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RESUMO

Fungos filamentosos sdo organismos com a capacidade de produzir diversos metabdlitos
secundarios, dentre eles, as micotoxinas, caracterizadas pelas propriedades toxicas que
apresentam ao organismo humano e animal. Sdo produzidas em sua maioria por espécies dos
géneros Aspergillus e Penicillium, relevantes pelo envolvimento com contaminacdo de
alimentos e produgéo de micotoxinas. O estudo objetivou identificar a micobiota e ocorréncia
de micotoxinas em amostras de farinha de mandioca produzidas em Coari na regido
Amazonica, Brasil. Foram coletadas 30 amostras de farinha de mandioca no mercado local e
avaliadas quanto a umidade e atividade de &gua (ay,), fungos (isolamento, purificacdo e
identificacdo pela taxonomia tradicional) e micotoxinas. A confirmacao das espécies fungicas
toxigénicas foi feita pela biologia molecular, foi realizada microscopia eletronica de varredura
em trés espécies toxigénicas e micotoxinas foram identificadas por MALDI-TOF. Os
resultados de umidade e (ay) variaram de 7,08 a 13,55% e 0,37 a 0,69 respectivamente. Entre
as amostras analisadas, 30% apresentaram fungos e destes 18,5% foram toxigénicos. As
espécies identificadas com maior frequéncia foram Aspergillus flavus, Penicillium waksmanii
e Penicillium citrinum. Entre os fungos toxigénicos foram encontrados Penicillium citrinum,
Aspergillus flavus e Aspergillus amoenus. MALDI-TOF demonstrou presenca de aflatoxina
B1, citrinana e patulina com maior frequéncia. Conclui-se que é necessario maior orientacdo
para os produtores da farinha de mandioca, um dos alimentos mais consumido na regido Norte

do pais, pois fungos toxigénicos e micotoxinas foram encontrados nas amostras analisadas.

Keywords: Aspergillus flavus. Penicillium citrinum. MALDI-TOF. Aflatoxina.



ABSTRACT

Filamentous fungi are organisms with the ability to produce various secondary metabolites,
among them, mycotoxins, characterized by the toxic properties that have the human and
animal organism. Are produced mostly by species of the genera Aspergillus and Penicillium,
by engaging with relevant food contamination and mycotoxin production. The study aimed to
identify the mycoflora and mycotoxins in samples of cassava produced in TNL in the Amazon
region, Brazil flour. 30 samples of cassava flour in the local market and evaluated for
moisture and water activity (aw), fungi (isolation, purification and identification by traditional
taxonomy) and mycotoxins were collected. Confirmation of toxigenic fungal species was
made by molecular biology, scanning electron microscopy was performed in three toxigenic
species and mycotoxins were identified by MALDI-TOF. The results of moisture and (ay)
ranging from 7.08 to 13.55% and 0.37 to 0.69 respectively. Among the samples analyzed,
30% had fungi and of these 18.5% were toxigenic. The species most frequently identified
were Aspergillus flavus, Penicillium waksmanii and Penicillium citrinum. Among the
toxigenic fungi Penicillium citrinum, Aspergillus flavus and Aspergillus amoenus were found.
MALDI-TOF showed the presence of aflatoxin B1, patulin and citrinana more frequently. We
conclude that greater attention to cassava flour, one of the most consumed foods in the north
of the country is needed as toxigenic fungi and mycotoxins were found in the samples

analyzed.

Keywords: Aspergillus flavus. Penicillium citrinum. MALDI-TOF. Aflatoxin.
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1. INTRODUCAO

A mandioca é um dos alimentos mais consumidos em todo territério brasileiro. Seu uso €
predominantemente para consumo humano, seguido pela industrializacdo em farinha, amido e
derivados e na nutricdo animal. O pais ainda se destaca como o segundo maior produtor
mundial de mandioca, com aproximadamente 2 milhdes de hectares, com producdo de cerca
de 25 milhdes de toneladas de raizes frescas, ficando apenas atréas da Nigéria, na Africa.

No estado do Amazonas, a cultura desta raiz ocupa lugar de destaque, e em 2010 foram
produzidas 307.483 toneladas, com grande contribuicdo dos municipios do médio Solimdes,
Tefé e Coari. A principal forma de consumo da mandioca, na regido, é feita na forma de
farinha, que constitui um alimento de alto valor energético, rico em carboidratos. O seu
consumo é extremamente importante para o aporte de energia, principalmente no que se refere
a populacdo de baixa renda, sendo geralmente apreciada acompanhando peixe e o acai, além
de fazer parte de pratos tipicos da regido.

A mandioca tem sido classificada em mansa e brava de acordo com a concentracdo de acido
cianidrico: a primeira quando é inferior a 100 mg kg™ e a segunda quando possui valores
superiores, e por esse motivo deve ser consumida apenas apds tratamento adequado. O
processamento da farinha, na regido amazonica, ocorre de maneira artesanal em pequenas
unidades fabris, as casas de farinhas, sem critérios de higiene e sem uniformidade, por esse
motivo pouco valorizado. Cada produtor possui processamento proprio, que favorece a
heterogeneidade do produto nos aspectos de granulometria, coloracdo, acidez, umidade e
outras caracteristicas. O modo artesanal de obtencdo de farinhas possibilita contaminacéo por
micro-organismos, porém durante a etapa de desidratacdo grande parte deles sdo eliminados,
por ser realizada com temperaturas acima de 200 °C. Sendo assim, é durante o
armazenamento o maior risco de contaminacdo, pois ocorre de maneira inadequada, além do
agravante clima quente e Umido, que contribui significativamente para o desenvolvimento
desses micro-organismos principalmente os fungos, que podem se desenvolver em alimentos
com baixa umidade e baixa atividade de agua, como a farinha de mandioca.

Os fungos podem liberar micotoxinas, metabdlitos secundarios que sdo toxicos para seres
humanos e animais. Estas toxinas sdo de grande importancia em termos econdmicos e de
salde publica. Do ponto de vista econdmico, causam prejuizos a produtores e comprometem a

comercializacdo. Do ponto de vista de saude publica, segundo a ONU, cerca de 40% da
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expectativa de vida que é reduzida em paises pobres esta relacionada com a existéncia de
micotoxinas na dieta destas populages.

E importante considerar que estudos onde ha investigacdo de micotoxinas em alimentos no
Brasil vem aumentando nos ultimos anos principalmente no Centro-sul do pais. Porém na
regido Norte pesquisas com este enfoque ainda sdo muito escassas e muitos alimentos
produzidos e consumidos na regido ainda ndo foram analisados quanto a presenga de
micotoxinas, outros possuem poucos estudos a respeito sendo necessario maiores
investigacOes, € o caso da farinha de mandioca.

O municipio de Coari-AM situado na Regido do Médio Solimé&o se destaca pela producéo e o
consumo de farinha de mandioca, e neste contexto o presente estudo tem como objetivo

investigar os aspectos toxicoldgicos das farinhas de mandioca produzida neste municipio.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Mandioca

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) apresenta importancia socioeconémica mundial,
como principal fonte de carboidratos de baixo custo para milhdes de pessoas, essencialmente
nos paises em desenvolvimento (ALMEIDA et al, 2011;VIEIRA et al. 2007). De acordo com
a FAO a mandioca € considerada o terceiro alimento energético mais importante nos tropicos,
apos o arroz e milho.

Em funcdo da importancia historica, a mandioca é cultivada extensivamente em todos 0s
estados brasileiros, em consequéncia das condi¢cdes favoraveis ao seu crescimento, e também
pela sua facilidade de cultivo, adaptabilidade a diversos tipos de solos e relativa resisténcia a
periodos de estiagem (ALMEIDA; SANTOS, 2011).

Na regido Norte, 0 Amazonas ocupa o segundo lugar na produgdo da mandioca (IBGE, 2010).
Esta cultura € tradicionalmente executada por pequenos produtores rurais, que utilizam na
maioria das vezes a mdo de obra familiar, sendo de grande importancia para a geracao de
renda, e em alguns casos ¢ a Unica fonte econdmica. E a principal fonte alimentar para as
familias de baixo poder aquisitivo, consumida principalmente na forma de farinha, processada
pelo préprio grupo familiar, que geralmente substitui os alimentos mais valorizados
comercialmente (JESUS et al., 2012).

De acordo com o Servigo Brasileiro de Apoio as Micro e Pequenas Empresas (SEBRAE,
2009), ha uma grande variedade de nomes dados a mandioca, alguns de origem regionalista e
outros denominando variedades diferentes da planta. Dependendo da regido, pode ser
popularmente conhecida como: aipim, aimpim, candinga, castelinha, macamba, macaxeira,
macaxera, mandioca brava, mandioca doce, mandioca mansa, mandioca doce, mandioca
amarga, maniva, maniveira, moogo, mucamba, pao-da-américa, pdo-de-pobre, pau-de-farinha,

pau-farinha, tapioca, uaipi e xagala.

2.1.1 Aspectos botanicos

O género Manihot tem 98 espécies, porém a unica cultivada para a producdo de raizes
comestiveis comercialmente ¢ a M. esculenta Crantz, por suas raizes serem ricas em
carboidratos (NASSAR et al.,1986; 2006).

A mandioca cultivada é um arbusto perene, pertencente a familia Euphorbiaceae, ¢ de facil
adaptac&o as diferentes condigbes endafoclimaticas. E cultivada em regides de clima tropical
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e subtropical, € bem tolerante a seca e possui ampla adaptagdo as mais variadas condi¢des de
clima e solo. A classificagdo taxondmica € descrita por Carvalho (2005) como:
Reino: Plantae
Divisdo: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Ordem: Euphorbiales
Familia: Euphorbiaceae
Género: Manihot

Espécie: Manihot esculenta

A raiz adventicia desta planta apresenta o padrdo anatbmico normal de desenvolvimento até o
inicio do processo de tuberizacdo, estabelecendo-se uma diferenciagdo maior de células
parenquimaticas do xilema para acimulo de grdos de amido. O espessamento da raiz ocorre
pela migracédo de substancias de reserva para a raiz de armazenamento e dessa forma ocorre 0

crescimento em didmetro pela deposi¢cdo do amido (CARVALHO, 2005).

Figura 1. Constituintes da planta mandioca. A) Parte aérea e B) Caule e raizes tuberosas.

2.1.2 Origem, domesticacao e diversificacao

A origem e domesticacdo da mandioca ha muito tempo é discutida. Olsen e Schall (1999;
2004) esclareceram a origem da mandioca, avaliando caracteristicas morfoldgicas,
geogréficas e filogenéticas de inimeras populacfes nessas nas regides entre América do Sul e

México. Nestes estudos foram utilizados dois tipos de marcadores de DNA: SPNs (Single
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Nucleotide Polymorphisms) e SSR (Simple Sequence Repeats). O estudo propfe que a espécie
originou-se no Sudoeste da Amazonia e que a M. esculenta sub. flabellifolia é a ancestral da
espeécie cultivada atualmente. Em complemento a essa afirmativa, outras evidéncias tanto do
complexo agricola desta regido no passado como estudos arqueoldgicos corroboram nesta
conclusdo. E importante considerar que essa raiz apresenta uma ampla diversidade genética,
resultante da selecdo natural ocorrida durante a evolucdo da espécie, na pré e pos-
domesticacdo. Nos diversos ambientes a mandioca se diversificou, a selecdo resultou numa
ampla diversidade de clones com adaptacdo especifica a determinados ecossistemas
(HERSHEY, 1989).

Quando os europeus chegaram a América no seculo XV, a mandioca ja era cultivada em todo
continente (ALLEN, 2002). Apds o descobrimento da América houve uma rapida dispersédo
desta espécie. No século XVI, a mandioca foi introduzida na Asia e na Africa por portugueses
e espanhois, onde se desenvolveu com grande sucesso e hoje, o continente africano é
considerado um centro secundario de diversidade (HERSHEY, 1989). Testes de campo
realizados pela Embrapa em varios estados da Amazonia legal na busca da agrobiodiversidade
focalizando caracteristicas na raiz de reserva mostraram uma surpreendente variabilidade

genética nessas raizes.

2.1.3 Agricultura Tradicional e Agrobiodiversidade

O cultivo da mandioca é de grande relevancia econdmica como principal fonte de
carboidratos para milhGes de pessoas, essencialmente nos paises em desenvolvimento
(AMUSA et al. 2003; GNONLONFIN, 2008).

Para caracterizar a cultura da mandioca no Brasil é utilizado o termo de agricultura
tradicional ou agricultura autéctone por se tratar de um sistema agricola cujas bases técnicas
reportam ao Brasil pré-colonial, mantidas pelas populacdes indigenas remanescentes e
populacbes que se utilizam de técnicas transmitidas culturalmente por seus antepassados
(CURY et al., 1993). Essas técnicas adaptam-se aos ecossistemas das regides onde sdo
praticadas (FARADO et al., 2000).

