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ESTUDO COMPARATIVO ENTRE MANEJOS DE SECAGEM E
ARMAZENAMENTO DE ARROZ NA INCIDENCIA DE FUNGOS TOXIGENICOS
E MICOTOXINAS'

Andréia Bianchini
Isa Beatriz Noll (Orientadora)

RESUMO

No Brasil o arroz tem um consumo alto e regular, o que exige sistemas de
armazenamento que oferecam produto de qualidade durante todo o ano. Sabe-se
que a presenga de fungos durante a estocagem de cereais reduz a qualidade
desses produtos, além de uma possivel producdo de micotoxinas. Assim, torna-se
clara a importancia da elucidagdo do papel de algumas das variaveis que tém
influéncia sobre a contaminacdo flngica e por micotoxinas na estocagem,
permitindo que essas possam ser posteriormente controladas. Nesse contexto
estda o objetivo desse estudo que compara trés manejos de secagem e
armazenamento de arroz, buscando o mais eficiente na reducdo da contaminagao
fangica e por micotoxinas e elucida o comportamento das variaveis de influéncia
no processo. Para isso foram utilizados trés silos pilotos, onde o Silo 1 possuia
aquecimento do ar de entrada pela queima de GLP, o Silo 2 um sistema de
acionamento vinculado as condicdes do ar ambiente e o Silo 3 era operado
manualmente. Durante o experimento foram feitas medidas diarias de temperatura,
umidade e umidade relativa (UR) da massa de grdos no silo. As andlises de
micotoxinas, acidez e enumeragdo flngica foram realizadas quinzenalmente nos
primeiros 75 dias (secagem) e mensalmente apds esse periodo até que se
completasse 255 dias. Foram ainda isolados e identificados fungos dos géneros
Aspergillus e Penicillium para verificar o seu potencial toxigénico. As analises
estatisticas dos resultados demonstraram que durante a operagao de secagem
integrada ao armazenamento os melhores resultados para a enumeragao fungica
foram obtidos para os Silos 1 e 3, independentemente da altura. Ja para a
operacdo de exclusivo armazenamento, o Silo 3 apresentou 0 melhor resultado
para a Altura 1 e o Silo 1 para a Altura 2. Quanto a presenca de micotoxinas foi
detectada zearalenona em niveis de até 5.850ug/Kg e 1.840ug/Kg nos Silos 1 e 2,
respectivamente. As espécies fungicas de maior freqiéncia foram Penicillum
crustosum, P. canescens e P. implicatum. Dentre as espécies testadas foram
identificados dois isolados de Aspergillus flavus produtores de aflatoxina B; e B2.
As variaveis que influenciaram a contaminagdo fungica foram umidade, tempo,
temperatura e UR, em ordem decrescente de influéncia. A avaliacdo da acidez
lipidica nos silos demonstrou que cada sistema foi influenciado por um grupo
particular de variaveis. As variaveis que influenciaram a frequiéncia das espécies
fungicas isoladas foram a UR e a umidade, de modo regular.

Palavras chave: arroz, armazenamento, contagem fungica, micotoxinas e acidez lipidica.

'Dissertacdo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente — Microbiologia de
Alimentos, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto
Alegre, RS, Brasil. (103p.) Junho, 2003.



A COMPARATIVE STUDY AMONG RICE DRYING AND STORAGE
METHODSIN THE INCIDENCE OF TOXIGENIC FUNGI AND MICOTOXINS'

Andréia Bianchini
Isa Beatriz Noll (Orientadora)

ABSTRACT

In Brazil, rice is widely and regularly consumed, what requires storage
systems that maintain products with quality, including between harvest period.
Besides producing mycotoxins, molds are known to decrease cereals’ nutritional
and comercial value during storage period. Thus, it becomes clear that knowing the
role of some influent variables in this process is very important. This way, it will
permit a future control of these variables, maintaining rice quality during storage.
Inside this context is the aim of this work, that compares three rice drying and
storage handling, elucidating influence variables behaviour in each handling
technique. For this purpose, three pilot silos were used. One of the silos had a
heating system which ran on petroleum liquid gas (Silo 1), the second one had an
activating system linked to the room air conditions (Silo 2) and the last was
manually handled (Silo 3). During all the observation period, dayly measures of
temperature, moisture and relative humidity (RH) were taken from the silo’s grain
mass. Micotoxin, acidity and fungi total count analysis were performed every fifteen
days during the first 75 drying days and monthly afterwards, until it reached the
255" day. At the same time were isolated and identificated Aspergillus and
Penicillium fungi genera to evaluate their toxigenic potenctial. Result statistics
analysis showed in a drying step (0-75 days), that the most efficient silos,
concerning fungi count, were Silo 1 and 3, regardless of silo height sampling. For
the second process stage, Silo 3 was the one that showed the best results for the
highest sampling and Silo 1 for the lowest sampling. In Silo 1 and 2 the highest
mycotoxin levels detected were 5.850ug/Kg and 1.840ug/Kg, respectively. The
most frequently isoleted molds were Penicillum crustosum, Penicillium canescens
and Penicillium implicatum. Among the tested potentially toxigenic species, two
isolated producing aflatoxins B1 and B, were identified as Aspergillus flavus. During
the experiment, the variables that influenced on the fungi contamination were
moisture, time, temperature, and RH, in a decreasing order of influence. The
evaluation lipidic acidity in each of the silos showed that each system influenced by
a specific group of variables, among the evalueted ones. The analisys allowed
verifying the interaction among the variables is relevant for the evaluation of the
system as a whole. The evaluation of abiotic factors influence over isolated species
frequency showed that there is a regular correlation between species and RH and
moisture.

Keywords: rice, storage, mold count, mycotoxins and lipidic acidity.

"Master of Science Dissertation in Agricultural Microbiology — Faculdade de Agronomia,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (103p.) June, 2003.
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1 INTRODUGAO

O Brasil € um grande produtor e consumidor de arroz, uma vez que
esse cereal faz parte da alimentagcdo basica da sua populagdo, sendo
consumido regularmente. O consumo meédio anual de arroz em casca no
mercado interno brasileiro, de acordo com os valores divulgados pelo Ministério
da Agricultura, € de 11,7 milhdes de toneladas (Arrozpec, 2003). Dentre os
graos de maior consumo, 0 arroz ocupa a terceira posi¢céo, sendo antecedido
somente pela soja e pelo milho. Isso demonstra a importancia da qualidade que
esse produto deve apresentar, uma vez que € utilizado para a alimentagao

direta humana e animal.

Infelizmente, de modo geral, ainda existem graves falhas no sistema
atual de colheita e manuseio dos recursos agro-industriais. No Brasil, essas
falhas estao relacionadas a perdas durante o periodo de colheita, transporte e
armazenamento desses recursos, devido a doengas que atingem a lavoura
(fungos e pragas), a ma administracéo dos grdos durante o armazenamento e
a falta de informacdo do produtor. Estima-se que 20% da produgado seja

perdida no processo de colheita, transporte e armazenamento.



Por serem produtos sazonais consumidos regularmente, os cereais
requerem um sistema de colheita e armazenamento capaz de suprir a
demanda de mercado, durante a entressafra, e oferecer sempre um produto de
qualidade. Para isso, podem ser utilizados diversos tipos de armazenamento,
entre eles, o armazenamento em silos do produto a granel, ou a utilizagdo de

armazéns, onde o produto € mantido ensacado.

As condigbes climaticas no Rio Grande do Sul, com precipitacdes
pluviométricas variando entre 100 e 150mm no periodo da colheita, enquanto a
média anual varia entre 85 e 140mm (CPETEC, 2003), acabam por elevar a
ocorréncia de doencgas nas lavouras, prejudicando a qualidade de sementes e
graos produzidos. Assim, a umidade elevada que atinge esses produtos exige
procedimentos rigorosamente controlados de secagem e armazenamento, uma
vez que a umidade e a temperatura sdao os principais fatores para o

desenvolvimento de fungos.

A contaminagdo dos cereais por fungos € responsavel
principalmente pela perda na qualidade de graos, que passam a ter um menor
valor nutricional e comercial e podem veicular toxinas. Assim, muitas vezes a
producdo acaba sendo rejeitada e descartada pelo produtor, ou indevidamente
comercializada por falta de informagdo, conscientizagdo ou fiscalizagdo
adequada. Dessa forma, contaminagdes flngicas passam a envolver questdes
econdmicas, sociais e de saude publica, ja que podem causar danos a saude

da populacao consumidora.



Nesse contexto, encaixa-se esse trabalho que busca uma avaliagdo
da presenca de fungos toxigénicos e micotoxinas, bem como alternativas para
a redugdo dessa eventual contaminagdo, em funcdo do tipo de manejo
empregado durante a secagem e o armazenamento dos grdos de arroz. O
levantamento de dados produzido também contribuird para que se conhega o
papel de algumas das varidveis que tém influéncia, permitindo assim, que

essas possam ser posteriormente controladas.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve por objetivo geral realizar um estudo
comparativo entre trés diferentes manejos de secagem e armazenamento de

arroz, com relagéo a incidéncia de fungos toxigénicos e micotoxinas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Avaliar a contaminagdo do arroz por micotoxinas ao longo do
tempo, em fungdo das variaveis estudadas (tempo, contaminacao fangica,
umidade do arroz e umidade relativa da massa de graos) que podem
influenciar na produgdo dessas toxinas;

v Identificar as espécies presentes no arroz analisado que
pertencam aos géneros Aspergillus e Penicillium, e testar o potencial toxigénico

dos isolados que sdo potencialmente produtores de micotoxinas;



v Avaliar se ha diferenca entre os tratamentos aplicados no
processo de armazenamento, utilizando a contaminaga@o fungica como
resposta;

v Avaliar a contaminagéo fngica no decorrer do experimento, como
resposta as variaveis que podem influenciar esse processo (tempo,
temperatura, umidade do arroz e umidade relativa da massa de graos) e
verificar o grau de influéncia de cada uma delas;

v Avaliar o teor de acidez lipidica do gréo ao longo do tempo, em
cada um dos silos, em funcdo das variaveis estudadas (contaminagao fungica,
tempo, umidade dos gréos, UR e temperatura da massa de graos) que podem
ter influéncia nesse valor e verificar o grau de influéncia de cada uma delas;

v Verificar como a umidade dos gréos, a UR e a temperatura da

massa de graos influenciam no aparecimento das espécies isoladas.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 ARROZ

O arroz (Oryza sativa) é originario do Sudoeste da Asia, que
compreende a regido Leste da india, Indochina e Sul da China. Esse cereal
pertence a familia Gramineae, subfamilia Pooideae, sendo 0 numero de

espécies do género Oryza ainda nao definido (Ness, 1998).

