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RESUMO

Resumo — AMORIM, Geysa Kelly de Souza. Identificacdo da Microbiota Fungica da
Carne Moida Comercializada no Mercado Central de Campina Grande — PB.
Campina Grande, PB: UEPB, 2012.

Resumo: A composicdo quimica da carne e o0s procedimentos ou manipulacdo
inadequados sdo fatores que ocasionam uma possivel contaminacdo deste alimento,
tendo importantes implicacbes no tempo de prateleira do produto e na seguranca
alimentar do consumidor. Objetivando identificar os microrganismos fungicos isolados
de amostras da carne moida comercializada no Mercado Central de Campina Grande —
PB, foram realizadas coletas quinzenais, num periodo de um ano, perfazendo um total
de 12 coletas, e destas se constituiu amostras que foram testadas quanto a fonte de
carbono e nitrogénio. Foram constatadas diversas deficiéncias higiénico-sanitérias no
setor de comercializacdo do referido produto, bem como os fungos isolados resultaram
em 65 amostras com um crescimento exclusivo de leveduras, e 35 amostras crescimento
filamentoso. Algumas amostras foram identificadas resultando nos géneros: Geotrichum
sp., Cladosporium sp., Aspergillus sp., permitindo afirmar a presenca de fungos
toxigénicos na carne moida. Consequentemente, diminuindo a valorizagcdo comercial
desse produto, e possiveis danos a satde do consumidor.

PALAVRAS-CHAVE: contaminacdo alimentar; feiras livres; micotoxinas; seguranca
alimentar.



ABSTRACT

Abstract— AMORIM, Geysa Kelly de Souza. Identification Of Milled Beef’s Fungal
Microbiota Commercialized in the Central Market In Campina Grande — PB.
Campina Grande, PB: UEPB, 2012.

Abstract: The chemical composition of the meat and the procedures and manupulation
inappropriates are factors bringing on one possible contamination this food, having
important implications about the time that the food passed on the stand and food
security of the consumer. Purpose identify the fungal microorganisms isolated samples
of milled meat sold in Central Market in Campina Grande — PB, It were made biweekly
samplings, in a period of one year, for a total of 12 samples, and in these samples was
tested as a source of carbon and nitrogen. It was detected several deficiencies in hygiene
and sanitary sector marketing of fresh meat from the Central Market and the fungi
isolated were 65 samples with a unique growing of yeasts, filamentous growing and 35
samples. Some samples were identified resulting in the genera: Geotrichum sp.,
Cladosporium sp., Aspergillus sp., allowing affirm the presence of toxigenic fungi in
milled beef. Consequently, reducing the commercial valorization of the product, and
possible damage to the consumer's health.

KEYWORDS: food contamination; fairs; mycotoxins; food security.
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1 INTRODUCAO

O alimento é uma necessidade primaria do ser humano, a sua disponibilidade e
nutricdo adequada sdo indispensaveis para a promocao da saude. Contudo, é preciso
considerar que 0 seu consumo ndo ocasione qualquer risco ou perigo a saude publica.
Uma das condi¢cfes essenciais € que o alimento esteja seguro para 0 consumo, assim
contribuindo na prevencdo de enfermidades, do mesmo modo na promocdo e
manutencdo da saude.

A ineficiéncia nos padrdes de qualidade dos alimentos € um dos fatores que
explica os acontecimentos de casos ou surtos de doengas transmitidas por alimentos.
Portanto, os alimentos contaminados com patogenos, e ingeridos em certas quantidades
causam toxinfeccdes, de tal modo que a inocuidade dos alimentos necessita estar inclusa
na atencdo primaria a sade.

Dentre os alimentos de origem animal, os consumidores ainda preferem carnes
bovinas, a mesma é considerada uma importante fonte de proteina para o homem.
Todavia, 0s produtos carneos sdo protéicos e possuem uma boa atividade de agua,
facilitando o crescimento e a multiplicacdo de bactérias, leveduras e bolores, agentes
deteriorantes e patogénicos ao homem. A diversidade de microrganismos encontrados
na carne esta relacionada com as fases pdstumas da producéo industrial, sobretudo, no
processo de abate, distribuicdo e comercializacéo.

Diante dos aspectos que estabelecem a qualidade de um alimento, as
caracteristicas microbioldgicas sdo necessarias, ja que proporcionam dados que
possibilitam avaliar as condi¢cdes higiénico-sanitarias desde o processamento até a
comercializacdo conferindo o alimento apto para o consumo, bem como seu estado
perecivel e o risco a saude da populacéo.

A comercializacdo de carnes bovinas apresenta uma peculiaridade, com uma
tradicdo bastante pertinente em feiras livres, sendo um comércio mdvel e circulante nas
aéreas urbanas. Assim, as feiras livres possuem um destaque, visto que o consumidor
pode negociar os valores dos produtos ofertados e adquiri-los em quantidades desejadas,
portanto, parte da populacdo mantém esse costume preferindo a compra de alimentos
neste local. Entretanto, € preocupante diante das caréncias higiénico-sanitarias do

mesmo.
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2 OBJETIVOS
2.1  Geral
Identificar os microrganismos fungicos isolados de amostras da carne moida

comercializada no Mercado Central de Campina Grande — PB.

2.2  Especificos

Verificar a qualidade higiénico-sanitéaria, através da mensuracéo da populagéo de
fungos filamentosos (bolores) isolados em cortes de carne bovina;

Analisar os perigos microbioldgicos presentes em cortes de carne bovina
comercializados nas feiras livres do municipio através das recomendacfes do manual de
boas praticas de manipula¢éo;

Isolar e identificar os géneros de fungos filamentosos mais comuns encontrados
na carne bovina comercializada em feiras livres;

Correlacionar os agravos/doencas que atingem a populacdo e que sdo veiculadas
pela baixa condicdo de higiene na carne e de seus manipuladores com 0s géneros

microbianos encontrados nas amostras.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Carne

A carne bovina € um alimento de excelentes qualidades nutricionais. Na sua
composicdo encontram-se proteinas de alto valor bioldgico, associadas a teores
significativos de vitaminas, especialmente as do complexo B, juntamente com
importantes minerais, particularmente o Fe'™, que tem uma forma altamente
biodisponivel. Contém todos os aminoacidos essenciais em proporc¢des adequadas para
atender as necessidades do organismo humano, quando consumida em uma dieta
equilibrada (PENSEL, 1998; SAUCIER, 1999).

Diante da sua composi¢do rica em nutrientes e sua elevada atividade de agua é
bastante susceptivel & deterioragdo microbiana. E um excelente meio de cultura para o
desenvolvimento de microrganismos e frequentemente esta envolvida na disseminagédo
de microrganismos patogénicos causadores de enfermidades ao homem e a outros
animais (BRASIL, 1997). Portanto, a carne fresca é um dos alimentos mais pereciveis,
que necessita da aplicacdo de procedimentos de conservacdo e armazenamento
imediatamente apds o abate. O método mais utilizado para prolongar a vida Gtil da carne
é 0 emprego da refrigeracdo. A carne fresca deve ser mantida as baixas temperaturas de
refrigeracdo, que comeca com o esfriamento de carcacas logo ap6s o abate, e continua
no transporte, manipulacdo e exposicdo de cortes para a venda e no armazenamento
destes cortes na geladeira do consumidor (ROCA, 2008a).