Esse tipo de agricultura é caracterizado pelo uso de um ciclo de corte da vegetacdo em estagio
de sucessdo secundaria, seguido pela queima desta vegetacdo quando seca, plantio, cultivo,
abandono da area apds alguns anos, a essa da-se 0 nome de itinerante, coivara ou de corte e
queima (CURY,1993; EDEN,1993). A contribuicdo desta agricultura é a sua diversidade

genética, pois 0s processos evolutivos estdo constantemente ativos. A diversidade genética da
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mandioca é notada pelo grande numero de variedades cultivadas conhecidas como variedades
tradicionais ou etnovariedades (BRUSH et al., 1981; BRESSAN et al., 2005).

A mandioca € a principal planta cultivada na agricultura autoctone no Brasil (MARTINS,
1994). Cultivada sob um sistema agricola tradicional, possui grande variabilidade genética,
ausentes em cultivares melhoradas (CLEVELAND et al., 1994). Pesquisadores relatam que a
diversidade associada a cultura de mandioca estd grandemente relacionada ao sistema de
reproducdo da cultura, pela pratica de manejo dos agricultores e pelas pressdes de selecdo
exercidas (BEZERRA, 1997; CURY,1993; 1998).

2.1.4 Distribuicao geogréfica da mandioca

A producdo da mandioca encontra-se fortemente distribuida pelo continente africano, que
hoje detém parte significativa da producdo mundial, sendo distribuida por varios paises, com
destaque para a Nigéria e Republica Democratica do Congo (Quadro 1) (FAO, 2010).
Segundo a FAO, na Africa a mandioca é produzida para consumo da propria populagdo, na
sua maioria in natura, cozida ou frita. Ainda sdo poucas as industrias de transformacao da raiz
e geralmente o processamento ocorre de maneira artesanal. Em seguida, destaca-se a Asia,
com maior contribuicdo da Tailandia e Indonésia. Nesse continente a producdo, ao contrario
da Africa e América do Sul , colocando a Tailandia como o principal exportador de derivados
de mandioca do mundo (FAO, 2010). Dentre os paises da América do Sul, o Brasil é um

expressivo representante desta cultura(Quadro 1) (FAO, 2010).

Quadro 1: Producédo anual de mandioca nos principais paises produtores em diferentes continentes no periodo

de 2006 a 2010.
Paises Quantidade produzida por ano (em milhdes de toneladas)
2006 2007 2008 2009 2010
AFRICA 1175 114,0 118,0 113,6 121,3
Nigéria 45,7 434 445 36,8 42,5
Republica Dominicana 14,9 15,0 15,1 15,0 11,4
Angola 9,0 9,7 10,1 12,8 13,9
Outros 47,2 54,0 48,7 49,0 53,5
ASIA 67,5 73,0 78,8 79,0 81,5
Indonésia 19,9 19,9 21,5 22,0 24,0
Tailandia 22,6 26,9 25,1 30,0 22,0
Outros 24,9 30,4 29,6 27,0 35,5
AMERICA DO SUL 35,4 35,4 34,7 33,7 35,6
Brasil 26,6 26,5 26,7 24,4 24,5
Outros 8,7 8,8 8,8 9,3 11,6
OUTROS PAISES 1,9 1,7 15 1,7 3,6
TOTAL MUNDIAL 223,2 225,8 233,3 233,8 2420

Fonte: FAO (2010).
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A produgdo brasileira apesar de ser significativa, praticamente estagnou nos Gltimos
anos, ora apresentando pequenos decréscimos ora apresentando pequenos acréscimos, porém
nada significativo (IBGE, 2010).

Cultivada em todas as regides do Brasil, a cultura da mandioca tem a maior contribui¢do das
regides Nordeste e Norte, que juntas atingem 60% da producéo nacional, seguidas das regioes
Sul (23,99%), Sudeste (9,93%) e Centro Oeste (5,61%) (Quadro 2).

As duas regides citadas possuem caracteristicas de producdo semelhantes, apresentando
grande participacdo da agricultura familiar no cultivo, com a maior parte da producao
destinada ao mercado interno (LEONEL;OLIVEIRA, 2003). As regides Sul, Sudeste e Centro
Oeste tem o plantio da mandioca voltado para o mercado industrial, principalmente na

producdo de amido e farinha de mandioca.

Quadro 2: Producdo de mandioca de acordo com a regido geogréafica do Brasil.

Regido Geografica Periodo (ano)
2006 | 2007 [2008 [2009 [ 2010 Total 2010
Milhdes de toneladas %

Norte 7.306 7.559 7.662 7.147 6.594 27,18
Nordeste 9.615 9.742 9.838 8.178 8.055 33,20
Sudeste 2.492 2.358 2.341 2.236 2.410 9,93
Sul 5.749 5.370 5.248 5.488 5.821 23,99
Centro Oeste 1.478 1511 1.614 1.353 1.378 5,61
Brasil 26.639 26.541 26.703 24.403 24.260 100

Fonte: IBGE (2010).

No estado do Amazonas, a cultura da mandioca ocupa lugar de destaque. Em 2010
foram produzidas 307.483 toneladas. Dos sessenta e dois municipios amazonenses, Tefé e
Coari, representantes do médio Solimdes, estdo entre os dez primeiros produtores (Figura 1 e
Quadro 3) (IBGE, 2010).
Embora haja grande produgdo de mandioca no Amazonas, os rendimentos médios s&o
inferiores aos demais estados brasileiros e abaixo da média nacional, o que evidencia uma
baixa produtividade. Este fato pode ser explicado pelo sistema de plantio rudimentar, com
nenhuma ou pouca inovacao tecnolégica (ALMEIDA; SANTOS, 2011).
Na regido, o consumo da mandioca ocorre predominantemente na forma de farinha, com o
principal objetivo de suprir a necessidade alimentar da familia e caso haja excedente, o
produto é comercializado em feiras rurais (LEONEL; OLIVEIRA, 2003).
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Figura 2: Area de concentracio da producio da mandioca no estado do Amazonas.

AREAS DE CONCENTRAGA O DA PRODUGAO DE MANDIOC A N

Fonte: SEPLAN (2010).

Quadro 3: Dados de producéo de mandioca nos municipios produtores do estado do Amazonas, ano agricola de

2010.

Cultivo de mandioca no Amazonas Area Producéo

Municipio ha T
Parintins 5.234 65.901
Manacapuru 6.442 26.577
Manicoré 9.514 25.560
Tefé 10.021 24.252
Maués 4.717 14.457
Uarini 6.005 12.060
Presidente Figueiredo 1.550 11.400
Ipixuna 1.045 10.868
Coari 870 8.640

Fonte: IBGE(2010).

2.2 Composigéo nutricional

E importante considerar que a composi¢do quimica da mandioca depende de fatores como
cultivar, a idade da planta, 0 manejo e principalmente os fatores genéticos associados (CENI
et al., 2009). De maneira geral a mandioca caracteriza-se por ser um alimento de alto valor
energeético, possui teor elevado de amido, contém fibras e alguns minerais como potassio,
calcio, fosforo, sodio e ferro Segundo Ceni et al. (2009) ao analisarem minerais em diferentes
cultivares de mandioca, constataram que sdo apreciaveis fontes de potassio e magnésio. O

Quadro 4 demonstra a diferenca na composi¢do nutricional entre mandioca “brava” e
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“mansa”, entretanto os autores nao trazem os valores de cianeto para confirmar a classificagéo

das raizes de mandioca analisadas.

Quadro 4: Composi¢do nutricional da mandioca “Mansa” ¢ “Brava”.

Nutriente “Mandioca Mansa” | “Mandioca Brava”
g 100"
Amido 80,1 86,3
Proteina 1,3 1,2
Fibra 3,4 1,4
Lipideo 0,2 0,3
Umidade 12,3 9,6
Fibra 2,7 1,2

Fonte: Charles et al. (2005).

Grizotto et al. (2004) consideraram a mandioca excelente fonte de fibras dietéticas com
énfase a celulose e ligninas, com maior participacdo da celulose que da lignina. Em relacéo a
proteina na mandioca, pode chegar até cerca de 1,5% de proteina, porém no caso de
hibridizacédo esse valor pode chegar a 5% (NASSAR, 2006).

2.3 Produtos derivados da mandioca

A mandioca € uma raiz altamente perecivel. Quando estd na sua forma in natura a sua
deterioracao fisiologica (deterioracdo primaria) pode ocorrer de dois a trés dias apds a colheita
elogoems
eguida ocorre a contaminacao por micro-organismos saprofiticos (deterioracdo secundaria), e
por esse motivo processar esse alimento torna-se essencial.

O processamento das raizes de mandioca € realizado principalmente para reduzir o teor de
umidade tornando assim possivel seu armazenamento, eliminar o potencial toxico da raiz e
deixa-la mais palatavel (ARYEE et al., 2005; DIAS; LEONEL, 2006). Entre os produtos
derivados da mandioca presentes na dieta dos brasileiros estao:

v" Fécula, polvilho doce, amido ou amido nativo de mandioca: Corresponde ao produto
mais conhecido em ambito mundial. O amido corresponde a um componente composto por
glicose proveniente do processo fotossintético vegetal, sendo armazenado na forma de
granulos nos 6rgédos de reserva (raizes). Quando estes sdo extraidos, apresentam-se como pé
branco fino, insipido e inodoro, como méximo da acidez permitida de 1 mL de solucdo de
NaOH 1N por 100g de amostra (BRASIL, 1978).

v Polvilho Azedo: Corresponde a um amido modificado obtido a partir do processo

fermentativo do amido nativo, com caracteristicas especificas de expansdo das massas e
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elevado teor de acidez, até 5 mL de solugcdo de NaOH 1N por 100 g de amostra (BRASIL,
1978).

v Puba, massa de mandioca ou carima: Obtida a partir de raizes deixadas de molho, na
agua, cerca de trés dias, para fermentarem, em seguida sdo prensadas e embaladas
(ALMEIDA, 1992).

v" Tucupi: E obtido a partir da 4gua de constituicio das raizes, a manipueira, removido
por prensagem das raizes frescas picadas ou da massa ralada. Tipicamente produzido na
regido Norte do Brasil. Contém sempre amido e parte dos demais constituintes das raizes,
como sais minerais, acucares, proteinas e os glicosideos cianogénicos. Apos fervura
prolongada sdo utilizados temperos como molho de pimenta ou incorporados em receitas
(CORREA et al., 2005).

v' Farinha de mandioca d’agua: E o produto mais comum da regiio Norte do Brasil,
proveniente da raiz da mandioca, fabricada, na maioria das vezes, por processo artesanal,
motivo pelo qual possui grande variagdo na cor, textura, granulometria, acidez e umidade
(CORREA et al., 2005;VILPOUX, 2003). O processamento consiste no descascamento
prévio das raizes, seguido por fermentacdo quando imerso em agua. Posteriormente o material
é ralado, prensado e assado em fornos (CEREDA,; VILPOUX, 2003).

v' Farinha de tapioca: E o produto obtido sob forma granulada a partir da fécula de
mandioca e submetido a processo tecnolégico adequado (CORREA et al, 2005). O consumo
se da principalmente na forma de mingau, roscas, bolos, pudins, sorvetes, e acompanhando o
acai na regido Norte do pais (CEREDA; VILPOUX, 2003).

2.3.1 Farinha de mandioca

A farinha é um dos principais produtos proveniente da mandioca, para alimentacdo humana
no Brasil (CEREDA, 2005). E consumida em todo o pais em especial nas regides Norte e
Nordeste. Entretanto, os produtos definidos como farinha podem apresentar caracteristicas
muito diferentes, no que se refere a cor, granulometria e sabor (CORREA et al, 2005) de
acordo com o processo de elaboracao.

Na regido Amazonica sdo encontradas farinha seca grossa e amarela, a farinha d'agua ou puba
e a farinha mista, dentre elas a mais encontrada é a farinha mista (CARDOSO, 2005). O
consumo per capta anual na regido Norte é de 34 kg/hab/ano, os estados com maior indices de
consumo de farinha sdo Para 43,98 kg/hab/ano e Amazonas 43,78 kg/hab/ano, estes valores

sdo superior a qualquer outra regido do pais (IBGE, 2010). Esse dado é explicado pelo fato da
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populacdo da regido possuir o habito alimentar com base na farinha, proveniente da forte
influéncia indigena (CARDOSO, 2005).

De acordo com a Instrucdo Normativa n® 52 de 7 de novembro de 2011, que estabelece o
regulamento técnico da farinha de mandioca conceitua este alimento comum produto obtido
de raizes de mandioca, do género Manihot, submetidas a processo tecnoldgico adequado de
fabricacéo e beneficiamento (BRASIL, 2011).