No Brasil, o arroz é produzido em ecossistemas de varzea e de
terras altas, sob diversos sistemas de cultivo. O sistema irrigado € o que
predomina nas varzeas da regido Sul do pais (Guimaraes & Sant’/Ana apud

Vieira et al., 1999).

O arroz em casca & composto por 24% de casca, 8% de farelo e
68% de arroz polido. De acordo com Porto (2001), a composic¢do centesimal do
arroz descascado pertencente a variedade IRGA-410 esta apresentada na

Tabela 1.



Tabela 1: Composic&o centesimal do arroz descascado pertencente a variedade
IRGA-410

COMPONENTE VALOR PERCENTUAL
Carboidratos 84,66
Umidade 18,2
Proteinas 8,40
Gordura 4,54
Cinzas 2,40

Fonte: Porto (2001).

No arroz polido, 0 amido esta presente essencialmente nas células
do endosperma. Ja as proteinas encontram-se em todos os tecidos, existindo
em maiores concentracdes no embrido e no endosperma. Dentro do
endosperma as concentragcbes aumentam do centro para a periferia. (Faroni,
1987). A constituicdo da proteina do arroz polido apresenta cerca de 5% de
albumina, 10% de globulina, menos de 5% de prolamina e 80% de glutelina

(Sgarbieri, 1996).

3.2 SECAGEM E ARMAZENAMENTO DE GRAOS

Para Athié et al.(1998) a maioria dos produtos agricolas € colhida no
ponto de maturacéo fisiolégica quando apresentam teores maximos de amido,
proteinas e lipidios, e teor de umidade elevado. Sob esta Ultima condigc@o, a
atividade metabdlica do produto tem prosseguimento, além de ser propicia ao
desenvolvimento de fungos e insetos, conduzindo a deteriorac&o rapida. Assim,
através da remocido da umidade pela secagem, natural ou artificial, torna-se

possivel a conservagdo de produtos agricolas durante o armazenamento.



De acordo com Hara apud Vieira et al. (1999), os gréos podem ser
considerados secos quando o teor de umidade encontra-se em 14% (base
umida) e imidos quando esse valor esta acima de 18% (base umida). Para as
condicdes climaticas brasileiras, no entanto, &€ mais prudente e seguro utilizar

uma umidade de 13% (base umida), para classificar um produto COMo Seco.

A secagem pode ser realizada como uma etapa isolada ou como
parte integrante do processo de armazenamento. No primeiro caso, 0s gréos
passam por estruturas exclusivamente montadas para a secagem, seguindo
entdo para o armazenamento em silos de estocagem a granel ou em
armazéns, onde o produto € mantido em sacarias. No segundo caso, a
estrutura de armazenamento, geralmente um silo, possui o sistema de
secagem integrado, de maneira que o gréo € acondicionado para a reducao de

sua umidade e permanece no mesmo local durante a estocagem (Ness, 1998).

Tratando-se do processo de secagem de modo isolado, os sistemas
de secagem sado classificados de acordo com Silva et al. (2000a) em dois
grandes grupos: a secagem natural e a artificial. Quanto a natural, o produto
permanece no campo, sendo exposto as condigdes do ambiente para que seu
teor de umidade seja reduzido. Nesse sistema, embora com O passar do
tempo, o produto alcance um teor de umidade adequado para ©
armazenamento, ele fica sujeito ao ataque de pragas, ao tombamento da
planta e as intempéries, que contribuem para acarretar grandes perdas na

qualidade do produto. No caso do arroz, néo € aconselhavel o uso do sistema



natural de secagem, uma vez que sua permanéncia na lavoura levaria a
degradacéo e perdas, antes que o teor de umidade para a conservagao (13%,
em base Umida) fosse atingido. Isso porque a exposicdo continua das
paniculas & acdo dos ventos, ao ataque de passaros, insetos e roedores

ocasionaria grandes perdas qualitativas e quantitativas.

Com relagdo a secagem artificial, pode-se empregar um sistema
com ar natural ou com ar aquecido. No primeiro caso, o produto € exposto a
uma circulacéo forcada de ar nas condi¢des ambiente, sendo fornecido ar com
baixa temperatura, o que provoca um aumento no tempo de operagao e
dependéncia das condi¢cbes ambientais para a realizacdo da secagem. Com
relacdo ao gasto de energia, a secagem com ar natural € mais econdémica ja
que somente necessita-se de gasto energético para vencer a resisténcia da
massa de grdos. Além disso, esse procedimento tem a vantagem de nao
prejudicar o grdo por elevagdo da temperatura, evitando fissuras,
susceptibilidade a fratura, descolorag@o e perda do poder germinativo. No caso
da secagem com aquecimento, o ar € condicionado antes de sua entrada no
secador, para que sua umidade relativa fique reduzida. Para isso utiliza-se um
sistema de queima de lenha ou GLP (Gas Liquefeito de Petroleo) para aquecer
o ar, tornando-o capaz de retirar uma quantidade maior de umidade do produto,
de maneira que todo o processo se realiza em um reduzido periodo de tempo

(Silva et al., 2000a; Hoseney, 1991).
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Apds a secagem, O arroz € armazenado de duas maneiras
principais: armazenamento convencional ou a granel. No Brasil, desde o
surgimento da rede armazenadora, até o inicio da década de 70, essas
unidades concentraram-se no litoral e s6 avangaram para O interior em
condigdes muito especiais, conforme a cultura. Sua modalidade, com relagao
ao manuseio dos produtos, voltou-se, predominantemente, para a guarda e
conservacéo em sacaria (armazenamento convencional), e a partir dos anos 70

o sistema de armazenagem a granel foi adotado (Silva et al., 2000b).

Estima-se que atualmente, pouco menos da metade dos graos
produzidos no pais ainda seja armazenada ensacada, principalmente nos
casos de pequenos produtores. A estocagem de arroz em sacos é feita em
armazéns, em geral sob condigdes ambientais nao controladas. As
embalagens mais utilizadas s&o as do tipo poroso ou permeavel (sacos de
aniagem ou polipropileno trangado). Esse tipo de embalagem permite trocas de
umidade com o ambiente, propiciando assim, que Os graos entrem em
equilibrio higroscépico com o meio ambiente (Baudet apud Peeske et al., 1998;

Hara apud Vieira et al., 1999).

Quando se trata do armazenamento a granel, os graos sao mantidos
em silos onde podem ser manipulados mediante operagao rapida, econémica e
eficiente, apresentando condigdes técnicas de conservagao por longos

periodos (Ness, 1998).
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No caso das duas operagdes (secagem e armazenamento) serem
realizadas de modo integrado, utiliza-se estruturas chamadas de silos
secadores (secador estacionario). Esses silos, usualmente metalicos, s&o
montados em uma base que possui um piso falso perfurado, que serve de
apoio ao cereal ou, possuem em sua base um sistema de dutos invertidos, por
onde o ar, aquecido ou n3o, é forcado a passar através do cereal ainda umido.
Nesse tipo de silo os grédos podem ser secos € armazenados na mesma
instalacdo. Durante o armazenamento, para evitar ou corrigir uma possivel
estratificacdo da umidade e formagdo de massas de ar quente, pode-se

recorrer novamente a aeracdo (Fonseca ef al, 1983).

3.3 QUALIDADE DOS GRAOS ARMAZENADOS

Para que a qualidade dos gréos seja mantida durante 0
armazenamento, alguns fatores devem ser observados, tais como umidade dos
graos, umidade relativa no ambiente de armazenamento e temperatura da
massa de graos. De acordo com Faroni & Silva (2000), o teor de umidade é o
fator mais importante no processo de deterioragéo de graos armazenados.
Deste modo, mantendo-se a umidade em niveis baixos, os demais fatores
terao seus efeitos gradualmente diminuidos, resultando em um menor ataque

de microrganismos e diminuigdo da respiracéo dos graos.

No que se refere a umidade dos gréos durante o armazenamento,

Hoseney (1991) sugere 13% em trigo, 14% em cevada, 13% em aveia, 13%
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em sorgo e 12-13% em arroz como niveis maximos de umidade para 0O

armazenamento seguro.

A umidade relativa (UR) minima para germinacdo de esporos
fungicos deve estar, geralmente, acima de 70% na atmosfera da massa de
graos. O conteido de umidade do grédo em equilibrio com esse valor de UR
varia de acordo com seu tipo, por isso € importante que se conhega o valor de
umidade relativa e a temperatura em que se encontra a massa de graos.
Assim, para que seja observada a faixa de seguranca de 12-13% de umidade
nos graos de arroz, a umidade relativa deve ser mantida abaixo de 70%,
enquanto a temperatura devera permanecer entre 18 e 30°C. Observa-se ainda
que, se os graos estiverem quebrados ou trincados ou se o armazenamento for
por um periodo superior a dois anos, O conteldo maximo de umidade dos
graos deve ser aquele em equilibrio com um valor de umidade relativa de 65%

(Hoseney, 1991; Silva et al., 1995; Athié et al., 1998).

Durante 0 armazenamento ocorrem inimeras reagdes bioguimicas
nos grdos que podem alterar sua qualidade, seja por influéncia dos fatores
abidticos ou bidticos. Parte dessas alteragbes s&o de origem enzimatica.
Durante a estocagem do arroz, pode ocorrer a hidrélise de glicerideos pela
acdo de enzimas lipoliticas, representadas principalmente pela lipase,
galactolipase e fosfolipase, produzindo di e monoglicerideos, acidos graxos
livres e glicerol, em um processo denominado de rancidez hidrolitica que é

favorecido por temperatura e conteudo de umidade elevados (Bilhalva, 1979).



13

Essa alteracdo é acelerada pelo crescimento fingico devido a elevada
atividade lipolitica desses microrganismos. A hidrolise dos lipidios ocorre muito
mais rapidamente do que a hidrélise das proteinas e carboidratos, razao pela
qual, o contelido de acidos graxos livres tem sido proposto como um indice de
deterioracao inicial do grao (Athié et al., 1998). Nesse contexto, a reduc¢ao do
teor de umidade e/ou temperatura durante o armazenamento, pode reduzir a
velocidade da atividade enzimatica, permitindo prolongar o periodo de

armazenamento do arroz.

3.4 CONTAMINACAO DE GRAOS POR FUNGOS

O crescimento dos fungos ocorre tanto nos alimentos como nos
gréos, ndo somente nos estagios de pre-colheita como também durante os
estagios de pés-colheita, devido principalmente as condigbes inadequadas de
secagem e armazenamento, causando a deterioracdo dos gréos, perda do
valor nutricional, reducdo no contetido de 6leo e aumento dos acidos graxos

livres, além da producéo de micotoxinas (Monteiro et al., 1996; Lazzari, 1997).