A refrigeracdo é o método mais utilizado para a conservacdo da carne e torna-se
necessaria, por um lado, para minimizar as alteracdes, principalmente a putrefacéo, e,
por outro, para eliminar os riscos produzidos pelo desenvolvimento de microrganismos
patogénicos, responsaveis por toxinfeccdes, além de controlar a velocidade com que
aparecem as caracteristicas organolépticas post mortem da carne (ROSSET, 1994).

Nos métodos modernos de preparo e embalagem de carne utiliza-se o
resfriamento rapido em temperaturas proximas a zero, seguido de armazenamento em
salas refrigeradas com temperatura ligeiramente acima da temperatura de congelamento.
Quanto mais rapido for o resfriamento da carne, menor serd a possibilidade de
multiplicacdo de bactérias mesofilas. As temperaturas de armazenamento variam de -
1,4°C a 2,2° C. Os microrganismos que causam problemas no armazenamento de carnes
refrigeradas sdo bactérias psicrofilas, principalmente do género Pseudomonas, além dos

géneros Achromobacter, Micrococcus, Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc,
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Pediococcus, Flavobacterium e Proteus, e algumas espécies de leveduras e mofos que
podem crescer em temperaturas baixas (FRAZIER, 1993).

A populacdo microbiana inicial exerce um efeito marcante no tempo de
armazenamento da carne fresca e produtos processados, portanto, é indispensavel para
manter as propriedades qualitativas Otimas da carne e para prolongar sua vida util,
reduzir a0 minimo a contaminacdo durante as fases de manipulacdo, processamento,
embalagem e armazenamento. Para conservar a qualidade da carne é importante manter
constante as temperaturas de refrigeracdo (3° C ou menos). A manutencdo de
temperaturas adequadas, de 3° C ou menos, as vezes nao é cumprida durante o
transporte, principalmente nas operacdes de carga e descarga (ROCA, 2008a).

A carne moida tem sua vida de prateleira reduzida, devido a difusdo por toda
massa, da populacdo microbiana da superficie. Nas carnes picadas, as alteracdes de cor
constituem o primeiro indicio de variagdes fisico-quimicas e bioldgicas, seguidas pelas
modificagOes de odor e sabor. As medidas indicadas para se obter um aumento da vida
util das carnes picadas é a aplicacdo de temperaturas mais baixas de refrigeracdo
(ROCA, 2008a).

3.2  Potencial contaminante

A incidéncia de diferentes microrganismos encontrados na carne fresca é muito
variada, principalmente porque a microbiota autdctone do produto € profundamente
afetada pelas condicGes pré-abate, bem como pelas fontes de contaminacéo, incluindo
facas, mesas de corte, couro e material fecal. Apds a limpeza, a superficie da carcaca
bovina pode ter entre 10% e 10* UFC/cm? e, ap6s a desossa, 0s cortes de carne para
embalagem, devem ter provavelmente, um numero de microrganismos contaminante
consideravelmente maior. Durante a estocagem aerobia da carne, a limosidade pode
tornar-se visivel quando o niimero de bactérias atingir 102 UFC/cm?, e odores estranhos
podem ser sentidos quando o nimero atingir 10’ UFC/cm?® (JAMES, 1996; PINTO
NETO, 2003).

A microbiota bacteriana potencialmente patogénica pode estar presente na carne,
mesmo que sejam aplicadas as boas préaticas de producdo (BPP) seguida das condi¢bes
higiénico-sanitarias satisfatorias durante o abate e a evisceracdo dos animais. O
crescimento dessas bactérias potencialmente patogénicas pode ser inibido pelas
condicdes de conservagdo e, sobretudo, pela reducdo da temperatura
(SARANTOPOULOS, 1983).
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Para obtermos uma carne bovina de qualidade é necessario que se mantenham
cuidados desde o nascimento do animal até o produto final. A produgdo da carne tem
como objetivo preservar os seus beneficios, mantendo a sua qualidade nutricional, para
0 consumidor que dela faz uso e estar satisfeito com o produto adquirido
(SARCINELLI et al, 2007).

3.3  Deterioracéo microbiana em alimentos de origem animal

O desenvolvimento de microrganismos em alimentos esta relacionado a varios
fatores, como: as caracteristicas proprias do alimento (fatores intrinsecos) e as
caracteristicas relacionadas com o ambiente que o alimento estd inserido (fatores
extrinsecos). Sendo fatores intrinsecos a atividade de agua, a acidez, o potencial de oxi-
reducdo, a composi¢do quimica, a presenca de antimicrobianos naturais e as interacdes
entre 0s microrganismos presentes nos alimentos. Entre os fatores extrinsecos os mais
importantes sdo a umidade e a temperatura do ambiente, bem como a composi¢ao
quimica da atmosfera que envolve o alimento.

O processo de deterioracdo € causado por reacdes quimicas que ocorrem em sua
porcdo gordurosa, ou lipidica, desencadeadas pela acao da luz, do corte ou moagem, do
cozimento e do armazenamento que eventualmente levam a perda de qualidade e
consequente rejeicdo do consumidor. Estas reacGes formam varios compostos que
alteram as caracteristicas sensoriais dos produtos, produzem odores e sabores
desagradaveis, diminuem o valor nutricional do alimento e podem até mesmo ser
nocivos a satde (GALLO NETTO, 2009).

Os microrganismos habitam os mais diversos substratos alimentares, sendo bem
exigentes quanto aos fatores de crescimento, visto que necessitam de nutrientes
disponiveis como: &gua, fonte de nitrogénio, fonte de carbono, vitaminas e sais
minerais. Deste modo, os alimentos de origem animal sdo excelentes meios de cultura
devido a suas propriedades intrinsecas, principalmente a elevada quantidade de agua e a
composicdo rica em nutrientes, assim sendo susceptivel a deterioracdo microbiana.
Além disso, os fatores extrinsecos como o armazenamento e a manipulacdo podem
influenciar contaminando esses alimentos na cadeia de producdo. Estes microrganismos
deterioradores estdo presentes inicialmente em pequenas quantidades, mas se
desenvolvem mais rapidamente que 0Ss outros microrganismos contaminantes,
produzindo metabdlitos responsaveis pela deterioracdo e rejeicdo sensorial da carne. Os

perigos de natureza microbiana decorrem nao apenas de enfermidades transmissiveis ao
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homem pela ingestdo de alimentos infectados (ou por simples contato com as fontes de
contaminagdo), mas também de possiveis toxinfec¢des, bem como os virus que podem
ser transmitidos pela carne (MAcCDONALD, et al., 1999).

3.4  Comercializacdo de carne bovina nas feiras livres

A feira livre é considerada um dos locais mais tradicionais de comercializacdo
de alimentos a varejo, sendo uma forma de comércio mével, com circulacdo dentro das
areas urbanas. Entretanto, € motivo de preocupacao e cautelas frequentes, em virtude de
suas deficiéncias higiénico-sanitarias (MOY, et. al.,1997; GARCIA-CRUZ, 2000).

Deve-se considerar ainda que nas feiras livres, os alimentos de origem animal e
seus produtos derivados, ficam expostos sob condig¢Oes insalubres, sujeitos a acgoes
diretas dos microrganismos patogénicos ou ndo, provenientes da contaminacdo do
ambiente e poluicdo ambiental, como também de insetos, quando ndo estdo
adequadamente acondicionados ou embalados (GERMANO, 2001).