Considerando a mesma Legislacdo, a farinha de mandioca pode ser classificada em Grupos,
Classes e Tipos. A classificacdo de acordo com o processo tecnologico empregado na
fabricacdo pode ocorrer em trés grupos diferentes.

v" Farinha seca: Produto obtido das raizes de mandioca sadias, devidamente limpas,
descascadas, trituradas, raladas, moidas, prensadas, desmembradas, peneiradas, secas a
temperatura adequada, podendo novamente ser peneirada e ainda beneficiada;

v’ Farinha d’4gua: Produto predominantemente fermentado, obtido das raizes de
mandiocas sadias, maceradas, descascadas, trituradas ou moidas, prensadas desmembradas,
peneiradas e secas a temperatura adequada, podendo ser novamente peneirada;

v' Farinha bijusada: Produto de baixa densidade, obtido das raizes de mandioca sadias,
limpas, descascadas, trituradas, raladas, moidas, prensadas, desmembradas, peneiradas e
laminadas a temperatura adequada, na forma predominante de flocos irregulares.

v Farinha mista: E um tipo de farinha regional que nio estd prevista na instrugio

normativa n°52 de 7 de novembro de 2011, porém € muito produzida na regido, é obtida pela
mistura da massa ralada com a fermentada em proporc@es diferentes, sendo de 75 a 80% da
massa fermentada e de 20 a 25 % da massa ralada. Apds a mistura das massas segue 0
processo da farinha d'agua.
Na regidao Norte a farinha mais utilizada ¢ a farinha d’4gua e farinha mista, produzida em
pequenos estabelecimentos denominados casas de farinha. O processamento ocorre por
pequenos produtores de forma artesanal com o objetivo de suprir a necessidade da familia e
comercializarem em feiras rurais ou pequenos comércios (CHISTE et al. 2006; CEREDA;
VILPOUX, 2003).

2.3.1.1 Processamento da farinha de mandioca do tipo d'agua
O processamento da farinha de mandioca do grupo d'agua se difere da seca por apresentar a
etapa do molho ou pubagem onde a raiz é fermentada. Esta condi¢do resulta um odor

caracteristico na farinha. As etapas do processamento estdo dispostos na Figura 6.
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Figura 3: Fluxograma das etapas basicas de processamento da farinha de mandioca d'agua.
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Lavagem e descascamento |-——______ |

l :___,:'“Kg‘ué"-:
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_______________ . . <«------- Malha5mm
i Manipueira Peneiragem |
:

VL .

Fornos — ------- > ' Sl i

) Secagem 1 Solidos |

Temperatura acima de 60 °C | lg | bommmmmmm oo -

| Armazenamento |

Fonte: Cereda e Vilpoux (2003) e Cardoso (2005) adaptado.

As operagdes envolvidas no processo de fabricagdo de farinha d’agua correspondem a:

v Colheita: Esta etapa geralmente ocorre na propria comunidade. A colheita é feita de
forma manual e por esse motivo exige pessoas envolvidas nessa tarefa (ALMEIDA, 1992). De
maneira geral, para a producdo de farinha de mandioca sdo utilizadas raizes de plantas com 18
a 24 meses de idade, que proporcionam maior rendimento industrial (CEREDA; VILPOUX,
2003).

v Descascamento: Nas comunidades é realizado descascamento manual das raizes, com
uso de faca, desta forma ha grande necessidade de mé&o-de-obra (ALMEIDA, 1992;
CEREDA; VILPOUX, 2003).

v Pubagem: E o processo de amolecimento das raizes de mandioca por fermentacéo
natural, sem uso de inoculo. Em algumas comunidades a pubagem ainda é feita na margem
dos rios, com agua mais fria, exigindo um tempo maior para a fermentacdo se completar,
porém em outras ja € possivel perceber a instalacdo de tanques pequenos nas comunidades
(alvenaria, caixa d’agua e fibra-cimento) permitindo maior controle do processo (Figura 4A)
(ALMEIDA, 1992; CEREDA, 2005).

O tempo de pubagem varia entre comunidades. Tradicionalmente a pubagem ocorre em torno
de seis dias e apds esta etapa a raiz apresentard textura mole, e cheiro caracteristico de

fermentado (Figura 4B).
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Figura 4: Preparo de farinha d’agua. A) Pubagem das raizes de mandioca (imersdo em agua) e B) massa apos
pubagem.
Fonte: Acervo pessoal (MUNDIM, 2014).

v Ralacdo: Esta etapa é geralmente feita antes da prensagem, porém pode ser feita apos
esta etapa. A ralacdo é na maioria das vezes feita por um ralador tracionado, por motores e
movido a 6leo diesel, gasolina ou eletricidade, conforme a disponibilidade do local (Figura
5A) (CARDOSO, 2005).

v" Prensagem: Depois de ralada, a massa de mandioca deve ser prensada em estrutura
feita com folhas de palmeira denominada Tipity. Essas prensas provém de tecnologia de
origem indigena e sdo fabricadas no local com material disponivel, muito barato, resistente,
de féacil manutencdo, mas de dificil limpeza (ALMEIDA, 1992). Em alguns locais sdo
utilizados a prensa de madeira, em que a forca de prensagem ¢é feita por meio de eixo de fuso
(Figura 5B).

Figura 5: Preparo de farinha d’agua. A) Ralag@o das raizes de mandioca e B) prensagem da massa
ralada.
Fonte: Acervo pessoal (MUNDIM, 2014).

v Peneiragem ou esfarelamento: Apds a prensa a massa ralada é esfarelada numa peneira
com furos com cerca de 5 mm de didmetro e o residuo retido volta ao ralador para
reaproveitamento (Figura 6A) (ALMEIDA, 1992).
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v Secagem: Pode ser considerada a etapa mais importante do processamento da farinha
d'agua, pois dela depende a granulometria final do produto (CEREDA, 2005). E realizada em
fornos redondos onde a massa € constantemente mexida com uma pa pelo farinheiro. As
temperaturas alcancadas sdo muito altas permitindo formacédo de granulos tipicos do produto
em razdo da gelificagdo do amido (Figura 6B) (ALMEIDA, 1992).

Figura 6: Preparo de farinha d’agua. A) Peneiragem da massa e B) Torrefagdo

Fonte: Acervo pessoal (MUNDIM, 2014).

v" Armazenamento: A farinha é embalada para transporte e comercializagdo em sacos de
fibras de plasticos trancadas com capacidade até 60 Kg. Os sacos sdo entdo deslocados em
transportes fluviais, na maioria das vezes, ou terrestres para posteriormente serem
comercializados nas feiras das cidades proximas do local de producdo (Figuras 7 A e B)

(CARDOSO, 2005).

Figura 7: Preparo de farinha d’agua. A) e B) Armazenamento.
Fonte: Acervo pessoal (MUNDIM, 2014).
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2.4 Qualidade da farinha de mandioca

A farinha produzida no estado do Amazonas apresenta-se de forma muito heterogénea
principalmente no que se refere a coloracdo, textura, granulometria, aos fatores fisico
quimicos e microbioldgicos. Por esse motivo trata-se de um produto pouco valorizado. Esta
falta de padronizagéo ocorre, sobretudo pelo processo ser realizado por pequenos produtores,
cada um deles seguindo por seu préprio critério de elaboracdo e qualidade, como diferentes
temperaturas de forno no momento da secagem, variacdo no tempo de pubagem, intensidade
de prensagem e outros (DIAS; LEONEL, 2006; CHISTE et al. 2006).

Vérias casas de farinha possuem problemas estruturais, Oliveira e Reboucgas (2008) ao
realizar um diagnostico higiénico sanitario em 40 unidades de casas de farinha no sudoeste da
Bahia constataram que 100% delas estavam deficientes, as maiores dificuldades relatadas
foram em relacdo a limpeza da estrutura, dos equipamentos dos utensilios e manipulacéo e

controle da qualidade, ndo muito diferente do que ocorre na regido Amazonica.

2.4.1. Parametros de qualidade de farinhas - Instrucdo Normativa n°52 de 07 de

novembro de 2011

2.4.1.1 Critérios para classificacéo

A farinha de mandioca do Grupo Seca pode ser classificada em trés diferentes classes
de acordo com sua granulometria, séo eles: Fina, quando 100% do produto passar através da
peneira de 2 mm; Grossa, quando a retencdo na peneira de 2 mm for de mais de 10% ou
média quando ndo se encaixar em nenhum dos casos anteriores.
No caso da farinha de mandioca do Grupo d’agua a classificacdo segundo a granulometria
ocorre diferenciada do grupo seca, pois € levado em consideracdo o processamento de cada
uma delas, ocorrendo da seguinte forma: Fina, quando o produto fica retido até 10% na
peneira com abertura de malha 2 mm; Média, quando o produto retido na peneira de malha de
2 mm fica entre 10 a 15% e Grossa quando o produto retido é maior que 15% na peneira com
abertura de malha de 2 mm.
Segundo a Instrugdo Normativa cada grupo da farinha de mandioca pode ser classificada de
formas diferenciadas, considerando parametros como: Quantidade de amido, fibras brutas,
cinzas, analise sensorial, cascas e entrecascas e materia estranha (Quadro 5 e Quadro 6). A
farinha de mandioca bijusada que se enquadra no tipo unico.
Caso os parametros da farinha de mandioca estejam fora do previsto na normativa, o produto

devera receber a seguinte nomenclatura: Produto desclassificado ou Fora do Tipo. Quando
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classificada como Fora do Tipo poderd ser comercializada como se apresenta, desde que
identificada como Fora do Tipo.

Quando o produto for Desclassificado sera considerada imprépria para 0 consumo, com
comercializacdo proibida, tal fato ocorrera quando apresentar as seguintes situacées: Aspecto
generalizado mofo ou fermentacdo, mau estado de conservacdo, odor estranho imprdprio ao
produto que inviabiliza a sua utilizacdo para 0 uso proposto ou presenca de insetos.

De forma geral a farinha de mandioca deve se apresentar limpa e seca. Os produtos devem ser
obtidos processados, embalados, armazenados, transportados e conservados em condicOes
adequadas, de forma a ndo permitir contaminacdo de substéncias fisicas, quimicas e
bioldgicas que coloquem em risco a satde do consumidor.

A umidade devera ser inferior a 13% e a acidez desses produtos para 0 grupo seca e bijusada
serdo consideradas de baixa acidez quando apresentarem valores até 3 meq NaOH (0,1 N) 100
g™, ou alta acidez valores acima de 3,0 meq 100 g™; ¢ para o grupo d’agua sera considerada
de baixa acidez a farinha de mandioca que apresentar valores até 5,0 meq de NaOH 100g™, ou

alta para valores acima de 5,0 meq 100 g™.

Quadro 5: Classificagdo de farinha de mandioca do Grupo Seca

Classe Fina Média Grossa
Tipo 1 2 3 1 2 3 1 2 3
Teor de amido (g 100g‘1) >86,0 | >82,0 | >80,0 | >86,0 | >82,0 | >80,0 | >86,0 | >82,0 | >80,0
<86,0 | >82,0 <86,0 | >82,0 <86,0 | >82,0
Teor de cinzas (g 100g™) <14 | <14 | <14 [<14 | <14 | <14 |[<14 | <14 | <14
Fibra bruta (g 100g™) <23 <23 | 23 |23 <23 | 23 |23 <23 | 23
Cascas e entrecascas (g 100g™) Né&o realizada <1,1 <1,1 |>22 |<1,3 |>13 |>26
<22 <34 <2,6 <39
Caracteristicas sensoriais Normal ou Caracteristico
Matéria estranha Auséncia na amostra de trabalho (1 kg)

Fonte: BRASIL (2011).

Quadro 6: Classificagdo de farinha de mandioca do Grupo d’agua .

Classe Fina Média Grossa
Tipo 1 2 3 1 2 3 1 2 3

Teor de amido (g 100g'1) >86,0 | >82,0 | >80,0 | >86,0 | >82,0 | >80,0 | >86,0 | >82,0 | >80,0
<86,0 | <82,0 <86,0 | <82,0 <86,0 | <82,0

Teor de cinzas (g 100g™) <14 <14 | <14 | <14 <14 | <14 | <14 <14 | <14

Fibra bruta (g 100g™) <23 <23 | 23 |23 <23 | 23 |23 <3 | 23

Cascas e entrecascas (g 100g™) <1,5 |>15 |>30 |<1,5 |[>15 |>30 |(<I,5 |>15 |>30
<3,0 | <6,0 <3,0 |<6,0 3,0 |<6,0

Caracteristicas sensoriais Normal ou Caracteristico

Matéria estranha Auséncia na amostra de trabalho (1 kg)

Fonte: BRASIL (2011).
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2.4.1.2 Exigéncias para rotulagem da farinha de mandioca

Para a comercializacdo da farinha de mandioca a rotulagem € obrigatéria e quando o produto
for embalado, destinado especificamente a alimentacdo humana, deverad conter as seguintes
informacdes: identificagdo do produto, grupo, classe, tipo, identificacdo do lote e data de
acondicionamento, nome da empresa, registro no cadastro nacional de pessoa juridica - CNPJ
ou no cadastro nacional de pessoa fisica - CPF, e enderego da empresa embaladora ou do
responsavel pelo produto e acidez do produto.

No caso de farinha de mandioca a granel destinada diretamente a alimentagdo humana, o
produto deverd ser identificado e as expressGes colocadas em lugar de destaque e de facil

visualizagdo, contendo, no minimo, as informac@es relativas ao grupo e ao tipo do produto.

2.4.1.3 Valor nutricional da farinha de mandioca

A forma das farinhas varia muito em funcdo do local de producdo e do tipo. No
entanto, seus componentes sao similares e dependem da composi¢do das raizes de mandioca
utilizadas. As Unicas composicGes que dependem do processo e do tipo de armazenamento
sdo umidade e acidez (CEREDA e VILPOUX, 2003).

