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RESUMO
O fubá de milho, produto resultante da moagem de grãos de milho degerminados, é o mais comum e apreciado na culinária brasileira, independente da condição financeira, sendo obtido facilmente no comércio varejista. No entanto, o milho proveniente dessas regiões, não tem sido avaliado sistematicamente. Esse projeto tem como objetivo detectar os fungos associados ao fubá de milho, empacotado e a granel, comercializados no Médio Norte do estado de Mato Grosso. Serão coletadas no comércio e feiras livres amostras de fubá de 500g, de diferentes marcas, em várias regiões do Médio Norte. A análise dos fungos contaminantes do fubá será realizada por meio da contagem da Unidade Formadora de Colônias (UFC) observada após plaqueamento em profundidade. A identificação dos fungos será realizada com base no aspecto macroscópico e microscópico das colônias. Espera-se determinar os fungos contaminantes, principalmente os produtores de micotoxinas. 
Palavras-chave: Farinha fina, Fungos filamentosos, Zea mays,
1. INTRODUÇÃO
A cultura do milho é de grande importância na agricultura por fornecer produto, in natura, que é componente básico para a alimentação humana, bem como os seus derivados tais como farinhas, quirera, óleo de milho, amidos, e outros, e também utilizada na preparação de rações industrializadas.
O milho no estado de Mato Grosso é considerado como segunda cultura cultivada, sendo a soja a cultura em primeiro lugar no estado. No entanto, há problemas no sistema de armazenagem de grãos no estado pela falta de espaço nos armazéns para o recebimento dos grãos de milho. Por esse motivo, pode ocorrer o armazenamento inadequado de grãos de milho influenciando na qualidade da matéria prima e de seus derivados, o que pode resultar em perdas quantitativas e qualitativas nos grãos (PUZZI, 2000; PIMENTEL & FONSECA, 2011). 
Dentre os derivados do milho, o fubá, produto resultante da moagem de grãos de milho degerminados, é o mais comum e apreciado na culinária brasileira (ALHADAS, 2004). O fubá está presente na culinária brasileira, independente da condição financeira, sendo obtido facilmente no comércio varejista. No entanto, o milho proveniente das regiões produtoras do estado de Mato Grosso não tem sido avaliado substancialmente, principalmente quanto à presença de fungos, tais como fungos toxigênicos e micotoxinas, Esse subproduto muito comum do milho, pode representar um problema de saúde pública uma vez que esse produto pode estar contaminado por fungos, e muitos desses fungos são potencialmente micotoxigenicos (CALDAS et.al, 2002),
No estado de Mato Grosso, pouco são os trabalhos referentes ao isolamento de fungos em produtos derivados do milho que se destinam ao consumo humano. A preocupação sobre esse tema é porque no levantamento sobre a qualidade sanitária de grãos de milho, ocorre a presença de fungos potencialmente toxigenicos e produção de micotoxinas (resultados de pesquisa de mestrado em finalização). Por isso, o conhecimento da qualidade sanitária do fubá, subproduto de milho, é de extrema importância, pois poderá interferir na saúde do consumidor, devido a presença de micotoxinas produzidas pelos fungos.
Diante disso, este projeto visa fazer um levantamento sobre as condições sanitárias do derivado de milho: o fubá, proveniente da região médio norte do estado de Mato Grosso. Com as informações adquiridas será possível determinar a qualidade do fubá comercializado. É imprescindível evitar perdas de qualidade e sanidade do fubá, produto comum na culinária brasileira, e além de evitar problema com saúde pública, pela ingestão de alimentos contaminados com micotoxinas. 