De acordo com Domingos (1986) sdo denominados fungos de
campo as espécies que contaminam os gréos antes da colheita, durante o
desenvolvimento das plantas na lavoura. Todos esses fungos necessitam de
graos com alto teor de umidade para se desenvolverem, e por isso, atacam os

graos durante as fases de crescimento e maturacdo. Para Christensen &
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Kaufmann (1965) a umidade deve estar acima de 20% para o desenvolvimento

desses fungos.

Os principais fungos de campo que invadem os graos pertencem as
espécies dos géneros: Alternaria, Cladosporium, Fusarium e Helmintosporium.
Esses fungos podem causar a perda da cor natural ou brilho dos gréos e,
assim, reduzir o valor comercial do produto Domingos (1986). Segundo Lazzari
(1993a), existe pouco ou nenhum controle sobre as condi¢des que favorecem o
desenvolvimento de fungos de campo, pois eles invadem a cultura durante os

estagios finais de amadurecimento.

Os fungos de armazenamento contaminam 0s graos apo6s a colheita
e se desenvolvem quando o teor de umidade do produto esta entre 13 e 18%
(Christensen & Kaufmann, 1965). Os fungos mais comumente encontrados
causando deterioracdo de grdos armazenados s&0 especies do género

Aspergillus e Penicillium (Domingos, 1986).

As condicbes que alteram o desenvolvimento de fungos durante o
armazenamento sdo: umidade dos grdos, umidade relativa de equilibrio,
temperatura, migragcdo de umidade, taxa de oxigénio do ar intergranular,
presenca de impurezas e graos danificados pelo manuseio, ataque de insetos e
roedores, tempo de armazenamento e danos fisicos durante a colheita e
beneficiamento (Domingos, 1986). Os maiores efeitos do desenvolvimento

fungico em graos e sementes armazenados sao perda do poder germinativo,
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perda de matéria seca, produgdo de micotoxinas e alteragdo do valor

nutricional (Lazzari, 1993b).

3.5 FUNGOS TOXIGENICOS

Fungos toxigénicos sdo aqueles capazes de produzir micotoxinas.
Do ponto de vista do metabolismo desses microrganismos, s@o considerados
metabdlitos primarios 0os compostos essenciais para O seu crescimento, tais
como proteinas, lipidios, acidos nucléicos e carboidratos, enquanto que 0s
metabdlitos secundarios, como as micotoxinas, ocorrem apoés a fase de
crescimento e estdo frequentemente associados as alteracoes morfogenéticas,
sendo restritos a pequeno numero de especies (Prado et al., 1995; Scussel,

1998).

Nem sempre as condi¢Oes favoraveis a infestacéo flngica coincidem
com a produgdo de micotoxinas, mas uma vez produzidas, permanecem apos
a morte do produtor ou quando da substituicdo dele por outro microrganismo. A
presenca de um fungo nao significa necessariamente que a micotoxina esteja

presente ou vice-versa (Blaney et al., 1986; Sinha et al., 1986).

Segundo Miller (1995), dentre as toxinas produzidas por fungos, as
mais largamente encontradas em alimentos sdo aflatoxinas, deoxinivalenol,
zearalenona, ocratoxinas e fumonisinas. A Tabela 2 apresenta as principais

espécies de fungos toxigénicos e suas principais micotoxinas.
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Tabela 2: Principais fungos toxigénicos e suas micotoxinas.

Espécies Fungicas Micotoxinas
Aspergillus flavus; A. parasiticus Aflatoxina

A. flavus Acido ciclopiazénico
A. ochraceus; Penicillium viridicatum; P. cyclopium Ocratoxina A
P.expansum Patulina
Fusarium culmorum; F. graminearum; F. Deoxinivalenol
sporotrichioides

F. sporotrichioides; F. poae Toxina T-2

F. sporotrichioides; F. graminearum, F. poae Diacetoxyscirpenol
F. culmorum; F. graminearum; F. sporotrichioides Zearalenona

F. moniliforme Fumonisinas

Fonte: Modificada de D’Mello & MacDonald (1997).

O potencial de produgdo de micotoxinas pode ser estabelecido pelo
isolamento de espécies toxigénicas e sua inoculagdo em meios com nutrientes
e condicdes de temperatura e umidade adequadas, com posterior avaliagao do
meio de cultivo quanto a presenca de micotoxinas. Outra possibilidade para
verificagdo do potencial toxigénico é a deteccdo da micotoxina na matriz
analisada (Osborne, 1982). Em uma avaliagdo do potencial toxigénico de
Aspergillus ochraceus e Aspergillus alliaceus, Bayman et al. (2002) utilizaram
caldo batata-dextrosado e caldo sacarose-extrato de levedura como meio de
cultura para o desenvolvimento flingico. A presenca de ocratoxina foi verificada
por cromatografia liquida (HPLC). Com o objetivo de avaliar o potencial
toxigénico de fungos dos géneros Penicillium e Aspergillus, Nunes (2001)
utilizou farelo de arroz desengordurado e arroz parboilizado como meio de
cultura. Para avaliar o potencial aflatoxigénico de espécies de Aspergillus

diretamente no meio de cultura, dispensando etapas de extracdo da toxina, Lin
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& Dianese (1976) desenvolveram uma metodologia utilizando agar enriquecido

com leite de coco, como substrato para o desenvolvimento fungico.

3.6 MICOTOXINAS

As micotoxinas, produtos do metabolismo secundario de alguns
fungos filamentosos que se proliferam em alimentos e racéo animal, acarretam,
quase sempre, graves danos a saude humana e animal (Goldblatt & Winner,

1977).

A histéria das micotoxinas teve seu inicio nos anos 60, com a
identificacdo das aflatoxinas. A partir de entdo, os métodos analiticos, as
estruturas quimicas, os efeitos toxicologicos e os organismos produtores de
diferentes micotoxinas estdo sendo amplamente estudados (Goldblatt &

Winner, 1977; Bullerman, 1979; Soares, 1987).

Cerca de 300 micotoxinas ja foram isoladas, contudo, as mais
freqlentemente encontradas em alimentos e que comprovadamente tém
propriedades toxicas acentuadas, sao: aflatoxinas, ocratoxinas e zearalenona

(Scussel, 1998).

O efeito toxico causado pelas micotoxinas em humanos e animais,
principalmente monogastricos, varia de acordo com a micotoxina em questao,

podendo ser agudo e/ou crénico (Hussein & Brasel, 2001). Enquanto algumas
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causam danos funcionais ao figado e rim, outras se apresentam neurotdxicas
ou interferem na sintese de proteinas, causando efeitos que variam de

sensibilidade cutanea a imunodeficiéncia extrema (Sweneey & Dobson, 1998).

As micotoxinas tém ocorréncia mundial (América, Europa, Asia e
Africa), tendo sido detectadas em paises como EUA., Alemanha, Franca,
Inglaterra, Russia, Japao, india, Filipinas, Tailandia e também no Brasil
(Osborne, 1982; Malimann et al., 1994). Entre 25% e 50% de todos os produtos
alimenticios, especialmente os grdos mais consumidos, estdo contaminados
com micotoxinas (Mannon & Johnston, 1985; Bhat & Miller, 1991;). E
importante notar que as micotoxinas em produtos alimenticios nos EUA,
Canada e Comunidade Econdémica Européia geram perdas significativas na
producdo animal, refletindo-se na redugéo da produgdo de carne, leite e ovos,

no aumento de doencas e na diminuigdo da taxa de reprodug&o (Miller, 1995).

Entre os fatores que afetam a produgcdo de micotoxinas em
alimentos estdo os fatores bioldgicos, fatores fisicos no campo e durante o
armazenamento e fatores quimicos. Dentre os fatores biologicos envolvidos
encontra-se a contaminacdo dos graos por diferentes espécies fungicas,
podendo as interagbes entre essas espécies influenciar a produgdo de
micotoxinas. Outro fator bioldgico importante reside na susceptibilidade de
determinadas espécies vegetais em serem contaminadas por fungos. Os
fatores fisicos incluem basicamente tempo, temperatura, umidade e extens&o

da infestacdo por insetos (D'Mello & MacDonald, 1997). Acredita-se que a
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infestacdo por insetos predispde os grdos a infecgdo fungica e, portanto, a

producdo de micotoxinas (Farrar & Davis, 1991).

Ainda de acordo com D'Mello & MacDonald (1997), os fatores
quimicos incluem particularmente a utilizagdo de fungicidas, sendo que alguns
s30 capazes de estimular a produgdo de micotoxinas. Nesse caso, quando os
fungicidas sdo utilizados satisfatoriamente o risco de contaminagéo por
micotoxinas é baixo, porém inimeros estudos demonstraram que doses em
concentragdes sub-letais podem promover a produgéo de micotoxinas. No que
se refere ao uso de conservantes alimenticios, Chipley & Uraih (1980)
demonstraram que derivados do acido benzéico foram efetivos na inibicao do
crescimento fingico e producdo de micotoxinas por cepas de Aspergillus flavus

e A. parasiticus.

Os fatores biolégicos, fisicos e quimicos podem atuar de modo
isolado, mas geralmente o que se observa € um efeito conjunto sobre o
crescimento fungico e a produgdo de micotoxinas. Skrinjar et al. (1995)
constataram o efeito inibidor da interagdo entre acido propiénico e temperatura

no crescimento de Penicillium aurantiogriseum e sua producéo de ocratoxina A.

3.6.1 Aflatoxinas

A identificacdo das aflatoxinas ocorreu em 1960 com um grave

acidente econémice na Inglaterra, envolvendo a morte de perus. Nessa ocasiao
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verificou-se que a ingestdo de ragdes que continham farelo de amendoim de
procedéncia brasileira, bem como de outros paises (Uganda, Quénia, Africa
Ocidental, Zambia e india) era o fator responsavel pela doenca desconhecida

(IARC, 1987).

As aflatoxinas sao produzidas principalmente por Aspergillus flavus,
Aspergillus parasiticus e Aspergillus nominus, sendo que as duas primeiras
espécies apresentam padroes de crescimento semelhantes (International
Commission on Microbiological Specifications for Foods — ICMSF, 1996).
Ambas crescem na faixa de temperatura de 10-12°C a 42-43°C, com um
crescimento otimo em 32-33°C (Pitt & Hocking, 1997). A produgdo de
aflatoxinas por essas espécies ocorre entre 12 e 40°C (Koehler et al. apud

Lacaz, 1991).