O Quadro 7 demonstra achados similares entre diferentes autores, referente
composic¢do da farinha de mandioca d'agua. Observa-se elevado valor energético proveniente
da presenca da grande quantidade de carboidrato. Entre os micronutrientes é descrita a
presenca de célcio, magnésio, fosforo e ferro. Sdo baixos os teores de lipidios e de proteinas.
Para Cereda e Vilpoux (2003) o fato da farinha ndo ser um alimento rico em proteinas ndo é

algo preocupante, pois na Regido Norte este alimento € geralmente consumida com alimentos.

Quadro 7: Composicao nutricional da farinha de mandioca d'agua descrita por diferentes autores

Nutriente IBGE (2008) | FRANCO (2002) | TACO (2011)
g100g*
Umidade 10,4 Nao relatado 9,4
Proteina 1,6 1,4 1,6
Lipideo 0,3 0,4 0,3
Carboidratos 87,9 83,24 87,9
Fibra alimentar 1,8 Nao relatado 6,4
Cinzas 1,2 Nao relatado 0,9
mg 100 g*
Célcio 65 45 65
Magnésio 37 N&o relatado 37
Faésforo 42 198 Nao relatado
Ferro 1,10 0,90 Nao relatado
Kcal
Calorias 361,0 | 342,7 | 360

Fonte: IBGE (2008), FRANCO (2002) e TACO (2011) adaptado.
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2.5 Fungos em alimentos

Os fungos constituem um grande grupo de seres vivos que podem ser encontrados em quase
todos 0s nichos ecoldgicos. Sao seres eucariontes heterotroficos, altamente eficientes na
degradacdo de ampla gama de substratos (AZEVEDO, 1997). Quando o enfoque é no
alimento os fungos mais estudados séo os fungos filamentosos por serem produtores de
micotoxinas, metabdlitos secundarios, que se caracterizam pela elevada toxicidade em
animais e seres Vivos.

De acordo com Pitt e Hocking (2009), os principais fatores que afetam o crescimento
de fungos em alimentos s&o a disponibilidade de &gua livre (atividade de agua), o efeito de
solutos especificos, a concentracdo de ions hidrogénio (pH), a temperatura do processo e de
estocagem, a atmosfera de armazenamento, a consisténcia do alimento e as caracteristicas
nutricionais. E importante enfatizar que a temperatura, umidade, atividade de 4gua e substrato
séo relatados como fatores mais importantes para o desenvolvimento de fungos e producao de
micotoxinas. No entanto as condi¢cbes ambientais como umidade relativa e temperatura séo
fatores determinantes para o desenvolvimento dos fungos, pois influenciardo diretamente nas
caracteristicas intrinsecas dos alimentos, uma vez que a umidade relativa se equilibra com a
agua livre do alimento (Pitt e Hocking, 2009).

A deterioracdo fangica causam grandes impactos econdmicos entre eles estdo:
diminuicdo do poder germinativo, alteracdo no sabor e no aroma (causado principalmente
pelas exoenzimas), descoloracdo e mudanca quimica e nutricional (Paster, Bulerman, 1988).
A producdo de micotoxinas nos alimentos sdo, atualmente, a maior preocupacao em relacédo
aos fungos nos alimentos, porque estas podem apresentar grandes prejuizos a salde de

animais e seres humanos.

2.5.1 Fungos micotoxigénicos

Fungos filamentosos sdo organismos que produzem diversos metabdlitos secundarios,
dentre eles, as micotoxinas. S&o produzidas em sua maioria por especies dos géneros
Aspergillus, Penicillium e Fusarium relevantes pelo envolvimento com contaminagdo de
alimentos e producdo de micotoxinas (IARC, International Agency for Research on Cancer,
1993). Tais fungos podem ocorrer naturalmente em alimentos agricolas pré e pos-colheita, e por
influéncia de condic¢des quimicas da matriz, umidade, temperatura e pH (Belli, 2004).

Para um metabolito secundario ser definido como micotoxina ficou estabelecido que

deve satisfazer os seguintes critérios: ser causadora de doenca em animais ou homens, ocorrer
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na natureza, ser produzida por fungos e ser aguda ou cronicamente toxica (PASTORE;
MACEDO, 2004).

O desenvolvimento de fungos no alimento ndo implica na presenca de micotoxinas no
substrato, assim como a auséncia de sinais aparentes de contaminac¢do por fungos nédo
significa que o alimento encontra-se livre de toxinas, uma vez que elas podem permanecer no
produto mesmo depois do desaparecimento dos fungos responsaveis por sua producdo
(SABINO, 1996). Para Molinin e Valentini (1999), a maioria das micotoxinas sao
termoestaveis, resistindo a determinados tratamentos térmicos ou processos de desidratacédo
que sdo suficientes para destruir o micélio vegetativo dos fungos que as produziram.

Devido a elevada toxicidade, a exposicdo do homem ao consumo de alimentos é
questdo de saude publica no mundo (CALDAS et al., 2002). Os sinais e sintomas da
intoxicacdo por micotoxinas vao desde lesdo na pele, sintomas de hepatotoxidade,
nefrotoxicidade, neurotoxicidade, hematoxicidade, podendo chegar & morte. As micotoxinas
podem ainda apresentar efeitos mutagénicos, teratogénicos, carcinogénicos ou

imunossupressores (JECFA, 2001).

2.5.2 Micotoxinas
As micotoxinas sdo substancias produzidas durante o metabolismo secundario de
fungos filamentosos que contaminam os alimentos, sdo caracterizadas pelas propriedades
totdxicas que apresentam aos organismos humano e animal. Sdo sintetizadas sob condicdes
especificas , a maioria das micotoxinas sdo resistentes a tratamentos fisicos e quimicos. Entre
as micotoxinas mais frequentemente encontradas em alimentos estdo as:
v' Aflatoxinas (AFTs): Sdo as micotoxinas mais relatadas em alimentos e com maior
risco de toxicidade, classificadas em B1, B2, G1 e G2 (Ardic et al., 2008). A AFLB1 é
a mais toxica e considerada como um fator etiolégico do cancer hepatico sendo por
esse motivo classificada com o status de grupo 1 ou seja potencialmente carcinogénica
(IARC, International Agency for Research on Cancer, 1993). A contaminagdo por
AFT é um problema particular em grande variedade de produtos alimentares,
incluindo o milho, sementes oleaginosas, especiarias, amendoim, nozes, leite (na
forma de metabolito da AFT B1 AFT M1) e frutas secas (IARC, 1993). Estes
metabolitos sdo produzidas principalmente por fungos do género Aspergillus estando
entre os mais frequentes as espécies Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus.
v Ocratoxina A: ja foi detectada em muitos alimentos, sendo mais comum em alimentos

vegetais secos e armazenados (como milho,cevada, amendoim, café, soja, trigo,
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centeio, arroz e outros), onde encontram um substrato altamente nutritivo para seu
desenvolvimento (FAO, 2001; SILVA et al., 2007; GOLLUCKE e TAVARES, 2004).
E considerada uma nefrotoxina os efeitos principais sdo necrose do epitélio tubular
renal, foi associada a nefropatia endémica dos Balcds, doenca caracterizada por
progressiva reducdo das funcdes renais em humanos (ROSSIELO et al. 2008). Em
estudos com animais, tem demonstrado efeitos carcinogénicos, mutagénicos,
teratogénicos (PALMA et al. 2007;ROSSIELO et al. 2008).

v Citrinina (CIT): E um metabolito produzido principalmente por fungos do género
Penicilium e Aspergillus sendo a espécie Penicilium citrinum uma das maiores
produtoras. Os alimentos mais envolvidos s&o milho, arroz, trigo e outros cereais,
queijo e frutas apodrecidas (COMERIO et. al.,1998; ABRAMSON et. al., 1999;
JANARDHANA et. al.,1999). A CIT é uma micotoxina extremamente importante no
ponto de vista toxicologico, pois pode ser ingerida por animais e pelo homem e causar
problemas croénicos relacionados com danos hepaticos e renais (KNASMULLER et ,
2004), ha relatos de que esta toxina .

v' Patulina (PAT): E uma micotoxina produzida por algumas espécies de fungo dos
géneros Penicillium, Aspergillus, Byssoclamys. Os alimentos envolvidos sdo sucos de
frutas, frutas in natura entre elas a maca é muito relatada, além destes alimentos
também se encontram em produtos agricolas. Esté relacionada a danos neurolgicos,
renais e hepaticos (Welke, 2008). Em estudo in vivo a Patulina se mostrou capaz de
inativar algumas enzimas, entre elas estavam as polimerases o acido ribonucleico e o
acido desoxirribonucleico. Isso também afeta a transcri¢do e a traducéo causando um
efeito direto no DNA (Riley, Showker, 1991).

2.5.3 Fungos e micotoxinas em farinha de mandioca

Em estudos realizados com farinha de mandioca foram encontrados relatos de maior
frequéncia dos géneros Aspergillus e Penicillium, fungos altamente toxigénicos (KRAEMER,
1998; LEMOS, 2001; CASTILLO, 2004; GOMES, 2007).

Alguns fungos toxigénicos tem sido isolados durante a estocagem de farinha de
mandioca dentre eles estdo: Aspergillus flavus, Aspergillus ochraceus, Aspergillus versicolor
e Penicillium spp. (Clerk et al. 1968; Shank et al. 1972, ...). Santos et al. (2012), ao realizarem
a investigacdo da microbiota presente na farinha de mandioca, identificaram a presenca de
fungos micotoxigénicos, é importante considerar o risco associado a presenca de fungos

toxigénicos na farinha de mandioca.
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No que se refere as micotoxinas estudo realizado por Ibeth et al (1991) e Ediage et al.
(2011) foram encontradas em amostras de farinha de mandioca, respectivamente, AFL B1,
AFL G1 e AFL B1, AFL B2, Zealerona, diacetoxiscirpenol.

Ressalta-se que sdo escassos 0s estudos envolvendo a farinha de mandioca na

investigacdo de fungos e micotoxinas (Essano et al, 2007).

2.6 ldentificacdo de Fungos

2.6.1.1dentificacdo de fungos pela Taxonimia tradicional

E denominado de método convencional, onde de acordo com o método padronizado
onde sdo utilizadas caracteristicas de colénias do fungo em questdo (caracteristicas
macroscopicas) e caracteristicas microscépicas que sdo analisadas em microscopios 0ticos.

E importante considerar que este método possui limitacdes, pois ha espécies de fungos
com caracteristicas muito préximas uma da outra, que se confundem com muita facilidade e
nesses casos 0S erros podem acontecer. Por esses motivos tanto o auxilio da microscopia

eletrbnica quanto a utilizacdo de métodos moleculares sdo de fundamental importancia.

2.6.1.1. Microscopia de Varredura como auxilio para taxonomia tradicional

A microscopia eletronica de varredura (MEV) é uma importante ferramenta para
estudo de caracteres morfolégicos em fungos de diferentes espécies. A morfometria das
estruturas é facilitada utilizando-se a MEV, pois € uma técnica que permite maior seguranca e
precisdo dos resultados.

Esta técnica consiste em uma coluna éptica, um sistema de vacuo e um sistema
eletronico.

Para a preparacdo das amostras se faz necessario a desidratacdo; as amostras nao
condutoras necessitam de cobrimento com uma camada condutora, que normalmente pode ser
de ouro ou carbono (WELTON, 1984). A microscopia eletronica oferece maior resolugéo,
maior aumento, maior profundidade de campo e maior versatilidade que a microscopia optica.
No seu funcionamento onda e particula, podem ser aplicados tanto para a luz quanto para
elétrons: entdo a luz pode ser descrita, em termos de fotons, como uma radiacdo de
comprimento de onda de 400 a 700 nm, enquanto que os elétrons podem ser considerados
uma radiacdo com comprimento de onda usual em microscopia, de 0,001 a0,01 nm. O
comprimento de onda do elétron depende da voltagem aplicada no filamento de tungsténio.
Geralmente aplica-se uma voltagem de 15 KV (GOODHEW e HUMPHREYS, 1988). A
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Microscopia Eletrénica de Varredura permite diferenciar estruturas morfoldgicas que as vezes
sd80 muito parecidas e dificeis de serem detectadas em Microscopio Optico. Trata-se de um
método importante para diferenciar estruturas morfoldgicas e para auxiliar na diferenciacéo

entre as espécies.

2.6.2.1dentificacdo de fungos pela PCR

Técnicas baseadas na analise molecular tem sido utilizadas com éxito na identificacdo
de espécies fungicas

A reacdo de PCR (Polymerase Chain Reaction) permite a amplificacdo de segmentos
especificos a partir de segmentos de DNA. O resultado da PCR pode ser observado
poreletroforese, onde os produtos da PCR sdo separados por tamanho de fragmento em géis
de agarose. A reacdo de PCR ocorre pela desnaturacdo inicial da dupla fita de
DNA e anelamento do primer, oligonucleotideos com aproximadamente 20 a 30 pb que
anelam em regides alvo do DNA. Apds o anelamento do primer, ocorre a sintese do
fragmento pela acdo da DNA polimerase. O produto da PCR (Polymerase Chain Reaction) é

sintetizado exponencialmente nos seguintes ciclos repetitivos da reacéo.