2. OBJETIVOS 
2.1 Objetivo Geral

Detectar os fungos associados ao fubá comercializados no Médio Norte do estado de Mato Grosso. 
2.2 Objetivos específicos

· Detectar os fungos associados ao fubá de milho;
· Detectar e identificar os fungos associados ao fubá de milho; 
· Quantificar os fungos associados ao fubá de milho; 
· Identificar e quantificar os fungos potencialmente toxigênicos associados ao fubá de milho comercializados no Médio Norte do estado de Mato Grosso. 
3. REVISÃO DE LITERATURA
3.1 Fubá
Os cereais são produtos de origem agrícola mais consumido no mundo e em âmbito nacional (Farias et al. 2000). O milho é um excelente componente alimentar podendo ser consumido in natura ou na forma de seus derivados como farinha, fubá, canjica, polenta, cuscuz, entre outros (Costa & Zanella, 2012).
O fubá é um alimento muito popular que está presente em quase todos os lares brasileiros, mas assim como todos os produtos a base de milho, ele é suscetível a contaminação por microrganismos (SILVA et.al., 2009). Os produtos derivados do milho possuem diversas aplicações relevantes para as áreas de nutrição e saúde (alimentação de idosos e crianças, prevenção e/ou tratamento de doenças, etc.), como também, a obtenção de ingredientes ou agentes funcionais para alimentos e medicamentos (CAPOBIANGO, 2006).
 A contaminação de derivados de milho por fungos representa um problema de saúde pública, uma vez que muitos fungos são potencialmente micotoxigênicos (ALHADAS et. al., 2004).
3.2 Fungos

Os fungos filamentosos são organismos eucariontes e multicelulares, sendo extremamente comuns na natureza, vivem como parasitas, sapróbios, podendo ser utilizados na medicina e na indústria, porém devido ao fato de poderem estar presentes em diversos alimentos e assim contaminá-los causando sua deterioração, os fungos se tornam um problema de saúde pública (VECCHIA & FORTES, 2007). Os fungos podem causar a deterioração de alimentos e ser capazes de produzir toxinas que causam uma variedade de doenças e síndromes clínicas tanto em animais como no homem (MURRAY et al., 2006).

Os fungos que invadem os grãos e sementes em geral podem ser divididos em dois grupos: fungos do campo, que infectam o produto ainda no campo, sendo principalmente encontrados os gêneros Cephalosporium spp.,Fusarium spp., Giberella spp., Nigrospora spp., Alternaria spp. e Cladosporium spp. e fungos de armazenamento, que invadem o milho pouco antes e durante o armazenamento, sendo os principais gêneros Aspergillus spp., Penicillium spp., Rhizopus spp. e Mucor spp. (MARCIA & LAZZARI, 1998).
A identificação das espécies fúngicas potencialmente toxigenicos é um importante sinalizador quanto à possível presença de micotoxinas nos substratos, indicando um caminho para a prevenção da produção das mesmas (FARIAS et al., 2000).
3.3 Micotoxinas

Micotoxinas são metabolitos secundários produzidos por fúngos e podem causar doenças conhecidas como micotoxicoses (Murray et al., 2006). De acordo com Souza, Novinski e Schmidt (2011) vários fatores podem contribuir para o desenvolvimento de fungos que quando submetidos a estresse produzem as micotoxinas, tais como a qualidade dos grãos, pragas na lavoura, processo inadequado de ensilagem (compactação insuficiente, vedação deficiente), manejo no armazemanento e do silo. 
A produção de micotoxinas depende do crescimento fúngico que pode ocorrer durante a produção, armazenamento e processamento da matéria prima, o milho, se em condições desfavoráveis, favorece o crescimento de uma variedade de gêneros de fungos que podem produzir micotoxinas. Contudo, não é porque há crescimento do fungo que ocorre a produção de micotoxinas. Por outro lado as micotoxinas podem permanecer no alimento mesmo após a destruição dos fungos que as produziram. 
Os gêneros dos fungos que mais comumente produzem micotoxinas naturalmente são os fungos dos gêneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium (IAMANAKA et.al, 2010). Mais de 100 fungos são considerados toxigênicos e aproximadamente 300 substâncias já foram identificadas como micotoxinas, porém o número de pessoas afetadas por micotoxicoses, alterações patológicas ou funcionais, ainda é desconhecido. 
As micotoxinas passíveis de serem encontradas no milho são produzidas principalmente por fungos dos gêneros Fusarium spp. (fumonisinas e zearalenona), Aspergillus spp. (aflatoxinas e ocratoxina) e Penicillium spp. (ocratoxina). Sendo no Brasil, apontado a predominância de fungos toxigênicos dos gêneros Fusarium spp. seguido de Penicillium spp. e Aspergillus spp. (Kawashima & Soares, 2006).