Quanto ao pH, tanto A. flavus, como A. parasiticus podem crescer na
faixa que varia de 2,1 a 11,2, com o 6timo entre 3,5 e 8,0 (Wheeler et al.,
1991). De acordo com o ICMSF (1996) as aflatoxinas podem ser produzidas na
faixa de pH 6tima para o crescimento fungico, com a maxima producéo em pH
6,0. J&4 com relagdo a atividade de agua do substrato, as aflatoxinas s&o
produzidas em valores de atividade de agua (aw) variando entre 0,95 e 0,99,
sendo 0,82 o valor minimo para a producdo da toxina por A. flavus (ICMSF,

1996).
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De acordo com Luchese & Harrigan (1993), diversos fatores
nutricionais sao conhecidos por afetarem a producao de aflatoxinas, incluindo a
presenca no meio de cultura de varios carboidratos e fontes de nitrogénio,
fosfatos, lipoperoxidos e metais. Porém, a atuagdo desses fatores na regulagdo

da biossintese de aflatoxinas ainda nao foi elucidada.

Existe, porém, diferenca entre a produgdo de aflatoxinas por A.
flavus e A. parasiticus, ja que o Ultimo produz aflatoxinas G e B, enquanto o
primeiro produz apenas aflatoxina do tipo B. Além disso, isolados de A.
parasiticus tendem a produzir maiores concentragdes de micotoxinas do que A.
flavus, que ainda possui um maior percentual de cepas nao toxigénicas (Pitt,

1993).

As aflatoxinas estruturalmente constituem-se em cumarinas
substituidas ligadas a deidrofurano, sendo estas substituicbes fatores que
conferem diferentes toxicidades (Pereira & Chang, 1993). A Figura 1 mostra a

estrutura quimica das aflatoxina B4, Bz, G1 e Go.
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Figura 1: Estrutura quimica das principais aflatoxinas.
Fonte: Sweeney & Dobson, 1998.

Essas toxinas apresentam efeitos carcinogénico, teratogénico e
mutagénico, sendo absorvidas em pequenas doses, podendo causar lesdes em
longo prazo, como € o caso do cancer de figado, ou até mesmo toxicidade
aguda em recém nascidos (Neto, 1981; Valladares, 1985; Diener et al., 1987,
Stoloff et al., 1991). De acordo com a Agéncia Internacional de Pesquisa em
Cancer — IARC (1993), as aflatoxinas sado classificadas como carcinogénica

(Grupo 1) para humanos.
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3.6.2 Ocratoxina A

A ocratoxina A foi identificada pela primeira vez na Africa do Sul em
1965, pelo isolamento de cepas de Aspergillus ochraceus causador de efeitos

toxicos em animais de laboratério (Soares, 1987).

A ocratoxina A é produzida principalmente pelo Aspergillus
ochraceus, predominante em climas tropicais, com um crescimento entre 8 e
37°C, com desenvolvimento 6timo entre 24 e 37°C, e producdo da toxina entre
12 e 37°C, com valor 6timo 31°C. OQutro produtor da ocratoxina A é o
Penicillium verrucosum, predominante em climas temperados, com um
crescimento entre 0 e 31°C, com desenvolvimento 6timo 20°C, que coincide
com a temperatura 6tima dessa espécie, para a producdo de toxina (ICMSF,

1996).

Wheeler et al. (1991) verificaram um bom crescimento de A.
ochraceus em pH variando de 3 a 10, com crescimento minimo em pH 2,2. Ja
para P. verrucosum a faixa de pH que permite o crescimento varia de 2,1 a

10,0, com crescimento 6timo entre 6,0 e 7,0 (Sweeney & Dobson, 1998).

De acordo com Pitt & Christian (1968), A. ochraceus apresenta
crescimento 6timo em a, variando de 0,95 a 0,99, apesar de ser capaz de
crescer a valores de a, tdo baixos como 0,77. Porém, Adebajo et al. (1994)

encontrou uma produgdo maxima de toxina em a, de 0,80. Quanto a a,
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necessaria ao crescimento de P. verrucosum, Pitt & Hocking (1997)
classificaram essa espécie como xerofilica por ser capaz de crescer em a, de

0,80.

As ocratoxinas sdo um grupo de sete derivados de isocumarinag,
ligada a uma amida que, por sua vez, esta unida a um grupo B-fenilalanina,
como mostra a Figura 2, sendo que entre os derivados dessa estrutura, a

ocratoxina A (OTA) € o maior e mais téxico metabdlito (Sweeney & Dobson,

1998).
(I300R3 0 OH O
CH;CH‘NH’ o
CH,
R R,
R, R> Rs;
Ocratoxina A Cl H H
Ocratoxina B H H H
Ester etilico da ocratoxina A (ocratoxina C)  Cl H  CH.CH;
Ester metilico da ocratoxina A Cl H CHs;
Ester etilico da ocratoxina B H H  CH.CH;
Ester metilico da ocratoxina B H H CH;
4-hidréxi-ocratoxina A Cl OH H

Figura 2: Estrutura das ocratoxinas.
Fonte: Furlani & Soares, 1999.
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E crescente o interesse pela ocratoxina A presente nos alimentos,
ragcdes e matérias-primas, em fungao do seu carater nefrotdxico em suinos,
além de trabalhos que relatam que essa toxina apresenta também efeitos
mutagénico, teratogénico e carcinogénico (Milanez & Leitdo, 1994). O IARC
(1993) classifica a ocratoxina A como um possivel carcinégeno (Grupo 2B)

para humanos.

3.6.3 Zearalenona

A zearalenona &€ um metabdlico associado com espécies do género
Fusarium, tais como F. culmorum, F. graminearum e F. sporotrichioides, sendo
o F. graminearum a principal espécie responsavel pelos efeitos estrogénicos,
comumente encontrados em animais de fazenda, ja que apresenta a mais

ampla distribuicao entre as espécies toxigénicas (Marasas, 1991; IARC, 1993).

O Fusarium graminearum apresenta crescimento 6timo na faixa de
24 a 26°C, em uma a, minima de 0,90. O efeito do pH no crescimento é
dependente da temperatura, com valores minimos de 2,4 a 30°C e 3.0a 25e
37°C (Wheeler et al., 1991). A produgdo de toxina por essa espécie reflete

amplamente as condi¢cdes de crescimento (ICMSF, 1996).

Para o Fusarium culmorum, foi observado crescimento na faixa de 0
a 31°C, sendo o 6timo localizado em 21°C, com zearalenona sendo produzida

em temperaturas superiores a 25°C (Bottalico et al., 1982). A espécie Fusarium
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sporotrichioides apresenta crescimento o6timo em temperaturas de 22,5 a
27,5°C, dentro de uma faixa que varia de —2 a 35°C. Sobre essa espécie pouco
se sabe a respeito dos fatores fisiologicos que afetam a produgédo de toxina

(Sweeney & Dobson, 1998).

A zearalenona € um composto fitoestrogénico (Diekman & Green,
1992), conhecido como 6-(10-hidroxy-6-oxo-trans-1-undecenil)-f3-ac.resorcilico-

u-lactona (Hussein & Brasel, 2001), representado na Figura 3.

OH 0 Me

F 0

HO

Figura 3: Estrutura da zearalenona.
FONTE: Hussein & Brasel, 2001.

A zearalenona, assim como seus metabolitos (a-zearalenol e -
zearalenol), possui propriedades estrogénicas (Cheeke, 1998), particularmente
sobre fémeas jovens de suino. Em vacas tem-se atribuido problemas de
infertilidade, redu¢cao na produgao de leite e hiperestrogenismo (Mirocha et al.,
1974). Prelusky et al. (1994) apresentam a zearalenona como causa de
problemas reprodutivos e de infertilidade em animais. O IARC (1993) classifica

essa micotoxina como nao carcinogénica (Grupo 3) para humanos.
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3.7 OCORRENCIA DE MICOTOXINAS

A ocorréncia de aflatoxinas € maior em sementes oleaginosas, como
amendoim e seus derivados, algoddo, castanhas, embora cereais como, feijéo,
cevada, sorgo e arroz também possam ser contaminados (Soares & Rodriguez-

Amaya, 1989; Scudamore et al., 1998; Scussel, 1998, Sabino et al., 1999).

Sabino et al. (1999) fizeram um levantamento da ocorréncia de
aflatoxinas em amendoins e produtos derivados no estado de S&o Paulo, no
ano de 1994, e verificaram contaminagdes variando de 5,0 a 2.440,0pg/Kg,
sendo que 36% das amostras apresentavam concentracbes de aflatoxina

superiores aquela permitida pela legislagao brasileira.

Em milho e derivados para consumo humano, Baldissera et al.
(1992) encontraram aflatoxinas B e G em niveis de 68ppb, enquanto Sharma &
Marquez (2001) encontraram niveis de 5,00 a 8,02ug/Kg de aflatoxina B4, em

racbes animais preparadas a base de milho.

A ocorréncia de ocratoxina foi constatada em cereais tais como
milho, soja, trigo sarraceno, cevada, malte, centeio, arroz e seus produtos,
amendoim, castanha do Para, feijdo, café e seus produtos, pimenta do reino,
frutas secas, sucos de fruta e bebidas fermentadas, tais como cerveja e vinhos

(Pohland apud Leoni, et al., 2000; Speijers & Van Egmond apud Leoni, et al.,
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2000, Zimmerli e Dick apud Leoni, et al., 2000, Furlani & Soares, 1999; Visconti

et al., 2000; Filali et al., 2001; Pietri et al., 2001).

No Brasil, Leoni et al. (2000) encontraram niveis de ocratoxina A
variando de 0,3 a 6,5ug/Kg e 0,5 a 5,1ug/Kg em café moido e torrado e café
instantaneo, respectivamente. Na Alemanha foram avaliadas amostras de café,
durante os anos de 1995 e 1999, e foram detectados niveis médios de
ocratoxina A de 0,4ug/Kg em café verde. 0,6ug/Kg em café torrado e 0,7ug/Kg

em café soluvel (Otteneder & Majerus, 2001).

No que se refere a ocorréncia de zearalenona, Scussel (1998) cita a
presenga dessa micotoxina em milho, sorgo, trigo, cevada, ragbes e outros
cereais. Em amostras de milho e derivados foi detectada por Baldissera et al.

(1994a e 1994b) a presenga de zearalenona em niveis variando de 524 a

2.365ug/Kg.

Schollenberger et al. (2002) avaliando toxinas de Fusarium spp. em
farinha de trigo observaram niveis contaminagbes com zearalenona variando

de 1 a 8ug/Kg em farinha de trigo e 2 a 24ug/Kg em farinha de trigo integral.

3.7.1 Ocorréncia de Micotoxinas em Arroz

Soares e Rodriguez-Amaya (1989) avaliaram amostras de arroz

polido e parboilizado, provenientes do comércio de Campinas-SP, quanto a
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presenca de aflatoxinas, ocratoxina A, zearalenona e esterigmatocistina. Os
resultados desse levantamento demonstraram a contaminagéo do arroz polido
por aflatoxinas em niveis de até 38ug/Kg para aflatoxina By, 15ug/Kg para

aflatoxina B e 20ug/Kg para aflatoxina G.