2.7. A Espectrometria de Massas

O espectrébmetro de massas € um instrumento que permite determinar a massa molar
de compostos eletricamente carregados, ou ions previamente Formados. Estes ions sao
selecionados de acordo com a razdo massa-carga (m/z), sendo m a massa em u (massa
atémica unificada), definida como 1/12 da massa de um &tomo do isétopo de 12C, o qual foi
designado como 12 u por convencao.

As técnicas avancadas em espectrometria de massas diferem principalmente no
modo de ionizacdo das amostras, como EI (electron ionization) e que é o método de ionizacdo
mais comum em espectrometria de massas, ndo sé ioniza as moléculas pela retirada de um
elétron, mas também transfere energia suficiente para que estas moléculas ionizadas se
fragmentem. Com o surgimento de novas técnicas de ionizacdo a partir da década de 80, a
ionizacgdo por ESI-MS (Electrospray lonization Mass Spectrometry) e a ionizagao por MALDI
(Matrix Assisted Laser Desorption/lonization) — estendeu a espectrometria de massas a quase
todos os tipos de moléculas. Tanto ESI como MALDI séo técnicas brandas de ionizagéo, o
que resulta na formacgdo de ions com baixa energia, tornando possivel a ionizacdo desde
moléculas de baixa massa molecular até biomoléculas com massas de acima 1 milhdo de

Daltons
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2.7.1. MALDI TOF na identificacdo de micotoxinas

MALDI- TOF — Matix Assisted Laser Dessorption lonization — técnica de ionizacao
sob vacuo foi introduzida por Hillenkamp er al. em 1985. Esta técnica consiste em solubilizar
0 composto a ser ionizado em uma solucdo contendo moléculas organicas, conhecidas como
matriz, que geralmente é um &cido orgénico aromatico formando uma mistura soélida . Um
pequeno volume desta mistura é depositada em uma placa metalica que conduz corrente
elétrica (energia). A placa é introduzida no sistema, sob vacuo, onde laser assistido de
comprimento de onda especifico, geralmente na regido do UV, incide sobre o cristal. As
moléculas sdo “dessorvidas” da placa por evaporacdo, ocorrendo a formagdo de uma fase
gasosa, altamente energética, atribuida a excitacdo eletrbnica da molécula da matriz ao
absorver a energia do laser. A formacdo dos ions ocorre através da transferéncia de cargas,
por exemplo, transferéncia de prétons das moléculas da matriz para 0 composto. Os ions
formados recebem uma alta Energia Cinética inicial que os impulsiona para o analisador de
massas Time-of-Flight (TOF), onde sdo separados de acordo com o tempo de vdo. Os
compostos sao separados no analisador de acordo com sua m/z.

A vantagem desse método esta na sua grande especificidade e pela facil interpretacédo
dos espectros gerados. Marques (2006) utilizou técnicas avancadas de espectrometria de
massas, (MALDI-TOF e ESI-MS) na andlise de micotoxinas em alimentos. A técnica
MALDI-TOF mostrou excelente desempenho nas andlises de aflatoxinas e ocratoxina A.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Avaliar a presenca de fungos e micotoxinas em farinha de mandioca (seca, mista ¢ d’agua)

produzidas na regido de Coari, Amazonas.

3.2 Objetivos especificos

v' Caracterizar os aspectos fisico-quimicos da farinha de mandioca: Umidade e Atividade de
agua e acidez;

v" Identificar espécies de fungos presentes na farinha de mandioca pela taxonomia tradicional
com auxilio da Microscopia eletronica de varredura;

v' Detectar a espécie de fungos micotoxigénico pela taxonomia tradicional e biologia
molecular;

v" Identificar presenca de micotoxinas;
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4.0 MATERIAL E METODOS

4.1 Amostras

Foram coletadas 30 amostras de farinha de mandioca obtidas de diferentes produtores
na feira Rural Belarmino Albuquerque de Coari-AM. Antes da coleta foi feito o registro da
variedade utilizada como matéria-prima pelo produtor e a identificagdo da unidade rural, onde
a farinha de mandioca foi processada.

As amostras foram armazenadas em sacos plasticos estéreis e transportadas até
Manaus - AM via transporte aéreo, para a realizacdo das analises no periodo entre 30 e 90

dias.

4.2 Andlises fisico-quimicas

As andlises fisico-quimicas foram realizadas no laboratério de bromatologia da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal do Amazonas (UFAM) com o
intuito de caracterizar aspectos fisico-quimicos da farinha de mandioca que possam

influenciar o potencial toxicoldgico do produto: umidade e atividade de agua.

4.2.1 Umidade

O teor de umidade das farinhas foi determinado nas trinta amostras em duplicata
utilizando a metodologia proposta por AOAC (2005).

Foi utilizada estufa com circulacdo de ar a 105° até peso constante.

4.2.2 Atividade de agua

Foram analisadas as determinacdes da atividade de dgua das trinta amostras de farinha
de mandioca em duplicata. Para a andlise foi utilizado o aparelho AquaLab, digital, modelo
CX-2, fabricado pela DECAGON, acoplado a um banho termostatico controlado na
temperatura de 25°C. As analises foram realizadas ap6s 30 dias de armazenamento em local

arejado.

4.3 Isolamento, purificagdo e deteccdo de fungos na cultura de farinha de mandioca
Foram realizadas no laboratério de micologia do Instituto Lednidas e Maria Diana
ILMD/FIOCRUZ, com o intuito de identificar a nivel de especie os fungos micotoxigénico

presentes nas amostras de farinha de mandioca.
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4.3.1 Processamento da amostra e isolamento dos fungos

As embalagens de farinha foram submetidas a desinfecgdo externa, utilizando alcool a
70% embebido em algod&o hidrdéfilo. Seguido a esse procedimento, cada amostra de farinha
de mandioca foi retirada 10 g para ser adicionado em 90 mL de agua peptonada 0,1%
(diluicdo 10™). A partir desta diluicdo foram preparadas diluicBes sucessivas decimais até
obtencdo da diluicdo 10™. Todas as diluices foram homogenizadas em shaker orbital, durante
cinco minutos.

Da Gltima diluicdo (10™) retirou-se 0,2 pL para ser semeado, em triplicata, na
superficie de &gar Glicerol Dicloran (DG18%). As placas devidamente semeadas ficaram
armazenadas em estufas (BOD) a temperatura 28°C. O crescimento dos fungos foi observado
a cada 24 horas durante 7 (sete) dias. O quantitativo de unidade formadoras de coldnias

(UFC) foi determinado por grama de produto.

4.3.2 Purificagao das col6nias oriundas do isolamento primério
Apds o isolamento primario, as coldnias foram submetidas a purificacdo em tubos de
ensaio contendo meio de cultura agar malte (MEA). Estas repicadas, centralmente, na

superficie do meio MEA.

4.3.3 Microcultivo

As amostras de fungos foram inoculadas em placas, contendo o meio de cultura agar
malte, em trés pontos equidistantes. Da mesma placa um cubo de aproximadamente 1cm? do
meio de cultura foi cortado e na sua superficie foi inoculada a amostra, posteriormente o cubo
foi coberto por uma laminula e a placa incubada em uma estufa a 28°C por 7 dias. Apo6s 0
tempo determinado a laminula foi retirada para o preparo de uma lamina e observada em
microscopio o6tico (KERN et al. 1999).

4.3.4 ldentificacdo dos fungos em nivel de espécie

As amostras fungicas foram identificadas em nivel de espécie, baseando-se nas
caracteristicas morfologicas, forma de reproducéo e teste fisiologicos em cultivos obtidos em
meios seletivos, segundo Domsch et al. (1980). As culturas puras foram conservadas em agua
destilada esterilizada (CASTELANI, 1967).
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4.3.5 Potencial toxigénicos

4.3.5.1 Deteccdo de micotoxina em meio solido

As analises para se detectar a producdo de metabolitos secundarios extracelulares
Foram realizadas em agar coco (BIZZETTO et al., 1997), semeando-se fragmento de cultura
pura, centralmente na superficie do meio sélido contido em placa de petri. As placas foram
encubadas por 4 dias a 28°C., e 0 verso e reverso da col6nia serdo observados a cada 24
horas. Serad observada a alteracdo da cor no meio de cultura. Para avaliacdo da presenca de
micotoxinas, as coldnias foram examinadas visualmente sob luz ultravioleta (UV) em 365 nm,
observando a fluorescéncia produzida. Fragmentos dos fungos foram transferidos para 0 meio
agar extrato de levedura sacarose (YES) e incubados a 28°C durante sete dias, em seguida foi
utilizado vapor de amdnia (25%) e observada mudanca de coloracao rosa intenso no reverso
da col6nia que indica resultado positivo, segundo Saito e Machida (1999). Somento os fungos
positivos para producdo de micotoxina pelos métodos agar coco e vapor de amdnia foram
considerados fungos toxigénicos e submetidos a extracdo, amplificacdo e sequenciamento de

DNA para identificacdo molecular.

4.4 Microscopia eletronica de varredura

Entre os fungos identificados como toxigénicos, duas espécies do género Aspergillus e
uma do género Penicillium foram submetidas a microscopia eletrdnica de varredura.

O cultivo dos fungos isolados foi realizado em agar malte (MEA) e incubados a 25°C
por cinco dias. Foi utilizado o método tradicional, e 0 exame do material foi realizado por
microscopio eletrdnico de varredura FEI Quanta 250.

4.4.1 Fixacdo do material

Para a fixacdo do material foi utilizado fixador com glutaraldeido por 3 horas.
A lavagem em tampdo compativel com o fixador, (Cacodilato de sédio ou Fosfato) pH 7,2 (3
lavagens) por 15 min cada; e a impregnacdo em OsO4 dsmio a 1% em tampdo cacodilato de
sodio 0,2M por 1 hora. Para realizacdo da lavagem utilizou-se tampé&o (Cacodilato ou Fosfato

de sodio) realizando-se 3 lavagens porl5 min. cada.

4.4.2 Limpeza do Material
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A limpeza foi realizada por 5 minutos no ultrassom com veja limpeza pesada e quatro
banhos de 3 min. cada em &gua destilada no ultrasson. Para o controle da limpeza monitorar

na lupa e repetir o procedimento se necessario.

4.4.3 Desidratacéo
Foi utilizada a desidratacdo em série etandlica de concentracdo crescente onde
realizou-se em alcool a 15,30, 50, 70, 95 e 100 % por 15 min. cada e com uma repeticdo em

cada fase exceto a concentracdo de 100 que foi realizada trés repeticdes.

4.4.4 Secagem, montagem e exame do material

A secagem atraves do método de ponto critico, utilizando o dioxido de carbono(COg
como fluido de transicao;

Montagem do material sobre Stubs utilizando- se fita adesiva dupla — face e/ou cola de
prata. A cobertura com banho de ouro, usando o sistema de sputtering e o exame do material

foi realizado utilizando o microscépio eletrénico de varredura FEI Quanta 250.

4.5 Extracdo de DNA, amplificacdo e sequenciamento

Os fungos classificados como toxigénicos pelos métodos agar coco e (YES) foram

submetidas a identificacdo pela biologia molecular.

4.5.1 Extragdo do DNA
Apo6s o periodo de cultivo em MEA foi preparada uma suspensdo de esporos de cada
fungo isolado e a extragdo de DNA utilizando kit DNeasy Blood & Tissue (Qiagen®) segundo

instrucdes do fabricante.

4.5.2 Amplificacio da regiiao p-tubulina pela Reacdo em Cadeia Polimerase (PCR)

A PCR foi realizada em mix de 25 ul contendo: 1,0 uL de MgCl, (50 mM), 0,5 uL. de
dNTP (10 mM), 2,5 pL de tampao da Taq 10X, 0,3 da Taqg DNA Polimerase (5 U/ puL)
(Platium), 2 puLL de mix de iniciadores senso e anti-senso (5 uM) e 2 uLL de DNA. Parte do
gene B-tubulina foi amplificado utilizando 0S iniciadores Bt2a
(5’ GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC3?) e Bt2b
(5’ACCCTCAGTGTAGTGACCGGC3’) (Hubka e Kolarik, 2012). Os ciclos da PCR foram:
desnaturacdo inicial 94 °C por 5 min., seguidos de 30 ciclos de 94 °C a 30 seg.
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(desnaturacdo), 62 °C a 1 min. (hibridizacdo) e 72 °C em 2 min. (polimerizacdo), finalizando
com 72 °C de polimerizagao final e resfriadas a 4 °C.

Os produtos da PCR foram visualizados em gel de agarose a 1,5% em tampédo TBE 1X
(Tris-Borato EDTA) (Sambrook et al., 1989), marcados com Gelred (Biotium) visivel a luz
uv.

4.5.3 Sequenciamento dos produtos da PCR

Os produtos da PCR foram purificados pela metodologia da precipitacdo de
polietilenoglicol 20% (PEG). O sequenciamento foi realizado utilizando Kit BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems). As reagdes foram realizadas em
sequenciador ABI-3130. As sequencias foram editadas e analisadas usando o software

Geneious com base no banco de dados publicos do GeneBank.