Um aspecto importante a ser observado na comercializagdo de produtos carneos
de origem animal é a manutencdo da temperatura adequada para cada alimento. Carnes
qguando expostas em temperaturas inadequadas, alteram-se rapidamente, sobretudo em
regides tropicais onde, durante o verdo as temperaturas sdo elevadas, exigindo um
controle rigoroso para garantir a qualidade desses produtos. Nas feiras livres continua
sendo inadequadamente permitida a venda de produtos pereciveis, como a carne, sem
refrigeracdo. As condicdes de armazenamento nesses locais sdo inadequadas,
justamente porque o foco comum nesse tipo de comércio € a carne in natura, o que vai
de encontro a Resolugdo RDC n. 275/2002 do Ministério da Saude (BRASIL, 2002),
que dispde sobre o regulamento técnico com relacdo as condi¢bes higiénico-sanitarias e
de boas praticas de fabricacdo (BPF) para estabelecimentos
elaboradores/industrializadores de alimentos, bem como em relacdo a Portaria n°
304/96, que estabelece critérios para introducdo de modificacbes nas atividades de
distribuicdo e comercializacdo de carne bovina, bubalina, suina e avicola, visando a
satde do consumidor.

Dainty e Mackey (1992) definem a deterioragdo da carne como sinal ou conjunto
de sinais evidentes do crescimento microbiano, quando manifestado por acentuados
odores, descoloracéo e limosidade superficial.

A Resolugcdo RDC n. 12/2001 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria —
ANVISA, (BRASIL, 2001) que dispde sobre os padrGes microbiolégicos para
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alimentos, exige para carne in natura apenas a auséncia de Salmonella em 25g de
amostra, contudo, a presenca de Escherichia coli nesse alimento em quantidades
elevadas ¢ utilizada para indicar a possibilidade de contaminacao fecal.

A contagem de Staphylococcus coagulase positiva em alimentos tem como
finalidade: relacionar este microrganismo a salde publica, para confirmar o seu
envolvimento em surtos de intoxicacdo alimentar, e para controlar a qualidade
higiénico-sanitaria nos processos de producdo e manipulacdo de alimentos. Neste dltimo
caso, serve como indicador de contaminacdo pos-processo ou das condicdes de
sanitizacdo das superficies que entram em contato com alimentos (SILVA et. al., 2002).

A presenca de fungos filamentosos e leveduras vidveis em indices elevados nos
alimentos podem fornecer informacGes sobre condi¢fes higiénicas deficientes nos
equipamentos e utensilios, matéria-prima contaminada, falha no processamento ou na
estocagem (VELD, 1996). Estatisticas da Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
comprovam que as doencas de origem alimentar sdo consideradas o maior problema de
salde publica em todo o mundo, sendo os manipuladores referenciados como um dos
principais veiculos de contaminacao, tendo em vista que sua participacao chega a atingir
até 26% das fontes contaminantes (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2001).

4 Populagdo microbiana

Os microrganismos sdo apresentados através de varias espéecies de bactérias,
leveduras, bolores, parasitos e virus. Sendo importante identificar os microrganismos
presentes nos variados ambientes, com a finalidade de compreender o seu metabolismo,
e posteriormente seus beneficios como a participacdo da microbiota residente de
animais e plantas, a producdo de alimentos e medicamentos; e ainda os maleficios,
sendo deterioradores de alimentos e causadores de doencas.

A microbiota da carne fresca é composta tanto por bactérias Gram-negativas
como por Gram-positivas. Dentre os mais comuns destacam-se: Pseudomonas,
Achromobacter, Micrococcus, Streptococcus, Sarcina, Leuconostoc, Lactobacillus,
Proteus, Flavobacterium, Bacillus, Clostridium, Escherichia e Listeria. Entre os bolores
e leveduras, encontram-se Cladosporium, Sporotrichum, Oospora, Thamnidium,
Penicillium, Alternaria, Candida, Rhodotorula e Torulopis (FRAIZER, 1993; LEITAO,
1995).
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As bactérias mais importantes na alteracdo da carne fresca sao Pseudomonas
spp., Lactobacillus spp., Acinetobacter spp., Aeromonas putrefaciens, Enterobacter
liquefaciens e Yersinia enterocolitica (NBUEGA e KARURI, 1994).

4.1  Populacéo fungica

Os fungos sé&o microrganismos bastante diversificados, podem estar presentes
em diversos lugares: no solo, na &gua, nas plantas, em animais, no ser humano e em
detritos organicos. Utilizam variados substratos organicos para se alimentar, como
folhas caidas, restos de animais mortos e outros residuos organicos, atuando como
decompositores, reciclando a matéria organica que constitui os seres vivos, atividade de
grande importancia para a manutencao dos ecossistemas.

A identificacdo da maioria das espécies fungicas é realizada considerando-se
suas variadas caracteristicas morfoldgicas. Os fungos incluem, basicamente, as
leveduras, os bolores ou mofos, que sdo fungos microscopicos, e 0s cogumelos, que sao
considerados fungos superiores, macroscopicos (ZAITZ, 2010).

As leveduras sdo fungos formados por uma Unica célula eucarionte, em sua
maioria séo classificados como ascomicetos, tem forma esférica, oval ou cilindrica. A
reproducdo das leveduras pode ser assexuada por brotamento ou podem realizar também
a reproducdo sexuada quando ocorre a fusdo de duas células (MADIGAN et. al., 2004;
GONCALVES, 2007). Fungos leveduriformes possuem coldnias pastosas ou cremosas,
com superficie lisa, geralmente plana e opaca, podendo apresentar uma coloragédo
branca, creme, rosa, laranja ou preta.

As leveduras sdo ubiquas, tém metabolismo peculiar que permite a utilizacdo de
nutrientes variados e nas mais diversas condi¢cdes ambientais. Crescem principalmente
onde ha presenca de acUcares, como frutas, flores e cascas de arvores, de nutricdo
quimioheterotréfico, predominantemente aer6bios, com temperatura Otima de
crescimento entre 25° a 30° C e pH de 4 a 7, sendo que algumas espécies sdo
patogénicas ao homem (MADIGAN et. al., 2004).

Devido a sua habilidade de utilizar varios substratos para sua nutri¢cdo absortiva,
as leveduras colonizam diversos nichos ecoldgicos. Tém extrema importancia
econbmica, pois produzem bebidas fermentadas como cervejas e vinhos, e outros
alimentos, como na producdo de pdo e queijo. (ALEXOPOULQOS et. al., 1996;
SANTOS et. al., 1996; GALVAGNO e FORCHIASSIN, 2004; MADIGAN et. al.,
2004).



22

Os bolores sdo filamentosos, multicelulares, com células tubulares denominadas
hifas, cujo conjunto é denominado micélio. Em cultivo, esses fungos apresentam
colbnias filamentosas, que podem ser algodonosas, pulverulentas ou com outras
caracteristicas e com os mais variados tipos de pigmentacdo, aspectos esses que sdo
importantes na identificacdo presuntiva dos bolores (ZAITZ, 2010).

O micélio dos bolores é responsavel pelo aspecto caracteristico das colénias que
formam. Estas col6nias podem ter um aspecto cotonoso, ser secas, Umidas, compactas,
aveludadas, gelatinosas, com variadas coloracbes. Normalmente, uma analise
macroscopica da colénia formada é suficiente para a identificacdo de, pelo menos, o
género ao qual o bolor pertence (FRANCO, 2008).