A ingestão das micotoxinas através dos alimentos contaminados, podem desencadear nos humanos afecções agudas ou crônicas, teratogênese, que afetam o desenvolvimento e funções nos seres vivos. 
4. METODOLOGIA

4.1 Material experimental e coleta 

No presente estudo será utilizado o fubá, derivado do milho (Zeamays L.), comercializado na região do Médio Norte do estado de Mato Grosso – MT, que corresponde a área de influência da BR-163, nos municípios de Sinop, Sorriso, Lucas do Rio Verde, Nova Mutum, Tapurah e Vera. 

As amostras de fubá serão adquiridas em estabelecimentos comerciais provenientes da região do Médio Norte, disponíveis ao consumidor. Nesse estudo serão coletadas 2 tipos de fubá: empacotado e a granel. 

Para as amostras de fubá empacotados, serão coletadas amostras com embalagens originais e invioladas de 500 g, de diferentes marcas, disponíveis em supermercados e mercearias da região, coletadas quinzenalmente, totalizando 5 unidades para cada marca, que serão identificadas por letras (uma unidade por fabricante). Para as amostras de fubá a granel, serão coletadas amostras de 500g por local, coletadas quinzenalmente totalizando 5 amostras, oriundas de feiras livres, mercado municipal e comunidades que comercializam esse produto.  

Cada amostra de fubá, empacotada ou a granel, será acondicionada em sacos plásticos totalizando 2,5 Kg por amostra. Para cada amostra será registrado a data de fabricação e prazo de validade do produto, o número do lote, e etiquetadas e datadas. As mesmas serão guardadas em câmara de armazenamento até o momento da análise.
4.2 Detecção e identificação da microbiota fúngica
A análise dos fungos contaminantes do fubá será realizada por meio da contagem das Unidades Formadoras de Colônias (UFC) que será observada através de plaqueamento em profundidade, utilizando-se a diluição de 25g de produto em 225mL de água peptonada 0,1% (1:10). A seguir, serão realizadas diluições de 1:100 e 1:1000, com 2 repetições. De cada uma das diluições serão retiradas e transferidas alíquotas de 1,0 mL para placas de Petri sem meio de cultura, adicionando-se em seguida 15 mL de Ágar Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol (DRBC) (KING et al., 1979). As placas serão agitadas suavemente com movimentos circulares.

O crescimento das colônias a temperatura de 28 ºC ± 1 °C será acompanhado por 72 horas. Após o período de incubação será realizada a contagem das colônias (UFC) e, de cada conjunto de colônias semelhantes, serão repicados fragmentos fúngicos para tubos de ensaio contendo Ágar Sabouraud ou Batata Dextrose Agar.  Para purificação das amostras de fungos, os fragmentos das colônias serão semeados, em estria, em placas de Petri contendo Ágar Sabouraud suplementado com cloranfenicol ou rosa de bengala (Lacazet al. 1991). Após confirmação da pureza, as colônias serão transferidas para tubos de ensaio contendo meios específicos, de acordo como grupo do fungo a ser identificado.

