doencas em seres humanos e animais
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(KAWASHUMA,; SOARES,2006). Como descreve Bento et. al. (2012) a infeccéao e a
deterioragdo dos graos podem ocorrer ainda no campo, agravando-se durante as
operacbes de colheita, transporte, secagem, beneficiamento e armazenamento,
resultando na reducédo da qualidade sanitaria, fisica e nutricional dos graos e seus
derivados.

Entre os prejuizos causados pelos fungos estd o emboloramento visivel, a
descoloracdo, o odor desagradavel, a perda de matéria seca, o aquecimento, as
mudanc¢as quimicas e nutricionais, além da producdo das micotoxinas. Essa
contaminacdo pode fazer com que graos tornem-se improprios para 0 ConNsumMo
humano e animal, resultando em grandes perdas econdmicas e para a saude do
consumidor (BENTO et. al. 2012).

A qualidade de um alimento é a seguranca de que 0 Sseu consumo nao ira
causar danos ao consumidor quando preparado ou consumido de acordo com seu
uso intencional (CODEX ALIMENTARIUS, 2015). Desta forma é importante saber o
nivel de contaminacdo fangica dos grdos de linhaca comercializados para a
alimentacdo humana.

Com isto o objetivo deste trabalho foi analisar a contaminacdo fungica de

sementes de linhacga sanitizadas e nao sanitizadas por hipoclorito de sddio.
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2 OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem por objetivo avaliar a porcentagem de contaminacao
fungica de linhaga marrom comercializada no municipio de Campo Mour&o/PR.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Determinar a porcentagem fungica da linhaca com e sem desinfeccéo

de superficie;

. Diferenciar os géneros predominantes de fungos contaminantes da

linhaca;

. Analisar os dados estatisticamente.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 LINHACA

Com a conscientizagdo dos consumidores que almeja a melhoria da
qualidade de suas vidas, optando por habitos saudaveis, a busca por alimentos
funcionais tem se tornado uma pratica frequente. Neste cenario, o aumento do
consumo de grdos como linhacga, na alimentacdo tem sido observado (TOMBINI,
2013).

A producdo mundial de 6leo de linhaca é da ordem de 2,3 a 2,5 milhdes de
toneladas anuais, sendo o Canada o principal produtor. Na América do Sul, o maior
produtor é a Argentina, com cerca de 80 toneladas por ano. O Brasil possui baixa
producdo com apenas 21 toneladas anual (MOURA, 2008).

O aumento das areas esta diretamente ligado ao incentivo das empresas de
interesse nesta semente, conforme levantamento de estoques, demandas no ano,
qualidade, importacdo, cambio (ddlar). O Brasil ainda importa linhaca do Canada,
USA, China e Argentina, tais importagcdes sao de grande importancia para o
balizamento de precos da linhaca nacional (TRUCOM 2006).

O Rio Grande do Sul se destaca no Brasil como o principal produtor de
linhaca. Lavouras de linho ja foram cultivadas no pais para a extracao de fibras para
0 uso téxtil, chegando a ocupar, na década de 60, uma area de 50 mil hectares.
Hoje, porém, a area cultivada ndo passa de 650 hectares, e tem como finalidade as
sementes e ndo mais as fibras atualmente importada (MARQUES, 2008).

A linhaga (Linum usitatissimum L.) € uma planta pertencente a familia das
Linaceas, caracterizada por apresentar uma altura de 30 e 130 cm, talos eretos,
folhas estreitas lineares ou lanceoladas, alternando entre verde e verde-claro.
Existem relatos do consumo de linhaca na Europa e Asia desde 5000 e 8000 anos
a.C. E uma planta originaria da Asia, possivelmente do Caucaso, e cuja semente a

humanidade tem consumido ha milénios, incluindo, possivelmente, a Mesopotamia
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e, posteriormente Europa, Africa, Asia e América do Norte (PINTO, 2007). O plantio
do linho ocorre nos meses de maio e junho e a colheita se da nos meses de
novembro, dezembro e janeiro (MARQUES, 2008). Entre seus nomes populares
destacam-se: a linhaca, linho e linheiro (FERREIRA, 2004).

A planta tem um talo principal do qual saem varios ramos onde nascem as
folhas, as flores e as capsulas. Da casca da planta (caule) é retirada a fibra do linho,
matéria-prima para a fabricacdo de tecidos; e da capsula se obtém a semente.
Apesar de usada ha milénios na alimentacdo humana, a maior parte do cultivo é
destinada as industrias de 6leo de tintura e de racao animal (MARQUES, 2008).