De acordo com sua morfologia, pode ser dividido em dois tipos: filamentoso
(septado) e ndo-septado (cenocitico). As hifas podem-se dividir em compartimentos
celulares, através de septos, 0s quais sdo parciais, completos ou, entdo, perfurados. Os
septos parciais (pseudo-septos) resultam de um espessamento da parede celular das
hifas. Os septos perfurados sdo uni ou multiperfurados. Os poros, estando presentes, 0S
nucleos movem-se livremente de uma célula para outra (LACAZ, 1998).

O micélio pode ter duas fungdes distintas: promover a fixacdo do bolor ao
substrato (micélio vegetativo) e promover a reproducdo, através da producao de esporos
(micélio reprodutivo). Os bolores podem reproduzir-se sexualmente (fungos perfeitos)
ou assexualmente (fungos imperfeitos), ou ainda pelos dois processos, simultaneamente
(FRANCO, 2008).

A fisiologia microbiana considera aspectos de crescimento, diferenciagédo
celular, metabolismo geral e formacdo de produto, decorrentes da interagdo do
microrganismo com o ambiente externo celular frente ao suprimento de nutrientes,
temperatura, pH e disponibilidade de oxigénio. Portanto, o crescimento microbiano e a
resultante formacdo de produto ocorrem em resposta ao ambiente, ou seja, de modo
interativo. O microrganismo se adapta ao ambiente respondendo com mecanismos tanto
de natureza fisica como quimica (COLEN, 2006).

Os fungos sdo microrganismos aerdbios, assim esclarecendo o bom crescimento
na superficie dos meios de culturas em uma grande parte dos fungos, contudo, uma
parte das leveduras sdo anaerdbias facultativas. Bastante peculiar € a participacdo dos
fungos para a obtencé@o de energia através dos processos de respiragdo e fermentacao,

deste modo sdo usadas variadas fontes de carbono, como: glicose, lactose, sacarose,
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frutose, dextrose, maltose. Os fungos ndo sdo capazes de fixar o nitrogénio, este pode
ser adquirido como nitrato, nitrito e amonia (ANVISA, 2007).

Para cultivar um microrganismo é necessario empregar uma fonte de energia,
disponibilizar nutrientes que fornecam materiais essenciais para a sintese de biomassa,
evitar a presenca de inibidores de crescimento, usar um inoculo viavel e, submeté-lo as
condigbes ambientais favoraveis. Assim, € necessario determinar as condicGes
ambientais mais adequadas, sejam fisicas, como a atividade de &gua e temperatura,
sejam quimicas, como o pH, a fonte de C e a fonte de N (COLEN, 2006).

Os fungos constituem um grupo diversificado de organismos que apresentam
grande importancia ecoldgica e econdmica. Cerca de 70.000 espécies de fungos ja
foram descritas, entretanto, estima-se que o nimero total seja de aproximadamente 1,5
milhdo. Esses organismos sdo considerados de grande importancia por varias razoes:
sdo os decompositores primarios em todos 0s ecossistemas terrestres, constituem
importantes associacfes simbiodticas com plantas vasculares (micorrizas), constituem a
avassaladora maioria dos patégenos de plantas, oferecem sistemas genéticos para 0s
biologistas moleculares, e sdo cruciais para a biotecnologia industrial (LI et. al., 2000).

A biodiversidade de fungos filamentosos no Brasil € extremamente relevante,
tendo em vista que estes fungos participam ativamente nos processos de producéo,
biodegradacdo e biodeterioracdo dos alimentos. Os estudos de fungos no Brasil é um
universo ainda pouco explorado quanto a biodiversidade em alimentos e produtos
agricolas. Estes microrganismos podem revelar um potencial biotecnologico até o
momento praticamente desconhecido, a caracterizacdo enzimatica de espécies de fungos
apresenta grande importancia socioecondmica, devido a utilizagdo em processos
biotecnologicos (AMIM et. al., 1998).

4.2  Intoxicacdo alimentar de origem flingica

A intoxicacdo alimentar é uma doenca bastante desagradavel, que ocorre
geralmente entre 1 a 36 horas apés a ingestdo de alimentos contaminados por bactérias e
suas toxinas, fungos filamentosos ou bolores, virus, produtos quimicos, metais, e/ou
plantas toxicas. Os sintomas costumam durar entre 1 a 7 dias. A intoxicacdo bacteriana
€ 0 tipo mais comum de ocorrer e em alguns casos, pode causar a morte. Normalmente a
intoxicacdo alimentar é provocada por manipuladores de alimento despreparados e/ou
que ndo obedecem aos principios da higiene alimentar. As Boas Préticas de Fabricacdo

e as Boas Praticas de Higiene devem ser uma pratica constante de todos o0s
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manipuladores de produtos alimenticios e produtos de origem animal, sendo assim
praticadas e aperfeicoadas em toda a indudstria alimenticia e de produtos de origem
animal (FERNANDES, 1995; FRANCO, 2003).

Algumas espécies de bolores produzem determinados metabolitos tdxicos,
designados por micotoxinas. As micotoxinas sao metabolitos simples, de baixo peso
molecular, sendo a maioria suficientemente termoestavel, resistindo a determinados
tratamentos térmicos ou processos de desidratacdo, que sdo suficientes para destruir o
micélio vegetativo dos fungos que as produziam. QOutra caracteristica das micotoxinas é
a sua capacidade de circular na cadeia alimentar sem serem destruidas. Isto significa que
alimentos de origem animal (carne e leite) podem estar contaminados por micotoxinas
se 0 animal tiver sido alimentado por ragdes previamente contaminadas. Trés géneros de
bolores assumem particular importancia na producdo de micotoxinas: Aspergillus,
Penicillium e Fusarium (SILVA et al, 1997; FRANCO, 2003).

Os fungos filamentosos, na sua maioria, s&o pouco resistentes ao calor, uma vez
que este destroi facilmente conidios e hifas, porém, seus esporos sdo bem mais
resistentes. As poucas espécies termo-resistentes produzem esclerdcios ou ascOsporos,
sendo que a maior parte das deterioracGes em alimentos provocadas por elas sdo devidas
a sobrevivéncia de ascOsporos (esporos) ao tratamento de pasteurizacdo
(SPLITTSTOESSER, 1991).

4.3  Geéneros fungicos comumente encontrados em alimentos
4.3.1 Geotrichum

E um género de fungos encontrados em todo o mundo no solo, &gua, ar e esgoto,
bem como em plantas, cereais e produtos lacteos, também é comumente encontrado na
flora normal humana. Algumas espécies quando colonizam servicos em um intervalo
intestinal, podem causar infecgdes oportunistas, chamadas Geotricose. Como outras
infeccOes, a Geotricose pode ser adquirida através da ingestdo ou inalagdo do fungo.
(GENTE et. al., 2002).

Micélio hialino septado que se fragmenta com artroconidios, variando de
subglobosos a cilindricos. Os artroconidios sao liberados por meio de duplos septos. As
espécies desse género sdo diferenciadas por provas bioquimicas. (LACAZ, 1998). E
desprovido de conidi6foros e sdo unicelulares. Tem extremidades curtas e cilindricas. E
formado por segmentacgdo de hifas na maioria sapréfitas (BARNETT e BARRY, 1998).
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Ha espécies que sdo utilizadas como cultura adjunta na maturacdo de queijo. (GENTE
et. al., 2002).

4.3.2 Cladosporium

E considerado um dos géneros mais cosmopolitas e de maior concentracio na
atmosfera, particularmente em regides temperadas. Comp&e um género com mais de 50
espécies, que coloniza os mais diversos ambientes e substratos (GAMBALE, et. al.,
1993; MENEZES, et. al., 2006).