4.3 Identificação dos fungos 

A identificação dos fungos será realizada com base no aspecto macroscópico e microscópico das colônias com descrição das colônias em meio Ágar Czapeck, Ágar Batata Dextrose e Ágar Extrato de Malte (Lacaz et al.1991). Quando necessário, para melhor visualização das microestruturas, será utilizado o método de cultura em lâmina (Riddell 1950).
Os fungos serão classificados ao nível de gênero, exceto aqueles pertencentes aos gêneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium, cujas espécies conhecidas como potencialmente micotoxigênicas, serão identificadas, segundo Raper&Fennel (1965); Pitt & Hocking (1997); Samson et al. (2002). Os isolados potencialmente micotoxigênicos serão preservados em tubos de ensaio contendo meio BDA inclinado, com transferências consecutivas. 
4.4 Delineamento experimental

Para a análise estatística dos resultados, serão utilizadas provas estatísticas apropriadas à natureza dos dados apurados.
5. RESULTADOS ESPERADOS
O monitoramento da qualidade do fubá, derivado do milho, visando avaliar os contaminantes, proporcionará o conhecimento da população fúngica associada a esse subproduto oriundo da região do Médio Norte do estado de Mato Grosso. Durante a produção, armazenamento e processamento da matéria prima, o milho, se em condições desfavoráveis, favorece o crescimento de uma variedade de gêneros de fungos, resultando em grandes perdas econômicas e ser um risco em potencial à saúde humana especialmente porque alguns dos gêneros de fungos, potencialmente toxigênicos, podem produzir substâncias toxicas ao ser humano, as micotoxinas. O conhecimento da microbiota fúngica será essencial para a implementação de ações de controle visando a redução de perdas da qualidade dos derivados de milho e a redução da ação acumulativa e deletéria nos seres humanos que consomem esses produtos alimentícios que apresentam as micotoxinas. Também, será importante o uso de métodos para a remoção ou descontaminação de micotoxinas. Intensificação de inspeção, legislação para controlar o fluxo de commodities contaminadas com micotoxinas no comércio regional e nacional. Desenvolvimento de informações e esclarecimentos, comunicações sobre a importância da contaminação fúngica em milho e subprodutos. 
A ingestão de micotoxinas é preocupante por ser silenciosa e pode causar afecções agudas ou crônicas, teratogênese, que afetam o desenvolvimento e funções nos seres vivos. Devido a isso, a contaminação de derivados do milho, torna-se um problema de saúde publica, não apenas econômicos. Resultados de amostras de milho armazenadas (CNPq/FAPEMAT, bolsa de mestrado – Edital 009/2014 e FAPEMAT, apoio financeiro - Edital 003/2014) demonstraram que no estudo da qualidade sanitária de amostras de milho armazenadas, provenientes do Município de Sinop e Sorriso, apresentaram presença de micotoxinas, nas condições das safras pesquisadas, 2013/2014. No entanto, é providencial fazer a avaliação da qualidade dos derivados do milho, o fubá, produzido no Médio Norte do estado de Mato Grosso. 

6. CRONOGRAMA
	Atividades / Plano de Trabalho
	2015 / meses de Desenvolvimento do Projeto
	Executores das Atividades

	
	MES
	

	
	1
	2
	3
	4
	5 
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12
	

	Revisão bibliográfica/Planejamento das ações
	
	
	
	
	
	
	
	X
	X
	X
	X
	X
	GILMA/MONIQUE/ANDRE/
ESTAGIÁRIO

	Coletas das amostras/  unidades de comércio varejista e feiras da região Médio Norte
	
	
	
	
	
	
	
	X
	X
	X
	X
	X
	GILMA/MONIQUE/ ANDRE/
ESTAGIÁRIO

	Preparo do material de laboratório e meios 
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	X
	X
	X
	GILMA/MONIQUE/ ANDRE/
ESTAGIÁRIO

	Detecção dos fungos
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	X
	X
	X
	GILMA/MONIQUE/ ANDRE/
ESTAGIÁRIO

	Identificação dos fungos
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	X
	X
	X
	GILMA/MONIQUE/ ANDRE/
ESTAGIÁRIO

	Elaboração de relatorio
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	x
	GILMA/MONIQUE/ ANDRE/
ESTAGIÁRIO


	Atividades / Plano de Trabalho
	2016 / meses de Desenvolvimento do Projeto
	Executores das Atividades

	
	MES
	

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12
	

	Coletas das amostras/  unidades de comércio varejista e feiras da região Médio Norte
	X
	X
	X
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	GILMA/MONIQUE/ANDRE/
ESTAGIÁRIO