O consumo mundial desta semente caiu com o tempo, mas nos ultimos anos,
a linhaca tem se destacado novamente entre a populacdo, devido ao seus
beneficios para a saude (OOMAH; DER; GODFREY, 2006). A semente de linhaca é
hoje considerada um alimento funcional, depois de séculos de uso na alimentacédo e
na medicina natural. Os beneficios da linhagca séo atribuidos ao seu 6leo rico em
acido alfa linolénico, ao alto teor de lignanas e as fibras alimentares (LEE et. al.
1991).

Os alimentos funcionais surgiram no Japao, na década de 80, com a
finalidade de prevenir doencas crénicas degenerativas e melhorar a qualidade de
vida (SGARBIERI; PACHECO,1999). Apesar de ndao haver uma definigcdo universal
para o termo alimento funcional, segundo Carrara et. al. (2009), sdo alimentos que,
em virtude de componentes fisiologicamente ativos, provéem beneficios para saude.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) regulamentou os
alimentos funcionais por meio das Resolu¢cdes 18/99 e 19/99. Entre os pontos
abordados, destaca-se que nenhum alimento comercializado possa fazer referéncia
a cura ou a prevencao de doencas, sendo aceitos somente os termos “reducao de
risco” e “beneficios a saude” (BRASIL, 1999).

Existem dois tipos de linhagca, a marrom e a dourada. As duas praticamente
nao diferem em sua composi¢édo, mas sim em relacéo ao local de plantio, ao cultivo
e a utilizagdo de agrotoxicos (COLPO et. al., 2006). A linhaca marrom é cultivada em
regides de clima umido e quente, como o Brasil, e a dourada é plantada em regides
frias, como o Canada e o norte dos Estados Unidos. No cultivo da linhagca marrom
sdo utilizados agrotéxicos, enquanto a dourada é cultivada de forma orgéanica
(CAMPOS, 2010).
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A linhaga € uma importante fonte de &cidos graxos poliinsaturados. Os &cidos
graxos poliinsaturados sdo representados pelas séries w -3 e w —6, dependendo do
local onde a dupla ligacdo mais préoxima da extremidade metila esta posicionada.
Como o organismo humano é incapaz de sintetizar esses acidos graxos, eles sao
denominados essenciais e devem ser obtidos através da dieta (MOURA, 2008).

Além da consideravel quantidade de lipidios 38%, apresentam em média 26%
de proteina, 14% de fibras, 12% de mucilagem e 9% de umidade. Os principais
elementos quimicos encontrados sdo enxofre, ferro, zinco, alguma quantidade de
potdssio, magnésio, fosforo e calcio (MOURA, 2008). Dentre as vitaminas
encontradas nas sementes de linhaga destacam-se tiamina (B1), riboflavina (B2),
acido ascorbico e as lipossoluveis A, D, E e K. Sendo que esses teores podem variar
de acordo com o cultivar, 0 meio ambiente, o processamento da semente, e 0s
métodos de analise (JACINTO, 2007).

Neste cenario a linhaca € uma semente com grande potencial para a nutricao
humana, além de ser uma das 6 plantas atualmente reconhecida pelo Instituto
Nacional do Cancer dos Estados Unidos, por suas propriedades especificas no
combate ao cancer. Parte desse reconhecimento deve-se a notavel caracteristica de
ser a fonte mais rica de precursores de lignina (esteréide vegetal de acdo analoga
ao estrogeno de mamiferos) na dieta humana (BOMBO, 2006).

3.2 FUNGOS E ARMAZENAMENTO DOS GRAOS

Apesar dos muitos beneficios que a linhaca pode proporcionar, ha de se ter
atencao para sua composicao, pois segundo Dantigny et. al.(2005) a composi¢cao de
produtos a base de cereais pode ser considerado um substrato ideal para o
crescimento de fungos e producdo de micotoxinas. Os fungos podem contaminar os
cereais nas industrias pela utilizagdo de matéria-prima contaminada, pelo transporte
inadequado, armazenamento inadequado, permanéncia de residuos de matéria-
prima aderidos nas maquinas e equipamentos de processamento, e devido a falhas
no processo de higienizagao.

Os principais fatores que favorecem o desenvolvimento de fungos durante o

armazenamento de gréos sdo umidade, temperatura, periodo de armazenamento,
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nivel inicial de contaminacdo, impurezas, insetos, concentragdo de CO;
intergranular, condicdes fisicas e sanitarias dos graos (LAZZARI, 1997).