Andlises em amostras de arroz provenientes da India e China
demonstraram a ocorréncia de contaminagdo por aflatoxina By em ambos os
paises, sendo os niveis de contaminag&o de 5-50ug/Kg na China e 20ug/Kg na

india (Park & Njapau, 1989; Zhen-Zhen, 1989).

Calvette et al. (1993) analisaram amostras de arroz integral, quanto
a presenga de aflatoxinas, ocratoxina A e zearalenona, por método de
cromatografia em camada delgada. Os resultados, porém, nao demonstraram

contaminagao das amostras analisadas pelas micotoxinas estudadas.

Nunes (2001) analisando amostras de arroz integral, parboilizado e
polido, quanto & presenca de micotoxinas, encontrou contaminagao por
zearalenona e ocratoxina A nas amostras de arroz parboilizado e polido. Os
maiores niveis foram detectados no arroz parboilizado, sendo de 1955ug/Kg

para zearalenona e 128ug/Kg para ocratoxina A.

Scudamore et al. (1998) analisaram 40 amostras de farelo de arroz
destinado a ragdo animal quanto a presenca de 20 micotoxinas. Os resultados

obtidos demonstraram baixo nivel de contaminagéo do farelo de arroz. Dentre
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as micotoxinas encontradas destacou-se a aflatoxina B4, que esteve presente
em 29 amostras (72,5%), usualmente junto com as demais aflatoxinas, em
niveis de até 28ug/Kg. Outra micotoxina detectada foi a ocratoxina A,
confirmada em duas amostras em niveis de 12 e 3ug/Kg, enquanto a maioria

das amostras parecia conter pequenas concentragdes dessa micotoxina.

3.8 DETERMINACAO DE MICOTOXINAS

A confiabilidade de um ensaio de micotoxinas em produtos agricolas
é influenciada de maneira significativa pela amostragem. O desenho de todos
os planos de amostragem deve ser baseado na concentragdo critica da
micotoxina, definicio de lotes aceitaveis e rejeitaveis e riscos ao consumidor e

produtor (Cole, 1986).

Na maioria dos métodos utilizados para determinagéo de
micotoxinas sd3o necessarias etapas de preparagdo de amostra, extracao,
limpeza, triagem, quantificagcdo e confirmagdo. O preparo consta de
quarteamento, trituracdo e homogeneizagéo da amostra, seguida da extragéo
com solvente apropriado. A escolha do solvente baseia-se na polaridade e
solubilidade diferencial das micotoxinas, os mais utilizados s&o cloroformio,
acetona, metanol, acetonitrila, benzeno, acetato de etila, hexano e/ou agua

(Soares, 1987; Scussel, 2000).
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Para separacgéo e detecgdo de diferentes grupos e entre micotoxinas
de um mesmo grupo, propriedades cromatograficas e espectrofotométricas sao
rotineiramente empregadas. No entanto, nem sempre estas propriedades sao
suficientemente especificas, pois outras substancias podem apresentar
caracteristicas semelhantes. A toxicidade variada e a presenga de resultados
falsos positivos tornam imprescindivel o uso de testes confirmatorios para sua
identificaco. Esses testes sdo baseados em derivagbes quimicas, obtendo
compostos com propriedades cromatograficas modificadas ou técnicas de

espectrometria de massa (Badiale-Furlong, 1992; Scussel, 2000).

Dentre os métodos mais utilizados para a determinagdo de
micotoxinas estdo os métodos cromatograficos, fluorimétricos e 0s
imunoensaios. Dentre os métodos cromatograficos podem ser citadas a
cromatografia de camada delgada (CCD), cromatografia em camada delgada
de alta eficiéncia (CCDAE), cromatografia gasosa (CG) e cromatografia liquida

de alta eficiéncia (CLAE) (Scussel, 2000).

A CCD permite a avaliagdo de aflatoxinas, ocratoxina A,
zearalenona, esterigmatocistina, entre outras micotoxinas e de acordo com
Soares e Rodriguez-Amaya (1989) os limites de detecgéo dessas micotoxinas
em CCD pode chegar a 2, 5, 55 e 15ug/Kg, respectivamente. Para a
confirmacdo das micotoxinas em CCD podem ser utilizados testes

confirmatérios baseados em reacdes quimicas, na alteragdo do sistema de
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eluicdo ou na utilizagdo de cromatografia em camada delgada bidimensional

(Przybylski, 1975; Golinski e Grabarkiewicz-Szczesna, 1984; AOAC, 1990).

De acordo com Sylos (1999) a CCD tem sido bastante utilizada em
paises em desenvolvimento, devido a sua praticidade, baixo custo e
simplicidade. Entretanto, os limites de detecgdo alcangados por essa
metodologia, para muitas micotoxinas, sdo de baixa capacidade, tornando-se

muitas vezes dificil a quantificagdo dessas toxinas.

A maioria das micotoxinas ndo € volatil, de modo que métodos de
derivatizagdo tornam-se usualmente necessérios para andlise por
cromatografia gasosa. De acordo com Scott (1993) e Onji et al. (1998) essa
metodologia tem sido amplamente empregada para a analise de tricotecenos e

outras micotoxinas de Fusarium em cereais.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia tornou-se o método
escolhido para a determinagdo da maioria das micotoxinas. Normalmente
utiliza-se coluna de fase reversa, detectores de fluorescéncia, por absorgéo de
radiagdo ultra-violeta ou por arranjo de diodos, e quantificacdo por

padronizagao externa (Sylos, 1999).

Ainda de acordo com Sylos (1999), as vantagens que a CLAE
apresenta sobre a CCD envoivem melhor exatidao, precisao, reprodutibilidade,

seletividade, alta sensibilidade e controle automatico das condigoes
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cromatograficas. Essas caracteristicas combinadas conduzem a limites de
deteccdo consideravelmente mais altos, como por exemplo, 0,1ug/Kg para

aflatoxinas, 0,2ug/Kg para ocratoxina A e 1ug/L para patulina.

De acordo com Duncan ef al. apud Stroka & Anklam (2002) métodos
fluorimétricos simples, que incluem limpeza de extrato em colunas de
imunoafinidade, tém sido desenvolvidos com o objetivo de agilizar e custear os
procedimentos de andlise. Tais métodos sdo baseados em uma simples
medida fluorimétrica de um extrato purificado. Testes realizados por esses
autores demonstraram parametros de precisdo comparaveis aos métodos de
CLAE. Entretanto, matrizes complexas podem apresentar um resultado falso

positivo, devido a reagdes cruzadas e interferentes.

No que se refere aos métodos de imunoensaios, 0s mais
empregados sdo o ELISA e a cromatografia por imunoafinidade, esta utilizada
para limpeza dos extratos antes da determinagdo por cromatografia,

principalmente para detecgédo de aflatoxinas (Scussel, 2000).

3.9 LEGISLAGAO

De acordo com D'Mello & MacDonald (1997), uma vez que a
contaminagdo de alimentos e ragbes com micotoxinas representa um seério
risco a saude humana e animal, medidas para monitorar e controlar os niveis

dessas substancias foram introduzidas em diversos paises e estdo sendo
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constantemente atualizadas. Existe ainda uma consideravel variagdo nas
legislagbes, no que se refere aos limites permitidos e as micotoxinas alvo, nos

diferentes paises.

Com relagéo aos limites de aflatoxinas presentes em alimentos e
tolerados pela legislagdo, tem-se que a Legislagao Brasileira permite o valor de
20ug/Kg para o somatorio de aflatoxina B4, B2, G1 e G2, em amendoim, milho e

produtos derivados (Fonseca, 2003).

Os limites maximos para ocratoxina A s@o regulamentados ou estéo
sendo sugeridos em diversos paises e variam de 1 a 5ug/Kg para alimentos
infantis, 2 a 50ug/Kg para cereais e 5 a 300ug/Kg para ragdes (Van Egmond,
1996). No Brasil, o Programa Nacional de Monitoragdo e Controle de

Micotoxinas sugere a fixagdo do limite em 50ug/Kg para todos os alimentos.

No que se refere a legislagédo brasileira para zearalenona, ainda nao
ha limites permitidos e sugeridos. Em outros paises, porém, pode se observar
limites de 100ug/Kg (Italia) e 200pg/Kg (Franga) de zearalenona, em cereais e

derivados (Fonseca, 2003).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Para a realizacdo desse projeto foram utilizados trés silos pilotos,
localizados na Estagdo Experimental do Arroz do Instituto Riograndense do
Arroz (EEA - IRGA), no municipio de Cachoeirinha — RS. A Figura 4 apresenta
um dos silos utilizados no experimento. As dimensdes do silo eram: 3,0m de
altura total, 2,70m de altura plena (descontando o fundo falso) e 2,80m de

didmetro. A capacidade de cada silo era de 7ton.

Nesse estudo foram avaliados trés manejos diferentes, onde a
secagem foi feita por circulagdo forgada de ar. Dois dos silos tiveram controle
automatizado para a UR (Umidade Relativa) do ar de entrada, que foi
monitorado por um sistema Dryco®, cedido ao projeto pela empresa Dryeration
IndGstria, Comércio, Projetos e Representacbes LTDA. No primeiro silo,
quando o ar de entrada ndo estava de acordo com a condig&o pré-determinada

pelo sistema automatizado, ele era aquecido pela queima de gas liquefeito de
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petroleo (GLP), para que sua UR fosse ajustada a 75%. O segundo silo
recebeu insuflacdo de ar ambiente, possuindo também um controle
automatizado da condi¢éo do ar de entrada. Quando o ar n&o estava de acordo
com o programado (75% de UR), ndo houve insuflagdo. No terceiro silo o
controle foi feito manualmente por um operador, que se baseava nas condigoes
do ambiente para definir quando deveria ocorrer insuflagdo de ar. Vale ressaltar

que essa ultima condigdo € a utilizada normalmente pelos produtores.

i
i

| i

Figura 4: Silo metalico utilizado nos experimentos.
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Durante o armazenamento a aeragdo para manutencao foi realizada
com o ar em condigbes ambiente, desde que possuisse umidade relativa

inferior a 70% e temperatura inferior a 20°C.

4.2 AMOSTRAGEM

O arroz (cultivar IRGA-419) utilizado para o preenchimento desses
silos foi doado pelo Instituto Riograndense do Arroz sendo proveniente das

culturas da Depresséo Central do Estado do Rio Grande do Sul.

A amostragem foi feita utilizando-se um amostrador pneumatico
manual, que pode ser visto na Figura 5, e realizada quinzenalmente enquanto
os silos estavam em regime de secagem, ou seja, enquanto a umidade dos
graos era superior a 13%. Apos esse periodo, passaram a ser realizadas
mensalmente, até que se completou o periodo de nove meses, que

corresponde ao periodo entre safras.