	Preparo do material de laboratório e meios Detecção dos fungos
	X
	X
	X
	X
	X
	X
	
	
	
	
	
	
	GILMA/MONIQUE/ ANDRE/
ESTAGIÁRIO

	Detecção dos fungos
	X
	X
	X
	X
	X
	X
	
	
	
	
	
	
	GILMA/MONIQUE/ ANDRE/
ESTAGIÁRIO

	Identificação dos fungos
	X
	X
	X
	X
	X
	X
	
	
	
	
	
	
	GILMA/MONIQUE/ ANDRE/
ESTAGIÁRIO

	Tratamento dos dados 
	
	
	
	
	
	
	X
	X
	X
	X
	
	
	GILMA/MONIQUE/ ANDRE/
ESTAGIÁRIO

	Elaboração da parte escrita  Elaboração de relatorio
	
	
	
	
	
	
	X
	X
	X
	X
	X
	X
	GILMA/MONIQUE/ ANDRE/
ESTAGIÁRIO


7. REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS

ALHADAS, R. V.; STUART, R. M.; BEUX, M. R.; PIMENTEL, I. C. CONTAGEM DE BOLORES E LEVEDURAS EM FUBÁ E IDENTIFICAÇÃO DE GÊNEROS POTENCIALMENTE TOXIGÊNICOS. Visão Acadêmica, Curitiba, v. 5, n. 2, p. 79-82, Jul.- Dez.2004.

CALDAS E. D.; SILVA S. C ; OLIVEIRA J. N. Aflatoxinas e ocratoxina A em alimentos e riscos para a saúde humana. Rev Saúde Pública;36(3):319-23,2002.

CAPOBIANGO, M. Extração das proteínas do fubá de milho e obtenção de hidrolisados protéicos com baixo teor de fenilalanina. Belo Horizonte, 2006. 78p. Dissertação (Mestrado em Ciências de Alimentos) – Faculdade de Farmácia, Universidade Federal de Minas Gerais.
COSTA, J. A. A.; ZANELLA, G. N. Identificação de fungos filamentosos em derivados de milho comercializados em Primavera do Leste – MT. Revista Brasileira de Farmácia. n. 93, p.109-113, 2012.
FARIAS A. X.; ROBBS, C. F.; BITTENCOURT, A. M.; ANDERSEN, P. M.; CORREA, T. B. S. Contaminação endógena por Aspergillus spp. em milho pós-colheita no Estado do Paraná. Pesquisa Agropecuária Brasileira. v.35, n.3, p.617-621, mar, 2000.
KAWASHIMA, L. M,; SOARES, L. M. V. Incidência de Fumonizina B1, Aflatoxina A1, B1, G1 e G2, Ocratoxina A e Zearalenona em produtos de milho. Ciênc. Técnol. Aliment. 26(3): 516-521, 2006.

KING, A. D.; HOCKING, A. D.; PITT, J. I. Dichloran-rose bengal medium for enumeration and isolation of from foods. Applied and Environmental Microbiology 37:959-964. 1979.

LACAZ, C. S., PORTO, E.; MARTINS, J. E. C. Micologia médica: fungos, actinomicetos e algas de interesse médico. 8ª ed. Sarvier, São Paulo. 1991.
MÁRCIA, B.  A. ; LAZZARI, F. A. Monitoramento de fungos em milho em grão, grits e fubá. Ciência Tecnologia de Alimentos, v. 18, n. 4, p. 363-367, 1998.
MURRAY, P. R.; ROSENTHAL, K. S.; PFALLER, M. A. Microbiologia Médica. 5 .ed. Rio de Janeiro: Editora Elsevier, 2006.
PIMENTEL, M. A. G.; FONSECA, M. J. O. Sistemas de Produção Embrapa Milho e Sorgo. Sete Lagoas: Colheita e Pós colheita, 2011. Disponível em:http://www.cnpms.embrapa.br/publicacoes/milho_7_ed/colsecagem.htm Acesso em: 05/04/2015.