Nas condicbes ambientais favoraveis, de umidade e de temperatura, 0s
esporos dos fungos germinam, desenvolvendo hifas, que infestam graos, racdes e
outros substratos (PRADO et. al. 1991).

A contaminacgao dos alimentos pode causar sua deterioragao, reduzindo seu
valor nutricional, alterando suas qualidades organolépticas e tornando-se, em alguns
casos, problema de saude publica (RAVEN, 2001).

Os maiores problemas do desenvolvimento de fungos em gréos e sementes
estdo relacionados a producédo de micotoxinas e a perda do poder germinativo e de
matéria seca, alterando o valor nutricional (LIMA, et. al. 2000).

Aproximadamente duzentas espécies de fungos sado consideradas
toxinogénicas, sendo que o tipo de substrato e as condigcbes do ambiente s&o
fatores determinantes para a producéo de micotoxinas. (BOURGEOIS et. al. 1994)

Segundo Rupollo et. al. (2006), as micotoxinas sdo metabdlitos secundarios
téxicos produzidos por fungos filamentosos, que, quando ingeridos, sao prejudiciais
a saude humana e animal, além de apresentarem elevada atividade mutagénica,
carcinogénica e teratogénica. Prado et. al. (1991) relata que os piores efeitos das
micotoxinas no homem tendem a ser os cronicos, de dificil associacdo com o
consumo de alimentos contaminados, e os principais efeitos registrados sdo inducao
de cancer, leséo renal e depresséo do sistema imune.

Alguns géneros deste grupo de microrganismos sdo responsaveis pela
producdo de micotoxinas, entre as quais, destacam-se: a aflatoxina, ocratoxina A,
zearalenona, patulina, fumonisina, tricoteceno e citrinina (RODRIGUEZ; SABINO
2002).

As espécies de Fusarium séo patdgenos de plantas, produzindo micotoxinas
antes da colheita ou imediatamente apds ela. Os géneros Penicillium e Aspergillus
sao mais comumente encontrados como contaminantes de produtos durante a
secagem e 0 armazenamento, sendo denominados de fungos de armazenamento
(RUPOLLO et. al. 2006)

Com algumas condi¢des favoraveis, varias espécies fungicas podem produzir
micotoxinas, a0 homem e aos animais, quando as sementes contaminadas sao
destinadas a alimentagdo (ROSSETO et. al. 2015).

As micotoxinas costumam ser termoestaveis, por isso a abordagem



16

preventiva em relagdo a elas é de suma importancia. Rosseto et. al. (2015) descreve
que evitar a contaminacao pelos fungos é freqientemente impossivel, visto que os
principais bolores toxigénicos sao bastante disseminados pelo ambiente. Portanto,
restam estratégias ligadas a utilizacdo de linhagens de plantas resistentes a
colonizacdo fungica, colheita apropriada, estocagem adequada, controle de
insetos e roedores, controle de temperatura e umidade, tempo de estocagem dentro
dos limites de vitalidade dos graos, e, eventualmente, irradiacdo dos graos. Nos
cultivos agricolas, existem aproximadamente 100 fungos encontrados no proprio
campo de producao ou em produtos alimentares armazenados, e que sdo capazes
de produzir micotoxinas, sendo que 20 tipos de fungos séo causadores de doencas
em animais que podem levar a problemas de saude e, inclusive, a morte.

Segundo a Embrapa (2015), na agricultura, ja foram identificadas mais de
quinhentas tipos de micotoxinas. Lembrando que, as de maior importancia sao
responsaveis pelos maiores indices de contaminacdo de gréos, sementes e outros
alimentos, como: as aflatoxinas produzidas por fungos do género Aspergillus, como
A. flavus e A. parasiticus; as ocratoxinas produzidas por algumas espécies do
género Aspergillus e Penicillium; e as fusariotoxinas, que possuem como principais
representantes os tricotecenos, a zearalenona e as fumonisinas, produzidas por
diversas espécies do género Fusarium.

O processo de deterioracdo em sementes compreende uma sequéncia de
alteracdes biogquimicas e fisiologicas iniciadas logo apds a maturidade fisiologica,
gue acarretam reducao de vigor, culminando na perda da capacidade de germinacao
(SAL et. al. 2011).

Sementes ja classificadas quanto ao tamanho, podem ser separadas quanto a
sua densidade. Dentro de um lote de tamanho homogéneo, as sementes de menor
densidade normalmente apresentam menor qualidade, essas injurias podem ser
causadas mecanicamente na colheita ou no beneficiamento que atuam na reducao
da qualidade fisiol6gica e sanitaria das sementes (DELOUCHE, 1973).