Para verificar se a posi¢cdo dos grdos no silo interferiria em sua
contaminaco flingica e de micotoxinas, foram retiradas amostras de cerca de
1Kg de arroz em casca, em duplicata, em duas alturas de cada silo. As

amostras foram coletadas 0,15m e 1,60m do fundo falso.
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Figura 5: Amostrador manual pneumatico.
Fonte: SILVA et al., 2000c.

4.3 DETERMINAGOES FISICAS

Durante todo o periodo de observacdo foram realizadas medidas
diarias de temperatura da massa de graos no silo, temperatura ambiente e
umidade relativa ambiente, no local onde o experimento estava sendo
desenvolvido, para que se pudesse acompanhar a variagéo da temperatura e
da umidade relativa da massa de graos. A temperatura da massa de graos foi
determinada por medida direta, com o auxilio de uma termossonda. Os demais
dados foram coletados a partir de sensores localizados em uma unidade
metereoldgica, instalada no EEA - IRGA. J& a umidade relativa da massa de
graos foi determinada a partir dos dados anteriores, com 0 auxilio do programa

Psychart (Fang & Fon, 1995).
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No EEA - IRGA, ainda foi realizada a analise diaria da umidade do
arroz, com 0 objetivo de acompanhar a secagem e as condigbes de
armazenamento dos graos. A metodologia utilizada foi a sugerida pelas Regras
de Andlise de Sementes (Ministério da Agricultura, do Abastecimento e da
Reforma Agraria, 1992), que teve como fundamento a secagem dos graos em
casca e inteiros, em estufa com circulagéo de ar, a 105°C. As analises foram

realizadas em triplicata.

4.4 DETERMINACOES QUIMICAS

4.4.1 Determinacao de Acidez

No Laboratério de Bromatologia do Instituto de Ciéncia e Tecnologia
de Alimentos ICTA — UFRGS foi determinada a acidez lipidica dos gréos, para
verificar a qualidade do produto durante a secagem e o armazenamento. Para
isso, realizou-se uma extracdo lipidica em éter de petroleo e posteriormente
uma titulagéo da fragéo lipidica obtida, solubilizada em éter etilico:alcool etilico
(2:1), de acordo com a metodologia sugerida pelas Normas Analiticas do

Instituto Adolfo Lutz (1976).

As amostras utilizadas para a andlise de acidez lipidica foram
trituradas a uma granulometria média de 1mm, em um moinho de facas e as

analises realizadas em duplicata.
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4.4.2 Determinacgao de Micotoxinas

No laboratério de Toxicologia do ICTA — UFRGS foi realizada a

determinacdo das micotoxinas: aflatoxina By, B,, G e Gz, ocratoxina A e

zearalenona.

4.4.2.1 Preparo dos Padroes

Os padroes de aflatoxina By, B, Gi e G ocratoxina A e
zearalenona utilizados nas analises foram da marca Sigma Chemical (EUA) e o
preparo dos padrdes foi realizado de acordo com as recomendacdes do item
970.44 e 971.22 da AOAC (1990), sendo as solugdes estoques preparadas
pela dissolugdo das micotoxinas em benzeno:acetonitrila (98:2). As solugbes

de trabalho foram obtidas pela dissolugdo sucessiva da solugdo estoque.

A concentracdo de cada um dos padroes foi estimada com base nas
massas de cada uma das micotoxinas e seus respectivos volumes de
dissolucdo. Para as analises quantitativas tornou-se necessario corrigir a
concentracdo das solugbes estoques. O procedimento adotado para essa
etapa foi o sugerido pela AOAC (1990), que determina a concentracao real da

solugéo estoque com base na Equagéo 1.
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_ PM -1000- Abs - FC
E

C

Equacao (1)

Onde:

C - concentragéo do padrdo em pg/mL;

PM — peso molecular da micotoxina;

Abs — valor de absorbancia no comprimento de onda maximo;

e - coeficiente de absortividade molar no mesmo comprimento de
onda em L/cm.mol;

FC — fator de corregao do aparelho.

A determinagéo do fator de corregdo do aparelho foi realizada com
base nos resultados obtidos durante a calibragdo do aparelho, com uma curva
padréo de solugbes de dicromato de potassio, de acordo com AOAC (1990).
Os valores de PM, comprimento de onda maximo (1) e € de cada micotoxina

fornecidos pela AOAC (1990) podem ser verificados na Tabela 3.
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Tabela 3: Peso molecular, absortividade molar e comprimento de onda maximo de

absorcao das micotoxinas.

Micotoxina Peso Molecular e (L/cm.mol) A maximo (nm)
Aflatoxina B; 312 19800 348
Aflatoxina B, 314 20900 350
Aflatoxina G, 328 17100 355
Aflatoxina G, 330 18200 355
Ocratoxina A 403 5550 333
Zearalenona 318 6060 317

Fonte: AOAC (1990).

4.4.2 2 Avaliacdo da Confiabilidade do Método

Para avaliar a confiabilidade do método foram determinados o limite
de detecgdo, o limite de quantificacdo e a recuperagéo da metodologia, para os
padroes utilizados nas andlises quantitativas, e o limite de detecgdo para

aqueles padrdes que foram utilizados somente nas analises qualitativas.

O limite de deteccdo foi alcangado pela redugéo gradual do volume
de padrdo, de concentragdo conhecida, aplicado na placa cromatografica, até

que nao fosse mais possivel a visualizagao da fluorescéncia.

O limite de quantificacéo foi determinado utilizando-se os extratos
obtidos na avaliagdo da recuperagdo do método. Novamente fez-se uma série
de aplicagdes, com o volume de extrato sendo gradualmente reduzido, até que

a fluorescéncia ndo pudesse mais ser visualizada sob luz ultravioleta.
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A recuperacdo do método foi determinada a partir da quantificagao
de amostras contaminadas intencionalmente. Para isso, amostras livres de
micotoxinas foram contaminadas com 160ug/Kg (nivel inferior) e 400ug/Kg
(nivel superior) e submetidas as etapas de extracéo e quantificacéo descritas

no item4.4.2.3.

4 .4.2.3 Ocorréncia de Micotoxinas nas Amostras

Para a avaliagdo do nivel de contaminagdo por micotoxinas das
amostras foi utilizada a metodologia de multitoxinas em camada delgada,
descrita por Soares (1987), onde foram realizadas etapas de extracao, limpeza

e purificacdo do extrato, de acordo com o fluxograma da Figura 6.

Para a verificacdo da ocorréncia de micotoxinas, as amostras foram
trituradas a uma granulometria média de 1mm, em um moinho de facas. Todas
as amostras foram analisadas na etapa de triagem, sendo que aquelas que se
apresentaram suspeitas para alguma das micotoxinas analisadas foram

extraidas em duplicata e submetidas a etapa de confirmagao.

A confirmacdo das aflatoxinas By e G; foi realizada através da
derivatizagdo do padrdo e das amostras suspeitas com acido trifluoroacético,
de acordo com metodologia sugerida por Przybylski (1975). Ainda de acordo

com o mesmo autor, foi realizada uma confirmagdo adicional para as
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aflatoxinas By e G4, juntamente com a confirmagcdo das aflatoxinas B, e G,

utilizando-se reagao com acido inorganico (H,SO4 25%).

A ocratoxina A foi confirmada através de reacao de derivatizacao
com trifluoreto de boro, de acordo com metodologia sugerida por Hunt ef al.
(1980). Para a confirmacédo da zearalenona utilizou a derivatizagao descrita por
Golinski e Grabarkiewicz-Szczesna (1984), seguida da revelacédo com AICl;

(20%, em alcool).

As amostras que foram confirmadas para a presenga de micotoxinas
foram entdo quantificadas por cromatografia em camada delgada, com o
mesmo solvente utilizado na etapa de confirmacao. Para isso fez-se uma
comparagao visual da intensidade de fluorescéncia, sob luz ultravioleta, entre

as amostras confirmadas e séries de padrdes de concentragdes crescentes.
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270mL de Metanol
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Adicéo de 50mL de
celite

Filtragao

Retirada de 150mL

Adicdo de 150mL de
agua destilada
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Cloroférmio (2 vezes)

/\

Retirada de 2 Aliquota Retirada de 2 Aliquota
de 5SmL — Qualitativa de 5mL — Quantitativa

Figura 6: Fluxograma do método de extracao de micotoxinas.



46
4.5 DETERMINACOES MICROBIOLOGICAS

No laboratério de Toxicologia do ICTA — UFRGS foram realizadas as
determinacdes para a verificagdo da incidéncia de fungos e avaliagdo das

espeécies.
4.5.1 Incidéncia de Fungos

A incidéncia de fungos foi quantificada através da enumeragéo de
células viaveis expressas em unidades formadoras de colbénia (UFC/g), de
acordo com metodologia MB — 2750, sugerida pela ABNT (setembro/1987).
Nessa anadlise foram utilizados os grédos com casca e inteiros, que sofreram
trituracdo em blender, de acordo com a metodologia citada. Para a verificagéo
da presenca de fungos potencialmente produtores de rﬁicotoxinas, foi feito o
isolamento a partir das placas utilizadas para a enumeragdo das células
viaveis, de cerca de 10 colbnias de fungos, distribuidos entre os géneros

Penicillium e Aspergillus, que sdo géneros de conhecido potencial toxigénico.
4.5.2 Ildentificacao das Espécies Isoladas
A identificacdo dos isolados foi realizada através da metodologia

descrita por Pitt (1988) e Klich & Pitt (1988), que fazem uso de chaves de

identificacdo. Uma vez identificadas as espécies, aquelas potencialmente
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produtoras de aflatoxinas e ocratoxina A foram avaliadas para a producao

dessas micotoxinas.

4.5.3 Avaliacao do Potencial Toxigénico

Para os isolados do género Aspergillus foi feita uma reinoculagéo
desses isolados para placas com meio de cultura agar coco e incubadas a
25°C por 7 dias, de acordo com Lin & Dianese (1976). Ja os isolados do género
Penicillium foram reinoculados em agar Sabouraud e incubados a 25°C por 21
dias, de acordo com Pinho (1998) Ao final do periodo de incubagao as placas
pertencentes aos dois géneros foram raspadas e seu conteudo submetido a
uma extracao com cloroférmio. Posteriormente, o extrato obtido foi aplicado em
placas cromatograficas, para a avaliagao da presenca de ocratoxina A e de

aflatoxinas B, By, Gy e Ga.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

O estudo proposto € um experimento fatorial 3 x 2 x 2, onde o
primeiro fator € o manejo, com trés niveis, o segundo fator é a altura, com dois
niveis e o terceiro € a operagao realizada no siio, com 2 niveis. O terceiro fator
foi representado pelas etapas de secagem e armazenamento e exciusivamente

armazenamento, que aconteceu ao longo do tempo.
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Para as analises estatisticas foi utilizado o programa Statistica 5.1
(SatSoft, 1998). Como variaveis-resposta foram determinadas: o numero de
células viaveis (UFC/qg), a proporgcao de espécies fungicas enire os isoiados de
cada amostra, o nivel de acidez lipidica das amostras, a temperatura, a
umidade relativa e a umidade da massa de graos, bem como o0 numero de

amostras contaminadas por micotoxinas e o seu nivel de contaminagao.