4.6 Identificagdo de micotoxinas por MALDI-TOF MS

Para a extracdo das micotoxinas foram transferidos 5 g de amostra para frascos de
vidro ambar e adicionados 5 mL de metanol. Os frascos foram agitados por 60 min.,
sonicados por 5 min. e deixado em repouso por 60 min. O sobrenadante foi transferido para
frasco ambar e o solvente evaporado. O extrato de cada amostra foi misturado a 1 pL da
solugdo matrix (75 mg/mL de acido a-ciano-4-hidroxicinamico (CHCA) em
etanol/agua/acetonitrila [1:1:1] com 0,03% de acido trifluoroacético (TFA)), e deixou-se secar
a temperatura ambiente (Marques, 2006). O equipamento utilizado foi MALDI TOF Autoflex
Il espectometro de massa (Bruker Daltonics, Bremen, Germany). A variacdo de massa
analisada foi até 2 000 Da usando modo linear com pulso de 104 ns em uma voltagem de +20
kV, e o laser Nd:YAG (neodymium-doped yttrium aluminium garnet; Nd:Y3AlsO:,) of
1064nm ajustado em uma poténcia de 66%. Os espectros brutos foram divididos em 4
intervalos do mesmo tamanho (500 Da cada). Os espectros foram interpretados conforme a

massa molecular das micotoxinas investigadas.



42

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Umidade e atividade de agua

O teor médio e variacdo (minima-maxima) da umidade nas amostras analisadas foram
de 9,61% e 7,08-13,55%, respectivamente. Os resultados evidenciaram que 6,7% das
amostras apresentaram valores maximos de umidade, em desacordo com a legislacdo
brasileira, que estabelece 13% como valor maximo permitido (ANVISA, Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria, 2001). Os resultados diferem de um estudo realizado em amostras de
farinha na Bahia, onde os valores de umidade variaram de 4,93 a 9,33% (Santos et al., 2012).
Souza et al. (2008) analisaram 18 amostras de farinhas de mandioca produzidas no municipio
de Cruzeiro do Sul, Acre - Brasil, e obtiveram valores de umidade entre 8,10 a 12,02%.

Percebe-se que os valores maximos encontrados no presente estudo se assemelham ao
de Souza et al., isso provavelmente ocorreu pela pesquisa ser conduzida na regido com
mesmas condicdes de temperatura e umidade deste estudo, ambos Estados se localizam na
Regido Norte, diferente do trabalho de Santos que foi realizado na regido Nordeste com
condi¢des ambientais diferenciadas.

Os teores de (awy nas amostras analisadas apresentaram o valor médio de 0,52 e
variacdo minima-maxima de 0,69-0,37. Pitt e Hocking (2009) descrevem ser necessarios
teores de (aw) acima que 0,70 para haver desenvolvimento de fungos, nesse estudo todas as
amostras avaliadas apresentaram (a,) abaixo de 0,70. Esses resultados sdo semelhantes aos
encontrados por Chisté et al. (2006) que ao analisar dez amostras de farinha de mandioca
produzidas no Pard, Brasil, encontraram valores entre 0,31 e 0,61.

Apesar dos valores de (ay) encontrados terem sido inferiores a 0,70, € possivel que
durante o0 armazenamento haja elevacdo desses valores, pois 0 armazenamento e
comercializacdo da farinha ocorrem em sacos de 50 Kg abertos em contato direto com a
umidade relativa do ar, que na Regido Norte é superior a 85%.

A avaliacdo dos teores de umidade e (a,) tem grande importdncia em razdo da
influéncia na vida de prateleira dos alimentos, pois estdo entre os parametros mais influentes
para o desenvolvimento de fungos e producdo de micotoxinas. Segundo Pitt e Hocking (2009)
o teor de (aw) do alimento esta intimamente ligada a umidade relativa do ar (UR). O equilibrio
entre a UR e a a,, é algo esperado, o que pode favorecer o desenvolvimento de fungos durante

0 armazenamento. Ao avaliar a alteracéo da (aw) em amostras de farinha de mandioca foi
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observado aumento de até 24,84% em amostras obtidas de supermercados a temperatura
ambiente, por um periodo de até 180 dias (Ferreira Neto et al., 2005).
5.2. Identificacdo da micobiota

Entre as 30 amostras de farinha de mandioca estudadas, 9 (30%) apresentaram fungos.
A identificacdo a nivel de género evidenciou a presenca de 15 isolados de Aspergillus
(27,8%), 34 isolados de Penicillium (63%) e 5 isolados de Acremonium (9,2%) (Tabela 1). A

variagdo (minima-maxima) da contagem de fungos nas amostras foi 2,0-25,0 UFC.g™.

Tabela 1: Fungos isolados de amostras de farinha de mandioca produzidas no municipio de Coari, Amazonas,

Brasil.

Amostras* **UFC.g™" Aspergillus spp Penicilium spp Acremonium spp
Al 5 0 5 0
A2 6 0 5 1
A3 5 0 3 2
A4 2 0 0 2
A6 2 0 2 0
A7 4 1 3 0
Al5 25 12 13 0
A20 3 1 2 0
A30 2 1 1 0

*09 amostras positivas em 30 amostras analisadas.
** UFC: Unidades formadoras de col6nia

Pontes (2012) ao verificar a micobiota de amostras de farinha de mandioca
comercializada em S&o Paulo - Brasil identificou contaminacdo em 66,8% das amostras, este
resultado apresenta maior nimero de amostras contaminadas quando comparada ao presente
estudo.

A presenca dos fungos filamentosos na farinha de mandioca pode ser explicada pelos
seguintes fatores: (a) a influéncia do ambiente, pois a regido amazonica apresenta condic¢oes
muito favoraveis para o crescimento, como UR> 80% e temperaturas elevadas, ou seja, >30°C
(Oliveira e Reboucas, 2008); (b) pelo processamento ocorrer de forma rudimentar e muitas
vezes sem conhecimento sobre boas praticas de higiene (Chisté et al., 2006); (c)
armazenamento inadequado e possivel exposicdo prolongada do alimento ao ar atmosferico
(Ferreira Neto et. al, 2004). Alhadas et al. (2004) relatam que os géneros Penicillium e
Aspergillus sdo predominantemente encontrados em armazéns, moinhos e locais onde sdo
processados produtos agricolas.

Os valores encontrados neste estudo ndo ultrapassam os estabelecidos pela legislacéo
brasileira vigente para bolores e leveduras, com maximo de 10* UFC.g™. Porém, a presenca

de fungos filamentosos é preocupante uma vez que podem ser potencialmente produtores de
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micotoxinas (Pitt e Hocking, 2009). Os resultados encontrados neste estudo corroboram com
os trabalhos realizados por outros autores, que ao investigarem a micobiota de farinha de
mandioca identificaram como predominantes os géneros Penicillium e Aspergillus (Kremer e
Stussi, 1998; Lemos et al., 2001; Gomes et al. 2007). Lemos et al. (2001) Relatam que 0s
géneros Aspergillus e Penicillium sdo os mais provaveis de serem encontrados em farinha de
mandioca por serem considerados xerofilicos.

Ao realizar a identificacdo das espécies fungicas presentes nas amostras da farinha
pela taxonomia tradicional, foram obtidos os seguintes resultados em ordem decrescente de
frequéncia: Penicillium waksmanii 14 (25,9%), Aspergillus flavus 13 (24,2%), Penicillium
citrinum 11 (20,5%), Penicilium melinii 3 (5,6%), Penicilium bilaii 2 (3,7%), Penicilium
janthinelum 1 (1,8%), Penicilium janczewskii 1 (1,8%), Penicilium miczynskii 1 (1,8%),
Penicillium variabile 1 (1,8%), Aspergillus japonicus 1 (1,8%), Aspergillus sp. 1 (1,8%) e
outros 5 (9,3%). A tabela 2 demonstra a frequéncia de fungos por amostra de farinha de

mandioca.

Tabela 2: Frequéncia relativa (%) dos principais fungos isolados de amostras de farinha de mandioca produzidas
no municipio de Coari, Amazonas, Brasil.

Amostras de Fungal Species

Farinha A =) =) =)

A amoenu P. P. miczynsk citrinu variabl P. P.

flavus S Bilai waksmanii ii m e melini janthinelu
S1 0 0 0 60 0 20 20 0 0
S2 0 0 0 0 0 25 0 25 50
S3 0 0 0 33 0 67 0 0 0
S4 0 0 0 0 0 100 0 0 0
S6 0 0 50 50 0 0 0 0 0
S7 0 0 0 0 33 33 0 33 0
S15 46 4 0 42 4 4 0 0 0
S20 50 0 0 0 0 50 0 0 0
S30 67 0 0 0 0 33 0 0 0

Lemos et al. (2001) identificaram a presenca de A. flavus em 10% de amostras de
farinha de mandioca coletadas em Goids-GO, além desta espécie encontraram também A.
niger, A. terreos e A. fumigatus. Gnonlonfin (2012) ao analisar 60 amostras de mandioca
chips encontrou Aspergillus flavus em 54 das amostras analisadas. Este estudo se assemelha
com os descritos acima por também encontrar Aspergillus flavus em amostras analisadas.
Porém outros estudos envolvendo a micobiota de farinha de mandioca sdo necessarios para
melhor discussdo, pois 0 nimero de estudos envolvendo esse alimento e sua micobiota sdo

€SCassos.



45

Entre os fungos isolados, 10 (18,5%) foram classificados como toxigénicos e
identificados pela biologia molecular, sendo constatadas as seguintes espécies: Aspergillus
flavus 2 (20%), Aspergillus amoenus 1 (10%) e Penicillium citrinum 7 (70%) (Tabela 3).

Entre as espécies isoloadas da farinha de mandioca e identificada como toxigénica
o Pencillium citrinum é muito relatada como produtora de citrinina em alimentos
diversificados (xxxx). Em relacdo a Aspergillus flauvus é frequentemente encontrado em
alimentos e considerada a principal espécie produtora de aflatoxinas sobretudo a AFLB1 e
AFLB2, ha grande atencdo dada a esta toxina pelo seu efeito toxico em animais e seres
humanos. Dentre as espécies pertencentes a secdo versicolor apenas o Aspergillus versicolor
foi encontrado descrito por Wareing et al. (2001) como fungo presente em produto seco da
manidioca e Clerk e Caurie (1968) encontrou em farinha de mandioca. Este fungo foi também
relatado como produtor da micotoxina esterigmatocistina encontrado em 10 de 49 amostras de
derivado seco da mandioca (Wareing et al., 2001). Porém no presente estudo nao foi
encontrado Aspergillus versicolor, mas uma espécie pertencente a mesma Se¢do, O
Aspergillus amoenus que apresentou evidéncias de micotoxinas nas duas metodologias
utilizadas nesse estudo, tal resultado conflita com a literatura que considera este fungo como

n&o produtor de toxina.

Tabela 3: Espécies identificadas pela taxonomia tradicional e biologia molecular

NUmero da Amostra Taxonomia tradicional Identificacéo pela B tubulina NUmero no Genebank

F1510 Aspergillus flavus Aspergillus flavus KJ136090.1
F1520 Apergillus flavus Aspergillus flavus KJ136096.1
F1501 Aspergillus sp. Aspergillus amoenus JN853944.1
F103 Penicillium Citrinium Penicillium Citrinium KC345003.1
F107 Penicillium Citrinium Penicillium Citrinium KC345001.1
F462 Penicillium Citrinium Penicillium Citrinium JX141014.1
F261 Penicillium Citrinium Penicillium Citrinium JX141013.1
F2050 Penicillium Citrinium Penicillium Citrinium KC345001.1
F309 Penicillium Citrinium Penicillium Citrinium KC345003.1
F3011 Penicillium Citrinium Penicillium Citrinium JX141012.1

As imagens das estruturas morfologicas foram obtidas pela microscopia eletrénica de
varredura. A figura 2 apresenta os detalhes das estruturas de trés fungos considerados
toxigénicos Aspergillus flavus, Aspergillus amoenus, Penicillium citrinum. Dentre as
espécies identificadas pela taxonomia tradicional uma do género Aspergillus nao foi possivel
identificar, pois a estrutura morfoldgica ndo apresentou visibilidade necessaria, na

microscopia de varredura as estruturas sdo mais evidentes, facilitando a identificacdo, pois



46

evidencia detalhes das estruturas morfoldgicas como: conidioforos, metula e conidios. Esta é
uma técnica considerada como importante coadjuvante na identificagdo dos fungos pela

taxonomia tradicional (Martinelli e Santos, 2006).

Figura 8: Estruturas morfoldgicas evidenciadas por meio da Microscopia Eletrénica de Varredura A)
Aspergillus flavus B) Aspergillus amoenos C) Penicillium citrinum

Quanto aos fungos identificados como micotoxigénicos, dentre os 15 fungos do
género Aspergillus isolados, apenas 3 (20%) se mostraram potencialmente toxigénicos e entre
0s 34 isolados do género Penicillium 7 (20,6%) apresentaram o mesmo potencial pelas
metodologias analisadas (Agar coco e YES). Kremer e Stussi (1998) ao pesquisarem fungos
toxigénicos do género Aspergillus por meio do agar coco, identificaram que 14,9% positivas.