Teor de umidade entre 4 e 8% € favoravel ao armazenamento em
embalagens impermeaveis. Assim, quanto maior o teor de umidade da semente
armazenada, maior o numero de fatores adversos a conservacao da sua qualidade
fisiologica (POPINIGIS, 1985).

Segundo Villela, et. al. (2009) reduzir a velocidade e os efeitos da

deterioracdo nas sementes sdo metas prioritarias do armazenamento, entretanto, €



17

sabido que existe acentuada diversidade entre espécies com potencial de
desenvolvimento durante ao armazenamento das sementes. Além disso, ocorre
variabilidade entre lotes e entre sementes do lote, da mesma espécie e da mesma
cultivar, submetidas a condi¢cdes similares de armazenamento, visto que cada
semente e cada lote possuem um histérico, determinado pelas condi¢cdes de
producdo. A longevidade corresponde ao periodo méximo de tempo que as
sementes permanecem vivas, quando armazenadas sob condicbes ambientais
ideais, sendo que as espécies apresentam variabilidade natural.

Os fungos mais prejudiciais no armazenamento sdo Aspergillus, Penicillium,
Rhizopus e Mucor encontrados em grande nimero em armazéns, moinhos, silos,
moegas, elevadores, equipamentos e lugares onde os produtos agricolas séo
armazenados, manuseados e processados. Causam danos ao produto somente se
as condicbes de armazenagem forem improprias a manutencdo da qualidade do
produto. Os fungos do género Aspergillus (A. halophilicus, A. restrictus, A. glaucus,
A. candidus, A. alutaceus e A. flavus) e os do género Penicillium (P. viridicatum, P.
verrucosum) sdo os indicadores de deterioracdo em sementes e grédos causando
danos no germe, descoloragdo, alteragdes nutricionais, perda de matéria seca e 0s
primeiros estagios da deterioracdo microbioldgica (MALMANN et. al. 1994).

Existem pesquisas que demonstram que os fungos podem contaminar cereais
desde o plantio, como a de Dilkin et. al. (2000), que identificaram a microbiota
fungica em hibridos de milho recém colhidos e a de Conkova et. al. (2006), que
pesquisaram fungos e micotoxinas em trigo antes do armazenamento, sendo que
ambos estudos observaram contaminacdo fungica por Penicillium, Aspergillus e
Fusarium.

Seguindo um guia da Embrapa (2015) que demonstra como principal objetivo
o controle da proliferacéo de fungos em graos armazenados e evitar a contaminacao
destes com os produtos da atividade metabdlica daqueles. Para isto, € necessario
gue a armazenagem seja precedida de cuidados durante os processos. Pode-se
utilizar as seguintes recomendacdes:

. Realizar a colheita tdo logo seja atingido o teor de umidade
recomendado para tal,

. Manter limpos e desinfetados os equipamentos de colheita, os silos e

graneleiros;
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. Os equipamentos mecanicos de colheita devem estar regulados de
forma a manter a limpeza e evitar danos aos graos;

. Remover impurezas, graos danificados, finos e materiais estranhos,
pois estes podem se constituir como forma de proliferacédo de fungos;

. Proceder de forma correta as operacdes de pré-limpeza e limpeza;

. As operagOes de secagem devem garantir a reducdo do teor de

umidade e a uniformidade destas, a niveis que impecam o desenvolvimento de

patdgenos;
. Monitorar a temperatura;
. Aerar a massa de grdos, sempre que possivel, com objetivo de

uniformizar a temperatura;

. Evitar a proliferacdo de insetos e roedores, ja que os danos causados
por estes proporcionam ambiente para o desenvolvimento de fungos.

Utilizando desse guia da Embrapa (2015) que s&o medidas simples,
consegue-se evitar transtornos e perda de qualidade dos grdos produzidos e da

reputacdo das entidades responsaveis pelo armazenamento.
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4 MATERIAL E METODOS

Foram selecionadas dez amostras de semente de linhaca da variedade
marrom, as quais foram coletadas em trés mercados e quatro lojas de produtos
naturais na cidade de Campo Mourdo/PR, sendo cinco amostras de marcas
embaladas industrialmente e as demais estava & granel e foi embaladas em pacotes
de plastico. Todas as amostras estavam armazenadas em temperatura ambiente e
dentro do prazo de validade.

As amostras foram analisadas nos laboratérios de Engenharia e Tecnologia
de Alimentos da Universidade Tecnolégica Federal do Parani, Campus Campo
Mouré&o-PR, Brasil.