Para verificar se houve diferenca entre os trés manejos, entre as
alturas e no decorrer do tempo (secagem e armazenamento ou exciusivamente
armazenamento), foi feita uma analise de variancia. Nessa anaiise a variavei
resposta considerada foi a enumeragao de celulas fungicas viaveis, sendo que
houve a necessidade de transformar matematicamente os dados originais

(transformacgéo logaritmica) para adapia-ios aos pre-requisitos da anaiise.

Tomando os parametros estudados que tém influéncia nos niveis de
contaminacgdo fungica, foi verificado qual a influéncia exercida por cada uma
das variaveis sobre a contaminagado fungica. Para isso, uma anaiise de
regressao linear multipla foi realizada utilizando-se como variaveis
independentes a temperatura, a umidade dos graos, a umidade relativa e o

tempo, tendo a contaminagao fungica como variavei dependente.

Com o objetivo de delinear o perfil da acidez lipidica, em cada um
dos silos, em funcdo dos fatores que podem influencia-ia foi realizada uma

anaiise de regressao iinear muitipla, onde pode ser observado o grau de
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influéncia de cada uma das variaveis avaliadas. A variavel dependente foi a
acidez lipidica e as variaveis independentes consideradas foram: tempo de
armazenamento, nivel de contaminacao fungica, temperatura, umidade relativa

e umidade dos graos.

Com o objetivo de verificar quais os fatores teriam influéncia sobre a
variagdo no percentual das espécies isoladas utilizou-se uma analise de
regressao linear multipla, onde as variaveis independentes foram umidade dos
gréos, umidade relativa e temperatura e a variavei dependente o percentuai de

espécies presentes em cada uma das amostras.
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5.1 DETERMINACOES FiSICAS
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Os graficos apresentados nas Figuras 7, 8 e 9 mostram,

respectivamente, o comportamento da umidade dos grdos, UR e temperatura

da massa de graos ao longo do experimento.
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Figura 7: Umidade dos graos em fungao do tempo nos silos com circulagéo forcada de

ar, controle automatico de UR (ar quente — Silo 1 e ar ambiente — Silo 2) e controle

manual (ar ambiente — Silo 3).
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circulagéo forcada de ar, controle automatico de UR (ar quente — Silo 1 e ar ambiente
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Figura 9: Temperatura dos grdos em fungéo do tempo nos silos com circulagéo
forcada de ar, controle automatico de UR (ar quente — Silo 1 e ar ambiente — Silo 2) e

controle manual (ar ambiente — Silo 3).
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Na Figura 7 pode-se observar que o Silo 1, que utilizou ar aquecido,
apresentava indices de umidade seguros para 0 armazenamento a partir dos
45 dias de experimento, uma vez que o0s parametros adotados para o
armazenamento foram de umidade variando entre 12-14% e temperatura da
massa de graos entre 20 e 25°C. Nessa ocasido, para esse silo, a insuflacéo
com ar aquecido foi cortada, sendo mantida somente a aeragéo de seguranga
para o armazenamento. Ja os Silos 2 e 3 apresentaram umidades seguras de
armazenamento somente apds 75 dias, quando esses silos também foram
considerados em regime de armazenamento, sendo aerados somente para a
manutencao. Para facilitar a analise dos resultados, porém, foi considerado que
a secagem dos trés silos se encerrou aos 75 dias. Os parametros adotados
nesse experimento estdo de acordo com os sugeridos por Lazzari (1997) para
arroz armazenado por um periodo variando de 6 meses a 1 ano (umidade de

14-15% e temperatura de 20-25°C), como foi o caso do experimento.

Os valores observados para a UR nos Silos 2 e 3 (Figura 8) foram
bastante semelhantes, enquanto o Silo 1 apresentou valores inferiores. De
acordo com o grafico, é possivel observar que a partir dos 60 dias para o Silo
1, 135 dias para o Silo 2 e 165 dias para o Silo 3 a UR da massa de graos era
inferior a 70%, que de acordo com Hoseney (1991) é geralmente o valor critico

de UR quando se deseja armazenar graos por longos periodos de tempo.

Quanto a temperatura, a massa de gréaos dos trés silos permaneceu

durante todo o periodo do experimento dentro dos valores previstos como
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seguro tanto pelos parametros do experimento, como por Lazzari (1997), como

pode ser observado na Figura 9.

5.2 DETERMINACOES QUIMICAS

5.2.1 Determinacao de Acidez

Os valores de acidez obtidos ao longo do experimento podem ser
observados nas Figuras 10 e 11, sendo a primeira referente as amostras da

Altura 1 e a segunda referente as amostras da Altura 2.
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Figura 10: Acidez lipidica dos graos, para a Altura 1, em funcéo do tempo nos silos
com circulagdo forcada de ar, controle automatico de UR (ar quente — Silo 1 e ar
ambiente — Silo 2) e controle manual (ar ambiente — Silo 3).
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Figura 11: Acidez lipidica dos gréos, para a Altura 2, em fungdo do tempo nos silos
com circulacéo forcada de ar, controle automatico de UR (ar quente — Silo 1 e ar
ambiente — Silo 2) e controle manual (ar ambiente — Silo 3).

De acordo com as Figuras 10 e 11 os Silos 2 e 3 apresentaram
comportamento bastante semelhantes durante todo o experimento, tanto para a
Altura 1 como para a Altura 2. Ja o Silo 1 apresentou comportamento
ligeiramente diferente no periodo inicial do experimento (até 60 dias) e em
seguida acompanhou os demais silos. Quanto as alturas, todos os silos

apresentaram valores superiores de acidez na Altura 2.

5.2.2 Determinacao de Micotoxinas

5.2.2.1 Avaliagdo da Confiabilidade do Método
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A avaliagéo da performance do método para a zearalenona permitiu
verificar uma recuperagdo média de 93%, limite de detecgdo de 110ng/mancha
e limite de quantificacdo de 300ng/g, quando as placas foram reveladas com

AICl3.

Utilizando analise de zearalenona por cromatografia em camada
delgada Soares e Rodriguez-Amaya encontraram valores de recuperagcao
variando de 96-107% para diferentes matrizes, limite de detecgao de 55ng/g e
limite de quantificagcdo de 165ng/g. Ja Nunes (2001), trabalhando com a
mesma metodologia e arroz como matriz, encontrou niveis de recuperagéo de

75% e limite de detecgdo de 52ng/mancha, quando foi utilizado revelador.

Para os padrbes utilizados somente nas analises qualitativas foi
avaliado o limite de detecgdo, sendo eles de S5ng/mancha para ocratoxina A,
3ng/mancha para aflatoxina B4, 1ng/mancha para B, 3ng/mancha para G4 e
1ng/mancha para G,. Nunes (2001) utilizando também cromatografia em

camada delgada encontrou como limite de deteccdo para aflatoxina B

2,5ug/Kg e 6,0ug/Kg para ocratoxina A.

As diferencas existentes entre os autores no que se refere a
performance do método estdo relacionadas com a propria subjetividade
quantitativa do método, ja que todas as medidas sdo realizadas por

comparagao visual.
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5.2.2.2 Ocorréncia de Micotoxinas nas Amostras

Durante a triagem algumas amostras apresentaram-se suspeitas
para aflatoxinas, ocratoxina A e zearalenona. A Tabela 4 mostra o nimero de

amostras suspeitas, a que silo elas pertenciam e qual a micotoxina suspeita.

Tabela 4: Amostras suspeitas de contaminag¢ao por micotoxinas.

Numero de Amostras suspeitas

Silo 1 Silo 2 Silo 3
Ocratoxina A - 1 3
Zearalenona 30 31 22
Aflatoxina - 1 2

As amostras suspeitas foram submetidas a metodologia apropriada para
confirmacdo da micotoxina em questdo, sendo as confirmadas quantificadas por
comparacdo visual com padrées. A Tabela 5 apresenta o nivel de contaminacao
apresentado pelas amostras confirmadas a que silo essas amostras pertenciam e qual
a micotoxina em questdo. Ressalta-se que as micotoxinas detectadas estavam
presentes em amostras diferentes, sendo as do Silo 1 pertencentes a coleta feita aos
105 (5.8501g/Kg) e 195 (1.950ug/Kg) dias, enquanto a amostra do Silo 2 (1.840ug/Kg)

havia sido coletada aos 195 dias.

Tabela 5: Nivel de contaminag&o das amostras confirmadas para zearalenona.

Nivel de contaminacao (ug/Kg)
Silo 1 Silo 2 Silo 3

Zearalenona 5.850* e 1.950* 1.840* -

*Os valores foram corrigidos considerando-se a recuperacéo do método.
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A zearalenona €& uma micotoxina tipicamente produzida por
Fusarium graminearum e espécies relacionadas (Pitt, 2000). De acordo com
Domingos (1986) o género Fusarium é classificado como fungo de campo, ou
seja, fungo que ataca a planta no periodo que antecede a colheita e €
comumente substituido pelos fungos de armazenamento nas etapas que
procedem a colheita. Isso auxilia no entendimento da detecgéo de zearalenona
no arroz e auséncia de observagcao do género Fusarium nas etapas de
enumeracdo e isolamento das coldnias fungicas (ltem 5.3). Com base nisso
pode-se supor que as amostras de arroz foram contaminadas por zearalenona
no campo, nas etapas anteriores a colheita, permanecendo a toxina produzida
mesmo durante o armazenamento, a despeito da substituicdo do género
Fusarium por outros, conforme sugere Blaney et al. (1986) e Sinha et al.

(1986).

Nunes (2001) analisando arroz integral, parboilizado e polido
encontrou niveis de contaminagao de até 1.950ug/Kg de zearalenona em arroz
parboilizado e 1.120ug/Kg de zearalenona em amostras de arroz polido,
mesmo nao tendo sido observada a ocorréncia de fungos do género Fusarium
durante a identificacdo da microbiota fingica das amostras, o que concorda

com os resultados obtidos nesse trabalho.

As amostras suspeitas de contaminagdo por ocratoxina A e
aflatoxinas ndo foram confirmadas para a presenga dessas micotoxinas.