Podem ser encontrado em geladeiras sujas, em reservatorios de condensacao, em
caixilhos de janelas Umidas, e praticamente em qualquer superficie Umida
porosa. Muitas vezes descolore papel pintura interior, ou dos téxteis armazenados em
ambientes umidos. A capacidade para esporular rapidamente e fortemente, torna este
um alérgeno comum das vias aéreas associada a asma, e ainda pode causar doencas
mais graves em individuos com supressdo das fun¢des imunolégicas (ENVIROTEST
LAB, 2012).

Apresentam colénias planas, de coloracdo branca ou escura. Conidiéforos
escuros, septados, ramificados no apice. Conidios escuros (blastosporos), unicelulares
ou bicelulares, variaveis quanto a forma e ao tamanho, ovoides, cilindricos, em forma
de limdo ou irregulares, as vezes formando curtas cadeias. Fidlides cilindricas, com
células intercalares em cadeias, com aberturas laterais e colarete. Fialoconidios com
forma de gotas, unicelulares, sdo produzidos de aberturas laterais das células
intercalares (LACAZ, 1998).

4.3.3 Aspergillus

O género inclui aproximadamente 200 espécies das quais cerca de 20 sdo
potencialmente patogénicas. Apenas espécies capazes de crescer a temperaturas de 35 a
37°C causam doenga invasiva em humanos (SOUZA, 2006).

Séo espécies amplamente distribuidas em todo o mundo e tém uma capacidade
de desenvolvimento de uma grande variedade de substratos. Muitas espécies sdo
capazes de causar a deterioracdo de alimentos, embora alguns deles sdo utilizados nas
industrias de fermentacdo para produzir acidos organicos, tais como acidos citrico e
gluconico, assim como enzimas hidroliticas tais como lipases e amilases (ABARCA, et.
al. 2004; VALERQO, et. al. 2007).
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As espécies desse género caracterizam-se por apresentar conidioforos simples,
com parede celular lisa, verrucosa ou espinescente, hialinos ou pigmentados, originados
na célula-pé da porgdo basal. O conidiéforo, em seu apice, dilata-se em uma vesicula de
forma variada (globosa, subglobosa, e clavada), hialina ou pigmentada das quais nascem
as fialides (LACAZ, 1998).

4.3.4 Penicillium

A maioria das especies de Penicillium possui como habitat natural o solo, e
estdo presentes em alimentos de forma causal ou acidentalmente. Outras sdo
naturalmente encontradas na vegetacdo morta, em algumas plantas e nos seus frutos, nas
sementes ou na madeira. Desempenham um papel importante no processo natural de
reciclagem da matéria organica e devido a sua grande adaptabilidade aos mais variados
nichos ecoldgicos, acabam por desempenhar um papel relevante na deterioracdo de
diversos tipos de produtos alimentares (MACHADO, 2006).

A maioria das espécies de Penicillium sdo saproéfitos oportunistas, ndo sdo muito
exigentes nutricionalmente e toleram uma grande gama de condi¢des fisico-quimicas
(atividade da &gua, temperatura, pH e potencial redox) o que Ihes confere a capacidade
de crescer em qualquer meio ambiente, onde exista um minimo de sais minerais ou as
mais diversas e complexas formas de carbono organico (MACHADO, 2006).

Segundo Machado (2006) uma série de caracteristicas macroscopicas e
microscopicas é necessaria para a identificacdo dos diversos géneros e espécies de
Penicillium, considerando a mensuracdo das col6nias, 0s aspectos macroscopicos e
microscopicos, a micromorfologia obtida no exame microscopico, a data de crescimento
e a obtencdo de cleistotécios e esclerdcios.

Em latim, Penicillus é a estrutura reprodutiva de Penicillium spp., base pela qual
as espécies deste género sdo delimitadas e separadas de outros hifomicetos, permitindo
também sua classificacdo. Toda a estrutura, incluindo desde os conidios até o estirpe, é
denominada Penicillus (LACAZ, 1998).

4.3.5 Fusarium

A maioria das espécies de Fusarium é composta por fungos de solo com
distribuicdo cosmopolita e ativo na decomposicdo de substratos celulésicos das plantas,
sendo que alguns isolados sdo parasitas das plantas. A patogenicidade ao homem é rara,

mas muitas espécies causam o apodrecimento de estoques e séo importantes produtoras
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de toxinas (DESJARDINS et. al., 2000; LESLIE et. al., 2001; ZEMANKOVA, 2001,

GODOY e COLOMBO, 2004).

As colbnias de coloracdo variam de branca a vermelha, de amarela a lilas.

Producdo de micro e macroconidios a partir de fialides em forma de fusos, com fusos

hialinos, extremidades afiladas, piriformes a falciformes, uni ou bicelulares, curvos ou

retos. Clamiddsporos presentes ou ausentes (LACAZ, 1998). A tabela 1 apresenta o0s

principais géneros de leveduras e bolores frequentemente encontrados em carnes

frescas:

Tabela 1 — Géneros de Fungos Frequentemente Encontrados em Carnes

GENERO

CARNES FRESCAS E
REFRIGERADAS

Bolores
Alternaria
Aspergillus
Aureobasidium
Clodosporium
Eurotium
Fusarium
Monascus
Monilia
Mucor
Neurospora
Penicillium
Rhizopus
Sporotrichum
Thamnidium

Leveduras

XX

XX

XX



Candida
Geotrichum
Debaryomyces
Tourulopis
Trichosporon

Yarrowia

XX

XX

XX

28

Nota: x= casos ocorridos; xx= relatos mais frequentes.
Fonte: Adaptada de JAY, 2005.
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5 MATERIAIS E METODOS
5.1 Tipo de Pesquisa

Trata-se de uma pesquisa do tipo descritiva e exploratéria com abordagem quanti-
qualitativa. Segundo Gil (2010) a pesquisa descritiva tem a finalidade de descrever
caracteristicas de uma determinada populagdo, servindo também para identificar
possiveis relacdes entre varidveis, enquanto a pesquisa exploratoria tem o objetivo de
proporcionar maior familiaridade com o problema, tornando-o mais explicito. E a
pesquisa de ordem quantitativa permite o agrupamento dos dados levantados por meio

de tabelas, analisando e quantificando as variaveis em estudo.

5.2  Local de estudo

O Mercado Central é uma feira livre bastante tradicional, localizado no centro da
cidade de Campina Grande, possui um comercio bastante diversificado, contudo este
estudo direcionou as observacdes e coletas para o setor de carnes frescas “verdes”,

comercializadas em 14 estabelecimentos.

5.3  Aquisicdo das amostras e observacoes das condicBes higiénico-sanitarias

No periodo de Outubro a Dezembro de 2011 foram realizadas visitas quinzenais
durante o periodo matutino no setor de carnes frescas da feira central da cidade de
Campina Grande — PB, cumprindo no total 12 coletas de carne moida, provenientes dos
variados estabelecimentos deste local foram selecionadas quatro para o presente estudo.
No momento da aquisicdo observamos as condi¢des higiénico-sanitarias do ambiente de
comercializacdo de carnes frescas, principalmente a carne moida. Ressaltando aspectos
referentes as condicGes de higiene dos estabelecimentos, o local de exposicao da carne,
sua forma de apresentacao, a temperatura de armazenamento dos produtos expostos, 0s
equipamentos, os utensilios, a higiene dos manipuladores e a estrutura do local.