Para a realizacdo dos ensaios foram utilizados os seguintes equipamentos:
microscopio luminoso, autoclave vertical de chdo com capacidade de 18 litros,
balanca analitica, laminas e laminulas, béqueres, espatulas, bico de bunsen, papel
filme, tela de amianto, pinca, bastédo de vidro, placa de petri, papel Kraft, tesoura,
fitas, pincéis para marcacdo, estufa e camara de fluxo laminar, presentes no
laboratorio de microbiologia da UTFPR- Campus Campo Mourao.

O meio de cultura utilizado foi o agar Dichloran Medium Base Rose Bengal
(DRBC). O meio de cultura DRBC foi preparado adicionando-se a quantidade
necessaria do meio em pé em agua destilada, conforme instru¢cées do fabricante e
dissolvido por aquecimento sob agitacdo. Em seguida, o meio foi esterilizado em
autoclave e vertido em placas de Petri estéreis.

Os ensaios foram conduzidos em duas etapas, onde na primeira as sementes
foram inoculadas sem desinfec¢cdo de superficie e na segunda com desinfeccéo de
superficie (Figura 1). Nesta, as sementes foram previamente tratadas em solucdo de
hipoclorito de sodio a 0,4% por dois minutos e enxaguadas em agua destilada
esteril.

Para cada etapa, foram transferidas assepticamente 100 sementes de cada
amostra para placas de Petri com meio DRBC (Figura 2). A avaliacdo foram

realizada em triplicata. As placas foram incubadas a 25°C por cinco dias.
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Foi feito a determinacdo da porcentagem fungica das sementes de linhaca
segundo o método descrito por Samson et. al. 2010. Foi realizado o plagueamento
direto das sementes no meio de cultura DRBC. Os resultados foram expressos em
porcentagem de sementes com crescimento fungico. A analise estatistica foram
realizados pelo teste T-Student.

Os géneros dos fungos foram diferenciados pela verificagdo das
caracteristicas morfolégicas e microscépicas das coldnias (Figuras 3), segundo

técnica descrita por Pitt e Hocking (2009), utilizando-se microscopio luminoso com

aumento de 100 e 400 vezes. Os ensaios foram realizados em triplicata.

A, . %
Figura 1 - Plaguamento das amostras de sementes de linhaga sem desinfec¢@o de superficie (A),
amostras de sementes de linhaca em hipoclorito de sodio (B).

2 - Po ey e
Figura 2 — Plagueamento das sementes.
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e

Figura 3 — Preparacdo das laminas e laminulas e verificagdo das caracteristicas
fungos através de microscopio éptico.

morfologicas dos



5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Houve crescimento fungico nas dez amostras de
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linhaca analisadas.

Observou-se que, das amostras nao sanitizadas, trés apresentaram 100% de

contaminacgdo (amostras 6, 7 e 9), e nas demais amostras o crescimento fangico foi

menor. Porém, ndo houve diferenca pela andalise estatistica para a mesma amostra.

Como esperado, houve reducdo de contaminacdo nas amostras com

superficie desinfetadas em relacdo as demais, demonstrando o efeito inibitério do

hipoclorito de sddio sobre a viabilidade dos esporos fungicos (Tabela 1).

Tabela 1 — Porcentagem de inibicdo e contaminacgdo fungica em amostras de sementes de linhaca

marrom sanitizadas e ndo sanitizadas com hipoclorito de sédio a 0,4%.

diferenca significativa (p<0,10) entre colunas, pelo teste t-Student.

Amostras

1

© 00 N o o0 b~ W DN

By
o

Nao tratadas

84%
75°
69°
90*
89%
100°
100°
47°
100°
972

Tratadas

57°
93"
38°
59°

% de inibicéo

27
18
31
31
8
7
23
15

Letras diferentes indicam

Nas amostras 2, 5 e 9 predominou o crescimento do fungo Rhizopus

predominou, onde o seu micélio cresceu por toda a placa e invadiu outras colénias

fungicas, onde apenas na amostra 9 se manteve esse crescimento com o

tratamento, enquanto que nas amostras 2 e 5 tratadas, teve um aumento da
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porcentagem do mesmo, mostrando desta forma uma resisténcia deste género ao
tratamento pelo hipoclorito de sodio.

Na amostra 8 obteve o menor porcentagem de contaminacdo sem o
tratamento e seguindo por uma diminuicdo com o tratamento, sendo na maioria
tendo uma reducéo com o tratamento.