5.3. Detecgédo de micotoxinas
Foram detectados espectros com m/z referentes as micotoxinas, a seus valores
protonados (massa da micotoxina + H*) e a cationizagdo com os ifons Na* (m/z = 32) e K"
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(m/z = 39) formando ions denominados adutos. Foram identificadas m/z referente as
seguintes micotoxinas: patulina (m/z 154+23=177) (Figura 3), citrinina (m/z 250+39= 289),
AFL B; (m/z 312+23 =335), AFL B, (m/z 314+23=337) e AFL G; (m/z 330+39=368).

Figura 9: Espectros de massa obtido por MALDI-TOF MS indicando massa referente molécula de Patulina
adicionada de um ion Na+ (177,979).
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Nas amostras avaliadas, as micotoxinas mais frequentes foram: patulina, AFLB; e
citrinina, descritas na Tabela 5. Ibeh et al. (1991) ao utilizarem métodos cromatograficos para
analisar presenca de AFLs em farinha de mandioca adquiridas em diferentes pontos de venda
em Benin (Nigéria), constataram que 40% das amostras estavam contaminadas com AFL Bl e
AFLGL. Ediage et al. (2011) ao pesquisarem presenga de micotoxinas em amostras de farinha
de mandioca pelo método LC-MS/MS encontraram AFLs Bl e B2, zearalenona,
diacetoxiscirpenol e beauvericina. Os resultados do presente estudo se assemelham aos
citados apenas pela presenca de AFLs Bl e B2, presentes em 86,7% e 3,3% das amostras
analisadas respectivamente.

Este € um dado preocupante uma vez que a AFLB1 é considerada o mais potente
hepatocarcinogénico natural (IARC, 1993), e a farinha de mandioca um dos alimentos mais

consumidos na Regido Norte e pode ser uma das causas de cancer hepatico na regiao.
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Santos e Silva (2010) relatam que dentre as micotoxinas a aflatoxina B1 é a mais frequente
em alimentos.

As AFL sdo consideradas as mais perigosas pela frequéncia em que sdo encontradas
em alimentos, e podem causar sérios danos hepaticos, dentre eles necrose hemorragica
(Volkler et al. 2011). A Regido Norte brasileira apresenta elevado consumo de farinha de
mandioca, que caso esteja contaminada por micotoxinas poderia influenciar nos indices de

cancer de figado da populacédo da regido.

Tabela 4: Micotoxinas identificadas em amostras de farinha de mandioca conforme os espectros gerados em
MALDI TOF.

Micotoxinas
Amostras . .

Citrinina Patulina AFL B1 AFL B2 AFL G1 AFL G2
S1 X X X ND X ND
S2 X ND ND ND X ND
S3 X X X ND ND ND
S4 X X X X X X
S5 X X X ND ND ND
S6 X X ND ND ND ND
S7 X X X ND ND ND
S8 X X X ND ND ND
S9 X X X ND ND ND
S10 ND X X ND ND ND
S11 ND X X ND ND ND
S12 X X X ND ND ND
S13 X X X ND ND ND
S14 X X X ND ND ND
S15 X X X ND ND ND
S16 X X X ND ND ND
S17 X X X ND ND ND
S18 X X X ND ND ND
S19 ND X X ND ND ND
S20 X X X ND ND ND
S21 X X X ND ND ND
S22 X X X ND ND ND
S23 X X X ND ND ND
S24 X ND X ND ND ND
S25 X ND X ND ND ND
S26 X X X ND ND ND
S27 X X X ND ND ND
S28 X X X ND ND X
S29 X X ND ND ND ND
S30 X ND ND ND ND ND

X = Presenga de micotoxina; ND: N&o detectado.
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6. CONCLUSAO

A micobiota das amostras de farinha de mandioca produzida em Coari, Amazonas,
Brasil apresentou-se composta principalmente por fungos dos géneros Aspergillus e
Penicillium e entre as espécies encontradas como toxigénicas estdo Penicillium citrinum,
Aspergillus flavus e Aspergillus amoenus.

Fatores que estdo relacionados com este resultado sdo o armazenamento inadequado
e/ou prolongado do produto associado ao fato da regido amazdnica possuir condicdes
ambientais propicias (umidade relativa e temperatura) para o desenvolvimento de fungos
toxigénicos e a producdo de micotoxinas em farinha de mandioca produzidas na regido.

Foi evidenciada m/z equivalente a AFLBL, citrinina e patulina com maior frequéncia,
porém em futuros trabalhos, serdo necessarios a quantificacdo dessas micotoxinas, para que
haja melhor compreenséo do risco associado ao consumo. E necessario mais estudos para
relacionar a presenga de micotoxinas em farinha de mandioca com os indices de patologias

hepéticas na populacdo da Regido Norte brasileira.
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Abstract

This study identified the mycobiota and occurrence of mycotoxins in samples of cassava
flour produced in Coari, Amazonas, Brazil. 30 samples were collected at the local market
and evaluated for moisture and water activity (ay.), presence of fungi (isolation, purification
and identification by traditional taxonomy), scanning electron microscopy and mycotoxins.
Confirmation of toxigenic fungi species was performed through molecular biology and
mycotoxins were identified by MALDI-TOF. Results for moisture and a,,. ranged from 7.08
to 13.55% and 0.37 to 0.69, respectively. Among samples analyzed, 30% had fungi and, of

these, 18.5% were toxigenic. The identified species were Aspergillus flavus, Penicillium
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citrinum and P. waksmani. Among the toxigenic fungi, P. citrinum, A. flavus and A.
amoenus were found. MALDI-TOF showed a more frequent presence of Aflatoxin B1,
Patulin and Citrinin. Attention is needed to prevent toxigenic fungi and possible mycotoxin

production during the processing of cassava flour.

Keywords: Aspergillus sp., Penicillium sp, MALDI-TOF, Aflatoxin

1 Introduction

Filamentous fungi are organisms which produce several secondary metabolites, among
which mycotoxins stands out, characterized by its toxic properties in both human and
animal organism. These toxins are produced mostly by species of the genera Aspergillus
and Penicillium, relevant due to its involvement in mycotoxin production and food
contamination (IARC, International Agency for Research on Cancer, 1993). These fungi
can occur naturally in agricultural food pre and post-harvest and under the influence of
chemical conditions of matrix, moisture, temperature and pH (Belli, 2004).

Among filamentous fungi, Aspergillus is the producer of Aflatoxin (AFL), the most
frequently reported mycotoxin in food and at greater risk of toxicity, being classified as B,
B,, G1 and G, (Ardic et al.,, 2008). The AFLB; is the most toxic and considered as an
etiological factor for liver cancer (IARC, International Agency for Research on Cancer,
1993). Consequently, liver pathologies related to the consumption of food contaminated by
AFLs have been widely studied (Bordini et al., 2013). In Brazil, cases of liver cancer stand
in the North Region of Brazil as one of the five leading causes of death in men (INCA,
National Cancer Institute, 2010). A hypothesis for this condition would be the high
consumption of certain regional foods including the cassava flour, which, according to the
IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, 2010), has an average consumption
per capita of 46.2 (g/day), the country's largest.

Flour is the main product of cassava in the Amazon region and considered as an important
source of carbohydrate. Its features vary according to the region it is produced, and it can
be classified as dry, watery or “puba” and mixed. In the state of Amazonas, the most
frequent type are puba and mixed, produced in small establishments called "flour mills".
Flour processing occurs by small producers in order to supply their family need and to be

sold in municipal fairs or small shops (Chisté et al., 2006). The production is artisanal
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under ambient conditions with high relative humidity (RH%; between 80-95%) and
temperatures greater than 25 °C (Calderari et al., 2013).

The flour processing occurs in the following steps: harvest, peeling, fermentation, grating,
pressing, graining, drying and storage (Cardoso, 2005). Conditions of production and
storage may favor fungal growth (Gomes et al., 2007). Santos et al. (2012) conducted an
investigation on the microbiota present in cassava flour and identified mycotoxigenic fungi.
However, studies involving cassava flour, fungi and mycotoxins are scarce (Essono et al.,
2007). To collaborate with assessment of mycotoxins in cassava flour, this study aimed to
identify the mycobiota and the presence of mycotoxins in samples of cassava flour

produced in Coari, Amazonas, Brazil.

2. Material e Methods

2.1. Geographic characterization and sampling

30 samples of cassava flour were collected in December 2012, from different producers
from a fair located in Coari (Figure 1), Amazonas, Brazil, a city in the middle Solimdes
region (4°5'6"S, 5°8'30"W). Before sampling, a recording of the feedstock variety used by
the producer and the identification of the rural unit where the sample was processed was
performed. Samples were collected, stored in 300g sterile plastic bags, placed in coolers
and transported to Manaus, Amazonas, through airmail, to the laboratory within 30-90

days.
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Figure 1. Location Map from Coari, Amazonas, Brazil.

2.2 Laboratory analysis
2.2.1 Humidity

The determination of moisture was performed in duplicate, using the gravimetric method
described by AOAC (2005).

2.2.2 Water Activity

Water activity (a,) was measured using a digital device (AquaLab®, CX-2 Model,
DECAGON) connected to a thermostatic bath at 25 °C. Analyses were performed in duplicate.

2.2.3. Isolation, purification and identification of mycobiota

Isolation was performed using 10g of each sample, diluted in 90mL of 0.1% peptone
water and subjected to a series of decimal dilutions, in order to obtain a concentration of 10,
Seeding was performed in triplicate using 0.1mL of the final dilution onto the surface of 18%
Dichloran
Glycerol Agar Base (18%DG) at 28°C for 07 days (Pitt and Hocking, 2009). After primary
isolation, colonies were purified in test tubes containing Malt Extract Agar (MEA) culture medium.
For identification of isolated fungi, techniques based on its macroscopic (color, size, colony texture
and presence of exudate) and microscopic characteristics were performed, using keys proposed by
Samson and Pitt (1985), Pitt (2000), Klich and Pitt (1988) and Raper and Fennell (1977).
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2.2.4. Toxigenic potential

Fragments from isolated colonies were transferred to coconut-agar medium (Lin and
Dianese, 1976) and incubated at 28°C for 07 days, being observed every 24 h. To evaluate the
presence of mycotoxins, colonies were visually examined under ultraviolet (UV) light at 365nm to
observe any fluorescence produced.

Fragments of fungi were transferred to Yeast Extract with supplements (YES) medium
and incubated at 28°C for 07 days. Then, ammonia vapor was used (25%) in order to observe
changes in color until obtaining an intense pink on the reverse of the colony, a positive result
according to Saito and Machida (1999). Only fungi positive for mycotoxin production through
coconut-agar medium and ammonia vapor were considered toxigenic and subjected to extraction,

amplification and sequencing of DNA for molecular identification
2.3. Scanning electron microscopy

Among those identified as toxigenic fungi, two species of Aspergillus sp. and one of
Penicillium sp. were examined by scanning electron microscopy. The culture of the isolated fungi
was performed on Malt Extract Agar (MEA) and incubated at 25°C for 05 days. The traditional
method (May-Mio et al., 2006), was used and material examination was performed using a scanning
electron microscope (FEI Quanta 250).

2.4. DNA extraction, amplification and sequencing

Fungi classified as toxigenic using coconut-agar and YES medium were subjected to

identification by molecular biology.
2.4.1. DNA extraction

After the cultivation period in MEA, a spore suspension of each fungus isolated was
prepared. DNA extraction was performed using a DNeasy Blood & Tissue kit (Qiagen®), according

to manufacturer instructions.

2.4.2. Amplification of B-tubulin region by Polymerase Chain Reaction (PCR)
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PCR was performed in 25puL mix [1.0uL MgCI12 (50mM), 0.5uL dNTPs (10mM), 2.5uL

10X Taq buffer, 0.3 Taq DNA Polymerase (5U/uL) (Platium)], 2ul. mix of sense and antisense
primer (5SuM) and 2uL DNA.
Part of the B-tubulin gene was amplified using the Bt2a
(5'GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC3) and Bt2b (5'ACCCTCAGTGTAGTGACCGGC3)
primers (Hubka and Kolarik, 2012). PCR cycles were: initial denaturation (94°C for 5 min);
followed by 30 cycles at 94°C for 30 sec (denaturation), at 62°C for 1 min (hybridization) and at
72°C for 2 min (polymerization); ending with a polymerization at 72°C and a cooling to 4°C. PCR
products were visualized on 1.5% agarose gel in 1X TBE (Tris-Borate EDTA) (Sambrook et al.
1989), labeled with GelRed (Biotium) visible at UV light.

2.4.3. Sequencing of PCR products

PCR products were purified by 20% polyethylene glycol (PEG) precipitation
methodology. Sequencing was performed using BigDye Terminator kit (v3.1 Cycle Sequencing,
Applied Biosystems). Reactions were performed on an ABI-3130 sequencer and sequences were
edited and analyzed using Geneious software, based on the GenBank public database.