PITT, J. I.; HOCKING, A. D. Fungi and food spoilage. 2. ed. London: Blackie Academic and Professional, 540 p.1997. 
PUZZI, D. Abastecimento e armazenamento de grãos. Campinas: Ed. Atualizada. Instituto Campineiro de Ensino Agrícola, 2000.

RAPER K. B.; FENNEL, D. I. The Genus Aspergillus. Baltimore: Willians & Wilkins. 1965.
RIDDELL, R.W. Permanent stained mycological preparation obtained by slide culture. Mycologia 42:265-270.1950.
SAMSON, R. A. et al. Introduction to food and airborne fungi. 6. ed. Netherlands: Central Bureau Voor Schimmelcultures, 2002.

SILVA, L. L ; SANTOS, A. B. ; SILVA, L. H. ; LINS, L. F. ; ASSIS, E. S. ; BRITO, C. M. ; ANDRADE, K. F. G. ; SANTOS, J. M. ; PAIVA, J. E. . Fubá: utilização de bolores e leveduras como indicadores de sua qualidade..In: IX Jornada de Ensino, Pesquisa e Extensão da Universidade Federal Rural de Pernambuco, 2009.
SOUZA C.M, NOVINSKI C.O., SCHMIDT P. NÍVEIS DE MICOTOXINAS EM CINCO BACIAS LEITEIRAS DO BRASIL. Centro de Pesquisas em Forragicultura (CPFOR/UFPR) – Curitiba/PR. Disponível em: http://www.ensilagem.com.br> set/2011 . Acesso em: 29/05/15

TRABULSI, Luiz Rachid; ALTERLHUM, Flavio; GOMPERTZ, Olga Fischman; CANDEIAS, Jose .Microbiologia. São Paulo: Editora Atheneu, 1999.
IAMANAKA B.T.; OLIVEIRA I.S.; TANIWAKI M.H. MICOTOXINAS EM ALIMENTOS. 
Anais da Academia Pernambucana de Ciência Agronômica, Recife, vol. 7, p.138-161, 2010.
VECCHIA, A. D.; FORTES, R.C.;Contaminação fúngica em granola comercial. Revista Ciência e Tecnologia de Alimentos, Campinas, v.27, n.2, abr./jun. 2007.
8. PLANILHA DE CUSTOS
8.1  Itens Financiáveis pela PROPES
8.1.1 Itens de Custeio 
	ITENS DE CUSTEIO - FINANCIÁVEIS PELA PROPES

	Nº.
	Descrição do Item
	Unidade
	Quantidade
	Valor Unitário

(R$)
	Valor Total

(R$)

	1
	Fubá – Mercado varejista 
	Pacote/ 500g
	25
	1,99
	49,75

	2
	Fubá – Artesanal 
	 Granel - Kg
	12,5Kg
	1,88
	23,50

	3
	Água peptonada 0,1% 
	500g - frasco
	1
	280,20 
	280,20

	4
	 Ágar Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol 
	500g - frasco
	1
	479,12
	479,12

	5
	Ágar Batata Dextrose 
	500g- frasco
	1
	132,00
	132,00

	6
	Ágar Sabouraud suplementado com cloranfenicol 
	500g - frasco
	1
	612,00
	612,00

	7
	Ágar Czapeck 
	500g - frasco
	1
	640,00
	640,00

	8
	Placas de Petri Lisa em Poliestireno Descartável 90x15mm


	pacote
	200
	110,00
	110,00 

	
	Total 
	
	
	
	2326,57


3.1.1 Itens de Capital 
	ITENS DE CUSTEIO - FINANCIÁVEIS PELA PROPES

	Nº.
	Descrição do Item
	Unidade
	Quantidade
	Valor Unitário

(R$)
	Valor Total

(R$)

	1
	Alça de platina 0,001 sem cabo 
	Utensílio
	3
	260,20
	780,6 

	2
	Furador de rolhas 
	utensilio
	1
	305,00
	305,00

	
	TOTAL
	
	
	
	1085,6
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