Nas amostras analisadas que ndo passaram por desinfeccdo de superficie,
trés apresentaram 100% de contaminacdo, enquanto que as demais tiveram uma
taxa de inibicdo que variou entre 7 e 31 %, como pode ser observado na Tabela 1. A
média de inibicdo entre as amostra sanitizadas e nao sanitizadas foi de 16,7 %.

De modo geral observa-se que houve diferenca entra as sementes tratadas e
nao tratadas, mostrando eficiéncia na inibicdo com hipoclorito de sédio. Sendo
visivel a olho nu, o efeito inibitério do hipoclorito de sodio quando em solucéo
aquosa ocorre pela liberagdo do acido hipocloroso em sua forma ndo dissociada,
que apresenta capacidade de penetrar na célula microbiana, destruindo-a
(DOMINGUES 2010). A Figura 6 vem demonstrando a comparacdo entre trés

amostras aleatérias néo tratadas com as tratadas pelo hipoclorito de sédio.

—— 4 ? i

Y

\
-t Ll
s’ . -

Figura 4 Comparacéo de sementes sanitizadas com hipoclorito de sodio.

BN

Quanto a identificacdo dos géneros contaminantes as amostras, foi
identificados 6 diferentes géneros de fungos, com presenca predominante de fungos dos
géneros Aspergillus, Rhizopus e Mucor e em menor proporcao de fungos dos géneros
Penicillium, Alternaria e Cladosporium, sendo dois deles Penicillium e Aspergillus, os
quais dependendo da espécie, podem produzir micotoxinas.
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. Resultados semelhantes foram encontrados por Silva e Junior (2009) onde
uma elevada porcentagem de fungos em sementes de quinoa, foi observada, sendo
0 género Aspergillus o mais detectado. Em pesquisa realizada por Vecchia et. al.
(2007), foi verificado que em amostras de granola adquiridas em Porto Alegre, houve
desenvolvimento de fungos de varios géneros, entre os quais Mucor, Rhizopus,
Alternaria, Aspergillus e Penicillium se destacaram.

Como pode ser observado na Figura 5 o fungo do género Rhizopus com
0,9120%, predominou sobre os outros fungos. Rhizopus € um saprébio que depende
de matéria organica em decomposicdo para se desenvolver e apesar de ser um
habitante de solo, pode ocorrer também em frutos, alimentos e outros materiais em
decomposicdo. E um género que causa podriddo em frutos nas fases de pos-
colheita, durante o armazenamento, transporte e comercializacdo (PINHEIRO,
2004). Grigoleto (2012), afirma que Rhizopus é um dos principais fungos de

armazenamento e est associado ao processo de deterioracdo dos gréos.

(%) de fungos identificados nas amostras

Géneros

Cladosporium
Altemnaria
Penicillium

Mucor

Rhizopus

AS,DE'FQ‘fHUS W
0 o014 002 003 004 005 006 007 008 009 0.1 % x100

Figura 5 - Presenca relativa de géneros de fungos encontrados em 10 amostras de sementes de
linhaca.

Véarios pesquisadores destacaram os géneros Aspergillus, Penicillium e
Rhizopus como os principais fungos de armazenamento, como nos estudos de Ito et.
al. (1992) e Fessel e Barreto (2000) em sementes de amendoim, de Lima et. al.
(2000) em sementes de algodédo e Berjak (1987) em sementes soja e de Phipps
(1984) em sementes de amendoim. Esses géneros destacam-se pela acao sobre as
sementes, prejudicando a germinacdo e pode infectar raizes, ramos e vagens
(SOARES 1996)

Segundo Marcia e Lazzari (1998), a presenca de varios fungos, dentre eles
Mucor e Rhizopus, foram identificados em monitoramento de contaminagdo em

graos de milho, grits e fuba. Segundo o autor, estes géneros sdo normalmente
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encontrados em solos, vegetais, frutos e grdos armazenados, e sdo considerados

contaminantes comuns dos locais onde os produtos armazenados sao processados.

p/

Figura 6 - Género Rhizopus (éumento de 400 X em microscopio luminoso)

O género Mucor teve um aparecimento de 0,0111% nas amostras de linhaca
(Figura 5), € um género que possui cerca de 50 espécies reconhecidas, muitas das
quais tém ocorréncia generalizada e sdo de consideravel importancia econémica. No
entanto, apenas algumas espécies termotolerantes sdo de importancia médica e
infeccbes em seres humanos raramente sao relatadas (PEZZINI et. al. 2005).