Foram adquiridas amostras de carne (cerca de 500 gramas) nos estabelecimentos
do Mercado Central de Campina Grande, acondicionadas em um recipiente isotérmico
contendo gelo, para que fossem transportadas até o Laboratorio Multidisciplinar da
Universidade Federal de Campina Grande (CCBS/UFCG).

No laboratério, elegemos amostras de 50 gramas de carne que foram adicionadas
a 100 ml de agua destilada sendo homogeneizadas e diluidas durante 5 minutos em

temperatura ambiente, posteriormente realizaram-se dilui¢des decimais seriadas até 10,
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As mesmas foram empregadas em todas as analises microbioldgicas, para inoculacéo

nos meios de cultura especificos.

5.4 Isolamento de Bolores e Leveduras

O método para o isolamento de bolores e leveduras utilizou apenas trés dilui¢cdes
(10**; 10 10), inoculando 1 ml em duplicatas de placa de Petri, e empregando a
técnica de Pour Plate com meio Agar Sabouraud Dextrose a 2%, posteriormente as
placas de Petri foram inoculadas e incubadas em temperaturas diferentes, parte em
37°C, e as outras foram mantidas em temperatura ambiente, executou-se uma
observacdo diéria das col6nias de fungos que estavam se formando, e permaneceram até

completar sete dias.

Amostra a ser
quantificada

1ml
Diluigdo —-
iml 1mil 1mil 1ml
(M ¥ M 3
Caldo
contendo ﬂ
9ml 1/10 /100  1/10®°  1/10° 1/10°
(107 (10 (105 (107 (1079)
Metodo Pour-Plate Coldnias
Coldnias na abaixold_a
superficie superficie
| ~
/\ Incubacao ‘
A amostra ¢ depositada 0 meio estéril é adicionado
em uma placa esteril e misturado ao inoculo

Resultado tipico de uma
semeadura em profundadide

FIGURA 01 — Esquematizacdo do método Pour-Plate.
Fonte: TORTORA et. al., 2000.
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55 ldentificacéo

Foi realizada através da leitura das placas inoculadas analisando as
caracteristicas macroscopicas, visto que a macrocol6nia permite avaliar a velocidade do
crescimento do fungo, assim observando a morfologia da coldnia, as bordas, a textura, a
coloracdo do verso e do reverso, formacdo ou ndo de pigmentos difusos no meio do
cultivo, o aspecto brilhoso ou opaco, presenca ou auséncia de odores bem como as
semelhancas entre as diluicdes. Complementando essa visualizagdo, produzimos
laminas para uma observacdo microscopica, transferindo uma pequena quantidade do
material de cada coldnia presente nas placas de Petri, para uma pequena quantidade de
agua destilada presente no centro da ldmina, inoculando com uma alca de platina, e
colocando com cuidado uma laminula sobre o preparado e pressionando levemente. As
laminas foram etiquetadas e observadas em microscopio para verificacdo das estruturas
presentes. Em seguida, procedemos o isolamento dessas col6nias com o meio Agar

Sabouraud Dextrose inclinado em tubos para posterior identificacao.

5.5.1 Auxonograma

A assimilacdo de carboidratos é a capacidade que os fungos tém de crescer em
meios que oferecem certos carboidratos como a Unica fonte de energia. O procedimento
consiste em fontes de Carbono e Nitrogénio, distribuidas em duplicatas de tubos de
ensaio contendo 5 ml, esterilizados a 121°C por 15 minutos, sendo empregadas as
seguintes fontes de carbono: glicose, lactose, sacarose, frutose e dextrose; bem como a
fonte de nitrogénio: peptona (LACAZ et al,1998) . As amostras fungicas anteriormente
isoladas foram inoculadas nos tubos de ensaios contendo as fontes de carbono e
nitrogénio, e permaneceram na estufa a 25°C por um periodo de cinco dias, e
desempenhado uma analise a cada 24 horas, observando 0s seguintes aspectos: turbidez,

biofilme, aerobiose, precipitacdo e producdo de gas.

5.5.2 Crescimento Radial

Apo0s a assimilacdo das fontes de energia, dentre os tubos de ensaio duplicados,
foram selecionados os que apresentaram um melhor desenvolvimento, sendo estes
inoculados em para placas de Petri, para observar o crescimento radial dos fungos, deste
modo foram selecionados os fungos filamentosos, visto que este crescimento favorece
uma melhor visualizacdo das estruturas caracteristicas, que auxiliam na diferenciacdo

entre bolores e leveduras.
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5.5.3 Conservacao das cepas

Os fungos filamentosos foram conservados atraves de repiques, em tubos de
ensaio contendo Agar Sabouraud Dextrose inclinado. Ap6s a incubagéo por até 72h em
estufa a 25°C, as culturas foram mantidas sob refrigeracdo em geladeira a uma
temperatura de 4°C a 8°C, para diminuir o metabolismo celular, até a proxima

utilizagéo.

5.5.4 Microcultivo em Lamina

Para um estudo micromorfolégico, os fungos filamentosos foram semeados em
meio Agar Fuba Tween 80. Observando caracteristicas, como a formacio de hifas
septadas ou ndo septadas, a disposi¢cdo de esporos, tendo a intencdo de visualizar
estruturas morfologicas do microrganismo, assim sendo importante para uma possivel
identificacdo do género. Portanto, cada amostra foi semeada com o auxilio de uma alca
de platina coletando uma pequena parte da coldnia isolada anteriormente, e transferindo
para uma pequena quantidade, aproximadamente 1 ml de Agar Fuba disposta na lamina
e cobertas com laminulas, matérias organizados em placas, e posteriormente incubadas
a 25°C, durante 72 a 96 horas. Advertindo, que os esporos dos fungos filamentosos séo
de facil disseminacgdo, sdo necessarios cuidados nos procedimentos realizados, isto é,
condigBes de assepsia e &reas de trabalho foram limpas com etanol a 70% antes de
efetuar qualquer procedimento, utensilios de vidro foram mergulhados no alcool a 70%.
Bem como, as placas foram seladas com parafilme, em seguida, foram realizadas
leituras no microscépio optico, realizadas quando completou 96 horas com objetivas de

aumento de 40x.

1. Placa de Petri;
2. Lamina;

3. Laminulq;

4. Tubo em U;

5. Papel filtro;

6. Bloco de Agar;

FIGURA 02 — Esquematizacédo do microcultivo em lamina.
Fonte: Jonh Alves. Disponivel em: www.micologiaemfoco.com



33

6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 Condigdes Higiénicas do ambiente de comercializa¢do de carne moida
Durante as coletas das amostras de carne moida no Mercado Central,
observamos que 0s produtos eram expostos em ganchos de aco (ferro), e sobre os
balcdes, estruturas que ndo recebem nenhum tipo de esterilizacdo e higienizacdo
adequada, bem como essas carnes permaneciam em temperatura ambiente. As Figuras
03 e 04 mostram a forma de exposic¢ao das carnes frescas. Segundo Ordofiez (2005), as
carnes frescas devem ser mantidas em temperaturas baixas de refrigeracdo, bem como
em todos os processos destinados a esse produto, ou seja, desde o processamento de
abate até a exposi¢do para a venda ao consumidor, uma vez que, a carne fresca é um
alimento altamente perecivel, sua refrigeracdo oferece vantagens em proporcionar
méaximo prolongamento de conservacdo, minima modificacdo das -caracteristicas

sensoriais e do valor nutritivo e auséncia de acdes nocivas para a saude.