2.5. ldentification of mycotoxins by MALDI-TOF MS

For mycotoxins extraction, 5g of each sample was transferred to amber glass vials
containing 5mL of methanol. Flasks were agitated for 60 min, sonicated for 5 min and left to stand
for 60 min. The supernatant was transferred to an amber vial and the solvent was evaporated. The
extract from each sample was mixed with 1ml of matrix solution [75mg/ml of a-Cyano-4-
hydroxycinnamic acid (CHCA) in ethanol/water/acetonitrile [1:1:1] with 0.03% trifluoroacetic acid
(TFA)] and allowed to dry at room temperature (Marques, 2006). The equipment used was MALDI
TOF Autoflex Il mass spectrometer (Bruker Daltonics, Bremen, Germany).

The mass variation analyzed was up to 2000Da, using a linear mode with 104ns pulse at +20 kV
and the Nd:YAG (neodymium-doped yttrium aluminium garnet; Nd:Y3AlsO;,) laser of 1064nm, set
to a 66% power. Raw spectra were divided into 4 intervals of 500Da each. Spectra were interpreted

as the molecular weight of mycotoxins investigated.

3. Results and Discussion
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3.1. Moisture and water activity

The average content and variation (minimum-maximum) of moisture in the analyzed

samples were 9.61% and 7.08-13.55%, respectively. Results showed that 6.7% of samples had
maximum values of humidity, in disagreement with the Brazilian legislation, which establishes 13%
as the maximum value allowed (ANVISA, the National Health Surveillance Agency, 2001). Our
results differ from a study conducted in flour samples from Bahia, Brazil, where humidity values
ranged from 4.93 to 9.33% (Santos et al., 2012). Souza et al. (2008) analyzed 18 samples of cassava
flour produced in Cruzeiro do Sul, Acre, Brazil, and obtained moisture values between 8.10-
12.02%. Maximum values found in the present study resemble those found by Souza et al. (2008),
which can be justified by the fact that both studies were conducted in regions located in the North
Region of Brazil, with the same conditions of temperature and humidity, unlike Santos et al. (2012),
who analyzed samples from the Northeast region with different environmental conditions.
Samples had an average value of a,. of 0.52 and a minimum-maximum range of 0.69-0.37. All
samples evaluated in our study had a,, <0.70, similar to those found by Chisté et al. (2006) when
analyzing samples of cassava flour produced in Pard, Brazil, with a,, between 0.31-0.61. Pitt and
Hocking (2009) describe that a,, >0.70 are required for the development of fungi, higher that those
found in our study. It is possible that, during storage, there is an elevation of these values, since
producers used 50K g open bags to store and sell the flour, leaving it in direct contact with humidity.
The evaluation of moisture and a,, is of great importance due to the influence on the shelf life of
foods, since they are among the most influential parameters for the development of mold and
mycotoxin production. According to Pitt and Hocking (2009), a, in food is closely related to
relative humidity (RH) and a balance between them is something expected, which may favor the
development of fungi during storage. When evaluating a,, changes an increase up to 24.84% was
observed in samples obtained from supermarkets at room temperature for a period of up to 180 days
(Ferreira Neto et al., 2005).

3.2. ldentification of mycobiota
Among the 30 samples of cassava flour studied, 9 (30%) had fungi. Genus identification revealed

the presence of 15 isolates of Aspergillus (27.8%), 34 of Penicillium (63%) and 5 of Acremonium

(9.2%) (Table 1). The variation (minimum-maximum) in the fungal counting was 2.0-25.0 CFU.g™.
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Table 1
Fungi isolated from samples of cassava flour produced in Coari, Amazonas, Brazil.
Sample* *JFC.g" Aspergillus spp Penicilium spp Acremonium spp

Al 5 0 5 0
A2 6 0 5 1
A3 5 0 3 2
A4 2 0 0 2
A6 2 0 2 0
A7 4 1 3 0
A15 25 12 13 0
A20 3 1 2 0
A30 2 1 1 0

*09 positive samples positivas in 30 analized.
** UFC: Colony forming units

Pontes (2012) analyzed mycobiota samples on cassava flour from Sao Paulo, Brazil and
identified fungal contamination in 66.8% of samples, higher than our results. The presence of
filamentous fungi in cassava flour can be explained by two main factors: influence of the
environment, since the Amazon region has favorable conditions for their growth, with an RH>80%
and temperature>30°C (Oliveira and Reboucas, 2008); and processing, which occurs rudimentary
and often without knowledge of good hygiene practices (Chisté et al., 2006), as well as
inappropriate storage and possible prolonged exposure of food to atmospheric air (Ferreira Neto et
al, 2004). Alhadas et al. (2004) reported that Aspergillus and Penicillium genera are predominantly
found in warehouses, mills and places where agricultural products are processed. Values found in
this study do not exceed those established by Brazilian legislation for yeasts and molds, with a
maximum of 104 CFU.g™".

However, the presence of filamentous fungi is of concern since they can potentially produce
mycotoxins (Pitt and Hocking, 2009). Our findings support data found in literature regarding the
investigation on the mycoflora of cassava flour, which identified Penicillium and Aspergillus as the
predominant genera (Kremer and Stussi, 1998; Lemos et al., 2001; Gomes et al., 2007). Lemos et
al. (2001) report that these genera are more likely to be found in cassava flour as they are
considered xerophilic.

When performing the identification of the fungal species present in the flour samples by traditional
taxonomy, the following results were obtained in decreasing order of frequency: Penicillium
waksmanii 14 (25.9%), Aspergillus flavus 13 (24.2%), P. citrinum 11 (20.5%), P. melinii 3 (5.6%),
P. bilaii 2 (3.7%), P. janthinelum 1 (1.8%), P. janczewskii 1 (1.8%), P. miczynskii 1 (1.8%), P.
variabile 1 (1.8%), A. japonicus 1 (1.8%), Aspergillus sp. 1 (1.8%) and other 5 (9.3%) (Table 2).
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Relative frequency (%) of the main fungi isolated from samples of cassava flour produced in Coari,

Amazonas, Brazil.

Samples Fungal Species
flour A. A. P. P. P. P. P. P.
flavus amoenus P. Bilai waksmanii miczynskii citrinum variable  melini janthinelum
*S1 0 0 0 60 0 20 20 0 0
S2 0 0 0 0 0 25 0 25 50
S3 0 0 0 33 0 67 0 0 0
S4 0 0 0 0 0 100 0 0 0
S6 0 0 50 50 0 0 0 0 0
S7 0 0 0 0 33 33 0 33 0
S15 46 4 0 42 4 4 0 0 0
S20 50 0 0 0 0 50 0 0 0
S30 67 0 0 0 0 33 0 0 0
* S = Sample

Lemos et al. (2001) identified the presence of A. flavus in 10% of cassava flour samples

collected from Goias, Brazil, which also had the presence of A. niger, A. fumigatus and A. earthy.

Gnonlonfin (2012) analyzed 60 samples of cassava chips and found A. flavus in 54. Among the

fungal isolates, 10 (18.5%) were classified as toxigenic and identified by molecular biology and the
species A. flavus 2 (20%), A. amoenus 1 (10%) and P. citrinum 7 (70%) (Table 3) were observed.
Our findings are similar to those described by Lemos et al. (2001) since A. flavus was also found.

However, the number of studies involving this type of food and its mycobiota are scarce.

Table 3

Species identified by traditional taxonomy and molecular biology

Sample number

Traditional taxonomy

Identification by B tubulin

Number in Genbank

F1510
F1520
F1501
F103
F107
F462
F261
F2050
F309

F3011

Aspergillus flavus
Apergillus flavus
Aspergillus sp.
Penicillium Citrinium
Penicillium Citrinium
Penicillium Citrinium
Penicillium Citrinium
Penicillium Citrinium
Penicillium Citrinium

Penicillium Citrinium

Aspergillus flavus

Aspergillus flavus

Aspergillus amoenus
Penicillium Citrinium
Penicillium Citrinium
Penicillium Citrinium
Penicillium Citrinium
Penicillium Citrinium
Penicillium Citrinium

Penicillium Citrinium

KJ136090.1
KJ136096.1
JN853944.1
KC345003.1
KC345001.1
JX141014.1
JX141013.1
KC345001.1
KC345003.1

JX141012.1
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Images of morphological structures were obtained by scanning electron microscopy (SEM).
Figure 2 shows details of Aspergillus flavus, A. amoenus and P. citrinum structures, three fungi
considered toxigenic. Among species identified by traditional taxonomy, one of the genus
Aspergillus could not be identified since its morphological structure did not showed the visibility
required. In SEM, morphological structures such as conidiophores, metula and conidias are more
evident, facilitating fungi characterization. This technique is considered as an important adjunct in

the identification of fungi by traditional taxonomy (Martinelli and Santos, 2010).

Figure 2. Morphological structures evidenced by Scanning Electron Microscopy A) A. flavus

B) A. amoenos C) P. citrinum

As for fungi identified as mycotoxigenic, among the 15 Aspergillus species isolated, only 3 (20%)
were potentially toxigenic. Between 34 isolates of Penicillium, 7 (20.6%) had the same potential for
the analyzed methodologies (Coconut-agar medium and YES). Kremer and Stussi (1998) studied
toxigenic Aspergillus species through the coconut-agar and identified that 14.9% were positive.
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3.3. Detection of mycotoxins

Spectra of m/z related to mycotoxins were detected, with its protonated values (mycotoxin mass +
H™) and the cationization with Na* (m/z=32) and K* (m/z=39) forming ion called adducts. The m/z
were identified for the following mycotoxins: Patulin (m/z 154+23=177; Figure 3), Citrinin (m/z
250+39=289), AFLB; (m/z 312+23=335) AFLB, (m/z 314+23=337) and AFLG; (m/z
330+39=368).

163 40

139350 S5390

Figure 3: Example of mass spectra obtained by MALDI-TOF MS, indicating molecule weight

related to Patulin molecule with the addition of an a Na* ion (177.979).

In the analyzed samples, the most frequent mycotoxins were Patulin, AFLB; and Citrinin
(Table 4). Ibeh et al. (1991), using chromatographic analysis for the presence of AFLs in cassava
flour acquired in different areas in Benin (Nigeria), found that 40% of samples were contaminated
with AFLB; and AFLG;. Ediage et al. (2011) investigated mycotoxins in samples of cassava flour
by LC-MS/MS method and verified the presence of AFLB; and AFLB,, zearalenone,
diacetoxyscirpenol and beauvericin. Our results are similar to those cited only by the presence of
AFLs B; and B,, present in 86.7% and 3.3% of samples respectively. This is an important finding,
since AFLB; is considered the most potent natural hepatocarcinogenic (IARC, 1993), combined to
the fact that cassava flour is one of the most consumed foods in the Amazon and can be associated

as a cause of liver cancer in the region.
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Santos and Silva (2010) reported that, among mycotoxins, AFLB; is the most common in food.
AFLs are considered the most dangerous by the frequency in which they are found, potentially
causing severe liver damage, including hemorrhagic necrosis (Volkler et al. 2011). Brazil's North
Region has a high consumption of cassava flour, which, if contaminated by mycotoxins, could
influence the rates of liver cancer population of the region.

Table 4

Myecotoxins identified in samples of cassava flour, according to the spectra generated in MALDI
TOF.

Micotoxinas
AMOSU8S Gitinina  Patulina AFLB1 AFLB2 AFLGl AFL G2
s1 X X X ND X ND
s2 X ND ND ND X ND
o X y X ND ND ND
s4 X X X X X X
s5 X X X ND ND ND
o X X ND ND ND ND
s7 X X X ND ND ND
s8 X X X ND ND ND
s9 X X X ND ND ND
510 ND X X ND ND ND
s11 ND X X ND ND ND
o12 X « X ND ND ND
513 X X X ND ND ND
s14 X X X ND ND ND
515 X X X ND ND ND
516 X X X ND ND ND
517 X X X ND ND ND
518 X X X ND ND ND
519 ND X X ND ND ND
520 X X X ND ND ND
521 X X X ND ND ND
522 X X X ND ND ND
523 X X X ND ND ND
s24 X ND X ND ND ND
525 X ND X ND ND ND
526 X X X ND ND ND
527 X X X ND ND ND
528 X X X ND ND X
529 X X ND ND ND ND
530 X ND ND ND ND ND

X = Presence of mycotoxin; ND: not detected

5. Conclusion
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Mycobiota samples of cassava flour produced in Coari, Amazonas, Brazil were composed mainly
by fungi of the genera Aspergillus and Penicillium and, between toxigenic species, P. citrinum, A.
flavus and A. amoenus were found. Among factors related to these results, we highlight an
inadequate and/or prolonged storage of the product, associated with the fact that the Amazon region
has favorable environmental conditions (humidity and temperature) for the development of
toxigenic fungi and mycotoxin production in cassava flour produced in the region.

Compounds equivalent to AFLB1, Patulin and Citrinin were observed with greater frequency;
however, further studies are necessary to quantify these mycotoxins in order to provide a better
understanding of the risk associated with cassava flour consumption. It will also be necessary to
relate the presence of mycotoxins in cassava flour with indices of hepatic pathologies in the

population of Brazil's North Region, thus suggesting preventive mechanisms for public health.
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