Ainda ndo sdo conhecidas toxinas produzidas por fungos do género Mucor,
entretanto este produz enzimas proteoliticas que séo utilizadas na producdo de
queijo. Este fungo possui rapido crescimento, o que pode até inibir o
desenvolvimento de outros fungos presentes no meio. Por outro lado, o género
Mucor ganha destaque na biotecnologia sendo responséavel pela producdo de varias
enzimas como: amilase, lipase, pectinase e protease (PINHEIRO, 2004).

Marcia e Lazzari (1998) mostram que o grupo de maior contaminacdo em graos
armazenados e subprodutos alimenticios constituem-se de espécies de Aspergillus,
indicando uma concordancia com os resultados obtidos neste trabalho, onde foi
constatada a presenca deste fungo na maioria das amostras com 0,0731% como pode
ser visto na Figura 5.

Segundo Reis (2009) o género Aspergillus (Figura 7) € considerado iniciador
da deterioracdo das sementes, dependendo as vezes de alguns fatores, como
pequenas aberturas nas superficies das sementes causadas por algumas espécies
de insetos e choques mecanicos resultados de praticas agricolas durante a colheita,

transporte e armazenamento. Esses fatores somados as condi¢cdes de umidade e
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temperatura promovem uma porta de entrada e um ambiente favoravel para o

desenvolvimento e o crescimento do propéagulo.

Os resultados encontrados semelhantes encontrados por Rodrigues et. al.
(2003), ao relacionar castanhas industrializadas e castanhas artesanalmente
processadas, constataram que o0 género Aspergillus foi o mais prevalente,
enfatizando a elevada contaminacdo fungica e ressaltando que espécies desses
fungos filamentosos podem produzir micotoxinas.

Fungo do género Aspergillus é importante produtor de aflatoxinas, sendo sua
descoberta descrita em 1960, devido a um surto com alta letalidade em perus na
Inglaterra (SANTURIO, 2000). Pequenas quantidades desta micotoxina séo
suficientes para causar atividade téxica e aguda em varios animais, inclusive
provocando danos hepaticos e hemorragias no trato gastrintestinal humano
(FRANCO, 2002).

Aproximadamente 35% dos casos de cancer em humanos estdo relacionados
diretamente a dietas contaminadas por aflatoxinas, ocorrendo principalmente em
paises tropicais, sendo do cancer hepatico. A reducdo da exposicdo da populacéo a
aflatoxinas e a diminuicdo dos riscos a salde serdo possiveis com um constante
trabalho da vigilancia sanitaria, junto aos produtores de alimentos (CALDAS e
SILVA, 2002).

As micotoxinas mais conhecidas séao as aflatoxinas, ocratoxinas, zearolenona
e toxinas de alternaria (alternariol, altenariol monometil éter, altenuéne (PITT;
HOCKING, 2009). Porém existem mais de 100 espécies flngicas micotoxigénicas,
gue podem produzir mais de 400 diferentes tipos de micotoxinas, sendo que dessas,
mais de 250 ja tiveram sua estrutura quimica definida. Os principais fungos

produtores pertencem aos géneros Alternaria, Aspergillus, Penicillium, Rhizoctonia e
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Stachybotrys, dentre eles destacam-se o0s géneros Aspergillus, Penicillium e
Fusarium, que sédo considerados os de maior importancia para alimentos, por serem
0s mais encontrados (PEREIRA, 2005).

O género Cladosporium também foi identificado nas amostras, com
porcentagem de 0,0009% (Figura 5). Segundo Testing Laboratory for Mold (2016),
este género € um frequente causador de alergias em humanos, sendo elas do Tipo |
ou alergias comuns (febre do feno, asma) e Tipo Il (pneumonite por
hipersensibilidade). A presenca do género Cladosporium, na semente néo significa
que a infeccdo ocorrerq, uma vez que as alteracbes podem ocorrer durante o
armazenamento, o qual tem de sua baixa incidéncia. Estes podem ter seus esporos
fungicos presente no solo erva daninha ou capins, e sdo transportados pelo ar
atingindo os gréos ainda no campo (BONIFACIO, et al. 2015; GAMBALE, 1998).

As espécies de Cladosporium ocorrem em indmeras espécies vegetais,
especialmente nas sementes. Além da perda de vigor, sdo passiveis de causar
manchas, resultando em aspecto indesejavel, e provocam a depreciacdo dos lotes.
Este fungo tem sido relatado como agente patogénico, em diversas culturas, como
maracuja (FISCHER et. al. 2005), tomate (SOARES, 1996) e mamao (SILVA, 2010).