- ﬁ AW

Figura 03: Carnes frescas expostas Figura 04: Comercializagéo de
nos estabelecimentos do Mercado carnes frescas no Mercado Central.
Central.

A carne moida tem sua vida de prateleira reduzida, devido a difusdo por toda
massa, da populacdo microbiana da superficie. Nas carnes picadas, as alteracfes de cor
constituem o primeiro indicio de alteracdo, seguidas pelas modificacdes de odor e sabor.
As medidas indicadas para se ter um aumento da vida util das carnes picadas é a

aplicacdo de temperaturas mais baixas de refrigeracdo (ROCA, 2008a).
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Os alimentos comercializados em feiras livres podem ser contaminados através
de vérios fatores, dentre esses, as mas condi¢fes de infraestrutura do local, as quais
foram observadas no Mercado Central de Campina Grande, uma vez que 0S
estabelecimentos ndo tém ponto de abastecimento de agua potavel considerada segura
sanitariamente para higienizacdo dos manipuladores e equipamentos, assim 0S
comerciantes costumam limpar suas maos em panos umedecidos e relativamente sujos.
Em alguns boxes, observamos que alguns moedores apresentavam ferrugem, as facas
para corte de carnes estavam frequentemente sujas, esporadicamente eram limpas, e esta
limpeza era praticada sempre com um pano umedecido, que atendia as necessidades dos
manipuladores em enxugar as médos e limpar a balanga utilizada para pesar as carnes
vendidas.

O ambiente apresentava caracteristicas para uma forte contaminacdo dos
alimentos comercializados naquele setor, visto que observamos o acumulo de lixo e
poeira que provoca infestacGes de pragas como moscas, mosquitos, baratas e ratos,
como também foram encontrados animais como, gatos e cachorros. E de conhecimento
popular que os alimentos sao carreadores de contaminacdo, podendo receber influencias
de forma direta ou indireta através de vias de eliminacdo do homem e de animais; ou
através de vetores, levando contaminacdo do lixo ou do ambiente contaminado ou ainda,
estes alimentos podem receber uma contaminagao procedente do solo (terra), &gua e ar.
Vetores mecanicos como insetos podem contaminar diretamente os alimentos quando
pousam sobre 0S mesmos, com suas patas contaminadas com microrganismos
patogénicos ou parasitas ou por meio das suas fezes, urina, pélos e saliva (SILVA Jr,
2007).

Consequentemente, este ambiente de comercializacdo necessita de melhores e
maiores cuidados higiénicos para assim evitar as fontes de contaminacdo dos alimentos
e minimizar os riscos a salde do consumidor. Considerando que o comércio em feiras
livres tem uma caracteristica bastante peculiar que é a negociacdo, dispondo ao
consumidor um local mais acessivel, e como os produtos sdo bem expostos, 0s
consumidores possuem um costume bem tradicional de ter o habito de colocar a méo
nas mercadorias, como também os vendedores de forma espontanea enfatizam esse
estilo de comercializar, manipulando os alimentos e o dinheiro ao mesmo tempo, sem o
uso de luvas, de aventais, de mascaras, deste modo facilitando os veiculos de
contaminacgéo e diminuindo os cuidados com a higiene dos produtos e do ambiente. A

higiene alimentar é fundamental para garantir a qualidade dos produtos alimenticios,
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desta forma é indispensavel inserir condi¢cdes higiénicas em todas as operagdes
relacionadas a manipulacdo de qualquer género alimenticio, requerendo procedimentos
apropriados no campo, na transformacdo, na distribuicdo e no consumo (HOBBS e
ROBERTS, 1999).

6.2  Isolamento de Bolores e Leveduras

O procedimento aplicado para o isolamento dos bolores e leveduras através das
coletas de carne moida resultou em 24 amostras, destas 15 sendo representadas através
de leveduras, e 6 com a presenca das duas morfologias, ou seja, coldnias filamentosas e
leveduriformes, e 4 ndo apresentaram um crescimento muito favoravel. Os fungos
semelhantes as leveduras ou, aos filamentosos foram classificados através de suas

caracteristicas macro e micromorfologicas.

6.2.1 Auxonograma

Caracteristicas auxiliares para a identificacdo dos fungos foram as observacGes
do crescimento, ou seja, 0 aumento do namero de células fingicas em meio completo
que contenha um determinado composto como Unica fonte de carbono ou nitrogénio,

apresentadas na Figura 05.

Figura 05 — Caracteristicas da assimilacdo dos carboidratos e nitrogénio.

) Auxanograma dos Auxanograma dos Outras
Zimograma . .
Carboidratos Compostos N Propriedades
Identificacédo da ©
b} [<B] >
L o IS 5 > 5 o .=
o) @ Q = ) 3 2 B
| D LL a o g
|_
Amostra 01 + + + + + + 23°C-25°C
Amostra 02 - + + + +* + 23°C-25°C
Amostra 03 + + + + + + 23°C-25°C
Amostra 04 - + + + + + 23°C-25°C
Amostra 05 - + - + - + 23°C-25°C
Amostra 06 - - +% | +* - + 23°C-25°C
Amostra 07 + + + + +* + 23°C-25°C
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Amostra 08 + + + + % + % + 23°C-25°C
Amostra 09 + + - - - + 23°C-25°C
Amostra 10 + + + +* + + 23°C-25°C
Amostra 11 + + - + - + 23°C-25°C
Amostra 12 - + + +* +* + 23°C-25°C
Amostra 13 + + + +* +* + 23°C-25°C
Amostra 14 - + - + +* + 23°C-25°C
Amostra 15 +* + * +* | +* +* + 23°C-25°C
Amostra 16 +* +* +* | +* +* + 23°C-25°C
Amostra 17 - - + +* + + 23°C-25°C
Amostra 18 +* +* +* | +* - + 23°C-25°C
Amostra 19 +* +* - +* - + 23°C-25°C
Amostra 20 +* +* +* | +* +* + 23°C-25°C

*Amostras que o crescimento ndo foi uniforme em todo o tubo de ensaio.

A maioria dos fungos filamentosos isolados apresentaram-se estritamente
aerobio. Eles desenvolvem-se numa ampla faixa de temperatura, com um étimo de 25°
C, porém foi testado seu crescimento numa faixa entre 22° a 30° C, para a maioria das
espécies, que também foi comprovada por Lacaz-Ruiz (2000) em seus estudos com
mesmas cepas.

A glicose € uma fonte de carbono adequada para praticamente todos os bolores.
O nitrogénio, sob a forma de sais de amonio ou de nitratos, pode servir de fonte de
nitrogénio para algumas espécies; porém, todas as espécies podem utilizar substratos
nitrogenados organicos. Com muita frequéncia, o nitrogénio organico é fornecido pelas
peptonas do meio de cultura (LACAZ-RUIZ, 2000).

Os carboidratos como: glicose, lactose e dextrose foram melhores assimilados na
maioria das amostras através de um crescimento leveduriforme, poucas amostras
filamentosas apresentaram um crescimento considerado menos expressivo. Entretanto,
sacarose e frutose proporcionaram um crescimento maior para os fungos filamentosos,
denotando uma preferéncia metabolica por estes compostos, embora também houve
crescimento leveduriforme (COLEN, 2006; PRADO, 2007; ANVISA, 2007).
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6.2.2 Crescimento radial

Atraveés do enriquecimento de carboidratos observamos que em 100 amostras, 65
apresentaram um crescimento exclusivo de leveduras, com colonias esbranquigadas,
beges, brancas, bem como mostrando aspectos consistente, cremoso, enrugado, com
bordas lisas ou enrugadas- “curly”, e sendo opacas ou brilhosas; ¢ 35 amostras
apresentaram um crescimento filamentoso, e ainda algumas desenvolveram as duas
morfologias flngicas. Em seguida, foram isoladas e conservadas em tubos de ensaio

com Agar Sabouraud para posteriores estudos.

6.3 IDENTIFICACAO
Conforme visualizagdo das estruturas em microcultivo e macroscopicamente,
identificamos os seguintes géneros fungicos:
a) Geotrichum sp. — identificado de forma automatizada com vitek 2 Biomerieux®,
e apresentando colbnias brancas em agar-Sabouraud a 25°C, em um periodo de 72
horas. A macromorfologia mostrou um crescimento no centro da colénia bem
evidente e consistente, apresentando um formato que permanece até as
extremidades. O verso mostra uma textura aveludada e seca, no reverso nenhuma
pigmentacdo. As bordas sdo difusas e hialinas. Caracteristicas micromorfologicas
foram pseudo-hifas e artroconidios cilindricos.
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Figura 06 - Geotrichum sp. Coldnia em meio agar-Sabouraud a 25°C, em um
periodo de 72 horas. A) Col6nia branca, com bordas difusas e hialinas. B) Reverso
sem nenhuma pigmentacdo. Cultivo em lamina com agar-fuba. C) Pseudo-hifas. D)
Artroconidios. Coloracdo de Gram. E e F) Artroconidios.
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b) Cladosporium sp. — apresentando colénia em meio agar-Sabouraud a 25° C com
um crescimento durante 72 horas. A macromorfologia tem uma coloragdo no verso
olivaceo-preto e no reverso olivaceo-preto escuro, a superficie possui uma textura
aveludada, com sulcos centrais. A micromorfologia mostrou hifas hialinas, septadas
e ramificadas (Figura 07). Conidiéforos micronematosos, retos ou encurvados, com
ramificagdes restritas nas hifas terminais, podendo ter superficies lisas ou verrugosas.
As células conidiogénicas sdo agregadas, terminais, intercalares, bem discretas, e de
formato cilindrico. Cadeias de conidios produzidos diretamente no lado ou na
extremidade da hifa, tendo formato oblongo a subglobosos ou elipsoidais (Figura
08). S&o encontrados 5 a 10 conidios por cadeia em geral, mas algumas podem
chegar a possuir mais de 20 conidios. As diferentes espécies de Cladosporium séo
frequentemente contaminantes das culturas e mais raramente agentes de infeccdes de

pele e unhas e, ainda mais raramente, queratites e infec¢bes profundas.
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Figura 07 - Cladosporium sp. Colonia em meio agar-Sabouraud a 25° C com um
crescimento durante 72 horas. A) Colonia com verso olivaceo-preto, superficie com
sulcos centrais com textura aveludada. B) Reverso olivaceo-preto escuro. Cultivo
em lamina com agar-fuba. C, D e E) Hifas septadas. F) Hifas septadas, conidioforos
micronematosos, cadeias de conidios elipsoides (400x).
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Figura 08 - Cladosporium sp. Cultivo em lamina durante quatro dias. Conidiéforos
micronematosos, ramificacOes restritas nas hifas terminais. Células conidiogénicas sdo
agregadas, terminais, intercalares. Cadeias de conidios elipsoidais produzidos
diretamente no lado ou na extremidade da hifa.

c) Aspergillus sp. — apresentando colénia em meio 4gar-Sabouraud a 25° C com
um crescimento durante 72 horas. Na primeira amostra deste género a
macromorfologia mostra uma coloragdo diferenciada, ou seja, a coldnia tem uma
pigmentacdo que varia desde o centro até as margens, com trés cores: verde escuro
(centro), verde com uma tonalidade mais clara (ao redor do centro da colénia), e em
seguida uma coloragdo branca nas bordas. O crescimento no centro da coldnia é
volumoso e com pregas, e no reverso tem pregas com uma pigmentacdo amarelada
bem evidente. As bordas brancas sdo limitadas. A textura é aveludada no verso,
circundando a colbnia tem metabdlitos de coloracdo amarela. A micromorfologia
mostrou hifas hialinas, septadas, ramificadas e multinucleadas (Figura 09). Na
segunda amostra deste género, as caracteristicas macroscopicas apresentam uma
coloracdo amarelada (centro) e branca (extremidades). A superficie possui uma
textura aveludada, e apenas no centro tem uma textura porosa, sendo a parte da

coldnia que tem a pigmentacdo amarela. O crescimento no centro da col6nia é
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volumoso e com pregas, e ainda no reverso tem uma pigmentacdo enegrecida e ao
redor a presenca de pregas. As extremidades tém pregas e bordas difusas. A
micromorfologia mostrou hifas hialinas, septadas. Os conididforos séo dilatados na
parte terminal, formando uma vesicula (cabeca grande), estando retos e
macronematosos. N&o foi possivel visualizar as fialides, entretanto, bem perceptivel
a disposicédo radial (Figura 10). Fungos do género Aspergillus sdo considerados
importantes produtores de micotoxinas (NUNES, 2003), que s&o metabdlitos toxicos
naturais e frequentemente encontrados em alimentos. Entre os tdxicos contaminantes
de alimentos podemos destacar as aflatoxinas produzidas por espécies do género
Aspergillus, as quais sdo altamente tdxicas e carcinogenéticas para homens e animais
(GRANADA, 2003; AMADO, 2012).
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Figura 09 — Aspergillus sp. Col6nia em meio &gar-Sabouraud a 25° C com um
crescimento durante 72 horas. A) Coldnia com o verso aveludado, verde escuro,
verde claro e branco nas bordas, e com metabolitos de coloracdo amarela ao redor.
B) O reverso com pregas e uma pigmentacdo amarelada. Cultivo em Iamina com
agar-fuba. C e D) Hifas hialinas. E e F) Hifas septadas.
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Figura 10 — Aspergillus sp. Coldnia em meio agar-Sabouraud a 25° C com um
crescimento durante 72 horas. A) Col6nia com coloracdo amarelada (centro) e
branca (extremidades), superficie aveludada e com pregas, e apenas no centro uma
textura porosa. B) O reverso tem uma pigmentacdo enegrecida e ao redor a presenga
de pregas. Cultivo em lamina com &gar-fuba. C) Hifas hialinas, septadas. D) Hifas
hialinas e conidi6foros. E e F) Conidioforos dilatados na parte terminal, retos, e
com uma disposicao radial.
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7 CONCLUSOES

Os resultados sugerem a necessidade de aprimorar as condi¢fes higiénico-
sanitarias do setor de carnes frescas do Mercado Central de Campina Grande - PB.
Sendo indispensavel um controle mais rigoroso na producdo, no armazenamento e na
distribuicdo do alimento, visto que esse estudo permitiu confirmar a presenca de fungos
toxigénicos na carne moida, tendo uma grande importdncia por ser um alimento
protéico bastante consumido pela populacdo. Bem como é um produto susceptivel a
deterioracdo devido a presenca microbiana, postulando controle e fiscalizacdo, para
assim diminuir e/ou eliminar as possiveis contaminagdes através de fungos produtores
de micotoxinas, que comprometem a qualidade dos alimentos, causando sérios pro-

blemas a saude do consumidor.
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