A presenca do género Alternaria que causa mancha nas sementes,
encontrada em frutos secos e maduros, foi encontrada 0,0013% (Figura 5) nas
amostras de linhaca. Este género pode produzir grandes prejuizos, pelo fato de
causar infeccbes em sementes e ser por elas transmitido, além disto, este fungo
causa reducdo na germinacdo, manchas foliares e queda prematura de folhas
(FISCHER et. al. 2005).

O género Penicillium teve um aparecimento pequeno sendo de 0,0016%
(Figura 5) nas amostras de linhaca, € disperso facilmente no ambiente e é
responsavel pelo comprometimento da saude de humanos e animais, sendo o
causador de severas micotoxinas, alergias e contaminagbes do ar (SAMSON;
FRISVAD, 2004). Resultado parecido foi encontrado por Bonifacio, et. al. (2015), ao
analisarem as amostras de amendoim comercializadas a granel, verificaram que o
género Penicillium esteve presente em pequena quantidade das amostras.

Segundo Pinheiro (2004), Penicillium é conhecido como bolor verde ou azul.
E um género considerado de extrema importancia no que se refere a contaminagéo
alimentar, sendo amplamente distribuidos no mundo todo, presentes no solo, ar, e

vegetacdo em deterioracdo. Algumas espécies sao produtoras de micotoxinas,
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dentre elas a ocratoxina A, suspeita por causar cancer no trato urinario e danos aos
rins na populacao do leste europeu (PITT; HOCKING, 2009).

Rupollo (2004) afirma que o género Penicillium esta presente geralmente em
produtos armazenados, sendo produtor de patulina, encontrada frequentemente em
frutas e cereais. Estudos apontam que esta toxina provoca efeitos neurotdxicos,
imunoldgicos e alteragbes gastrointestinais em animais (MEZZARI, et. al. 2002).

O desenvolvimento do Penicillium ocorre durante o periodo de
armazenamento devido as condicbes dos lotes de sementes e condicbes
ambientais, principalmente o seu estado fisico, grau de umidade, além do inéculo
inicial. (ATAYDE, 2009).

No geral observa-se que 0s géneros encontrados precisam das condicdes
favoraveis de umidade e temperatura para o seu desenvolvimento, podendo ser
atribuido aos fatores de desenvolvimento de condi¢des ideais nas diversas etapas
de obtencdo do produto, além da pratica de comercializacdo a granel em mercados
publicos, o que implica na vulnerabilidade e exposicdo dos alimentos as condicdes
ambientais, sujidades e manipulacdo direta através das maos dos consumidores.
(SOARES 1996)

Com isto, constatou-se que é necessario melhorar a qualidade fisiologica e
sanitaria das sementes de linhaca, por meio do tratamento de sementes e do
controle das condi¢cdes ambientais durante 0 armazenamento, do aperfeicoamento
do processo de beneficiamento, seguindo o programa de manejo integrado de
pragas tanto nos campos de produ¢cdo como no ambiente de armazenamento, cujas
injurias favorecem a infecgéo por fungos.

Consequentemente estas informac8es podem ser utilizadas de alerta para o
consumidor que faz a utilizacdo de sementes de linhaca em sua alimentacao,
principalmente quando consumidas in natura. Estudos posteriores podem ser
realizados com o0s géneros isolados nessas amostras para verificar se sao
produtores de micotoxinas. Como a linhaca é um alimento frequentemente
consumido pela populagdo, torna-se necessaria a realizacdo de controle de

qualidade microbiologico em toda a producao desse alimento.
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6 CONCLUSAO

Com os resultados obtidos neste trabalho, conclui-se que, todas as amostras
analisadas de sementes de linhaca apresentaram contaminacdo fangica. As
amostras que ndo passaram por desinfeccdo de superficie apresentam porcentagem
de contaminacdo fangica maior em relacdo aquelas que passaram por tratamento
com sanitizante. Foi identificada a presenca dos géneros Cladosporium, Alternaria,
Penicillium, Mucor, Rhizopus e Aspergillus, onde alguns géneros como Alternaria,
Penicillium e Aspergillus, possuem espécies potencialmente toxigénicas por meio da
producdo de micotoxinas que podem causar danos a saude dos consumidores. Os
géneros Aspergillus, Rhizopus e Mucor foram os predominantes. Com tudo foram
alcancados os objetivos esperados da avaliacdo da porcentagem de contaminacao
fungica de linhaca marrom comercializada no municipio de Campo Mourdo/PR,
juntamente foram obtidos a diferenciacdo dos géneros predominantes de fungos
contaminantes e por meio das analises dos dados estatisticos foi determinado a
porcentagem flngica da linhaca com e sem desinfeccdo de superficie.
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