Resultados semelhantes foram obtidos por Lima et al. (2000) que analisaram
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90 amostras, sendo 30 de arroz polido, 30 de farelo de arroz e outras 30 de
casca de arroz, e nao observaram a ocorréncia de aflatoxinas. Vale ressaltar
que a auséncia de micotoxinas foi observada apesar do isolamento de

Aspergillus flavus produtor de aflatoxinas do grupo B.

Apbs 45 dias de armazenamento o arroz ja apresentava indices de
umidade inferiores a 15% e esse pode ter sido um dos fatores que contribuiu
para 0 ndo desenvolvimento de micotoxinas durante o armazenamento. De
acordo com experimento desenvolvido por Abramson et al. (1999) a umidade
dos gréos parece ter sido um dos fatores decisivos na producdo de toxinas.
Isso porque, amostras de cevada mantidas em condi¢des simuladas de
estocagem com conteudo de umidade de 19% permitiram a produgdo de
ocratoxina A, citrinina e esterigmatocistina, enquanto as amostras mantidas a
15% de umidade ndo apresentaram contaminagdao por nenhuma micotoxina.
Em outro experimento, Abramson et al. (1990) demonstrou que graos de trigo
mantidos estocados com conteudo de umidade de 15% apresentavam
contaminagéo por ocratoxina A significativamente inferior a amostras estocadas

com teor de umidade de 19%.
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5.3 DETERMINACOES MICROBIOLOGICAS

5.3.1 Incidéncia de Fungos

Os gréaficos das Figuras 12 e 13 mostram a enumeracéo fungica
para os trés silos, nas Alturas 1 e 2, ao longo do experimento. Através deles €
possivel observar que principalmente apés o periodo de secagem (75 dias),
para a Altura 1, o Silo 3 apresentou os menores valores de contaminagao,
enquanto o Silo 1, de modo geral apresentou os maiores. Esses resultados
diferem dos esperados, uma vez que o silo que possuia controle das condigdes
de entrada do ar durante a secagem n&ao garantiu menores valores de
enumeracio fangica depois da retirada da insuflacdo de ar. Vale ressaltar que
para o Silo 1, nessa altura, o ar aquecido durante a secagem, nos primeiros 30
dias, causou uma reducéo da enumeracao total fingica. Observa-se ainda que
apés o periodo de secagem (75 dias) as contaminages flngicas
permaneceram estaveis em cada um dos silos, o que confirma ter sido

alcancada as condigdes adequadas de armazenamento.

Na Figura 12 pode-se observar um pico de crescimento fungico para
o Silo 2 no periodo entre 30 e 60 dias que ocorreu apesar das condicoes de
armazenamento ndao demonstrarem nenhuma alteracdo brusca (Figuras 7, 8 e

9) e a manuteng&o do silo (entrada de ar) ter ocorrido de forma normal.
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Figura 12:: Enumeragéo fungica dos gréos, para a Altura 1, em funcéo do tempo nos
silos com circulacéo for¢ada de ar, controle automatico de UR (ar quente — Silo 1 e ar
ambiente — Silo 2) e controle manual (ar ambiente — Silo 3).
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Figura 13: Enumeragcao fungica dos gréos, para a Altura 2, em fungéo do tempo nos
silos com circulacao forcada de ar, controle automatico de UR (ar quente — Silo 1 e ar
ambiente — Silo 2) e controle manual (ar ambiente — Silo 3).



61

Na Figura 13 pode-se observar que inicialmente as enumeragdes
fungicas foram bastante superiores as observadas na Altura 1. Esse fato pode
ser explicado com base na frente de secagem ocasionada pelo ar de entrada
que causou uma redugado mais acentuada na umidade dos graos da Altura 1 e
uma reducdo de umidade mais lenta na Altura 2. Uma vez tendo sido atingido
os valores desejados de umidade, também na Altura 2, entdo a contaminagao
fangica para os trés silos comegou a sofrer redugdo consideravel, o que pode
ser observado a partir dos 75 dias de experimento. Além disso, a partir desse
periodo foi retirada a insuflagdo de ar, que era um fator de contaminacéo da
massa de grdos no silo, uma vez que o ar de entrada nao sofria qualquer tipo
de tratamento, além do aquecimento no Silo 1. Assim, retirada a entrada de ar
contaminado e tendo sido atingido os teores de umidade e temperatura
seguros para 0 armazenamento, a redugdo da enumeragdo flngica era

esperada, em todos os silos.

5.3.2 Identificacao das Espécies Isoladas e Potencial Toxigénico

Os géneros Penicillium e Aspergillus foram os mais observados
durante todo o experimento nas amostras. A presenca predominante desses
géneros também foi observada em arroz por Tonon et al. (1997), Lima et al.

(2000) e Nunes (2001).

A Figura 14 apresenta a freqiiéncia média de aparecimento de cada

uma das espécies isoladas, desconsiderando o silo e a altura aos quais
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pertenciam, enguanto as Figuras 15, 16 e 17 apresentam as espécies que

foram mais freqientemente isoladas nos Silos 1, 2 e 3, respectivamente.

Observando o grafico da Figura 14 é possivel verificar que dentre as
espécies de Penicillium as que mais apareceram foram P. crustosum,
P.implicatum e P. canescens enquanto dentre as espécies de Aspergillus as
que se destacaram foram A. flavus, seguida de A. parasiticus. Tonon et al.
(1997) analisando a micoflora de arroz em casca e moido, provenientes do
nordeste da Argentina e sul do Paraguai, verificaram um dominio das espécies
Penicillium citrinum, P. islandicum, Aspergillus niger, A. flavus e Fusarium
semitectum. Apesar dos géneros predominantes terem sido os mesmos, 0s
resultados obtidos por Tonon et al. (1997) diferem em nivel de espécie dos aqui
apresentados. Essas diferencas podem ser atribuidas principalmente as

diferengas climaticas entre as regides de desenvolvimento das culturas.
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FREQUENCIA MEDIA DE APARECIMENTO DAS ESPECIES
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Figura 14: Freqiiéncia média de aparecimento das espécies isoladas ao
longo do experimento, desconsiderando o silo ou a altura as quais pertenciam.

De acordo com Pitt (1988) Penicillum crustosum tem sido isolado a
partir de muitos cereais, inclusive arroz, e ragdes animais, Penicillium
canescens € um fungo amplamente distribuido e Penicillium implicatum possui
caracteristicas xerofilicas e é de significante importancia biodeterioradora em
alimentos secos. Dentre esses fungos a presenga de Penicillium crustosum
deve ser especialmente monitorada, uma vez que essa espécie pode ser
produtora da micotoxina penitreno A, produzida em condi¢cbes de alta atividade

de &gua (Pitt, 2002).

Vale ressaltar ainda, apesar da baixa frequéncia, o aparecimento de
espécies micotoxigénicas descritas na Tabela 6, juntamente com as toxinas

que podem produzir.
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Tabela 6: Fungos potencialmente toxigénicos isolados das amostras e suas toxinas.

Espécie Flngica Toxina Fonte

P. viridicatum acido penicilico L'Vova et al., 1992

P. verrucosum ocratoxina A Pitt, 1987

P. gniseofulvum roquefortina C, acido ciclopiazénico, Frisvad & Thrane (1995)
patulina e griseofulvina

A. flavus aflatoxinas (grupo B), acido Frisvad & Thrane (1995)

aspergilico e acido ciclopiazénico

A. parasiticus aflatoxinas (grupo B e G), acido Frisvad & Thrane (1995)
aspergilico e acido kojic

A. oryzae acido kojic e acido ciclopiazénico Frisvad & Thrane (1995)

A. clavatus patulina Frisvad & Thrane (1995)

A. sojae acido kojic e acido aspergilico Frisvad & Thrane (1995)
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Figura 15: Espécies fungicas identificadas de maior freqiiéncia no Silo 1, ao longo do
experimento.
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Figura 16: Espécies fangicas identificadas de maior freqiiéncia no Silo 2, ao longo do
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Figura 17: Espécies fungicas identificadas de maior freqiéncia no Silo 3, ao longo do

experimento.
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5.3.3 Avaliagao do Potencial Toxigénico

Os isolados da espécie Penicillium verrucosum foram testados de
acordo com a metodologia descrita no ltem 4.5.3 para a presenga de
ocratoxina A. Porém, nas condi¢cdes estudadas, nenhum isolado apresentou
producdo da micotoxina testada. Vale lembrar que muitas outras especies
toxigénicas foram identificadas e ndo puderam ser testadas pela falta de

padroes adequados.

Testes de potencial micotoxigénico também foram realizados para
observar o comportamento dos isolados das espécies de Aspergillus flavus e
parasiticus. A Tabela 7 apresenta o nimero de isolados testados, o numero de
isolados que tiveram seus metabdlicos secundarios confirmados para

aflatoxinas e suas respectivas identificagoes.

Tabela 7: Teste de potencial toxigénico em isolados de Aspergillus flavus e parasiticus.

N° de isolados N° de isolados Micotoxina
testados confirmados
Aspergillus flavus 137 2 AflaB; e B;
Aspergillus parasiticus 85 - -

Os dois isolados que se apresentaram como produtores de
aflatoxina nas condicdes testadas pertenciam a espécie Aspergillus flavus, que
de acordo com Frisvad e Thrane (1995) é produtora de aflatoxinas somente do

grupo B, o que concorda com os resultados obtidos.
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Apesar do grande numero de cepas testadas, somente 2 (~1%) se
mostraram como produtoras de aflatoxinas nas condicdes utilizadas (agar coco,
7dias a 25°C). Esse numero poderia ser elevado caso as condigdes de teste de
potencial toxigénico fossem alteradas, como, por exemplo, o meio de cultura.
De acordo com Raybaudi et al. (2000), em um estudo de potencial toxigénico,
realizado com isolados de Aspergillus flavus e parasiticus, cerca de 37% dos
isolados apresentaram producdo de aflatoxinas em arroz, enquanto somente

cerca de 4% dos testados produziu aflatoxinas em agar coco.

5.4 ANALISE ESTATISTICA

5.4.1 Comparacao entre os Silos com relagao a Enumeracao Fungica

Para avaliar se houve diferenca entre os trés silos foi realizada uma
andlise de variancia para experimento fatorial 3 x 2 x 2, onde a variavel
resposta avaliada foi a enumeracdo de células fungicas. Para essa analise
foram levadas em consideragao as alturas de coleta de amostra e o periodo de
experimento foi dividido nominalmente em duas etapas: secagem e
armazenamento. A primeira etapa consistiu de secagem integrada ao
armazenamento e a segunda de exclusivo regime de armazenamento

(insuflac@o de ar suspensa).
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Para essa etapa houve a necessidade de transformar os dados
originais de enumeragao fungica para adapta-los aos pré-requisitos da analise,
de modo que uma transformacao logaritmica foi aplicada. A Tabela 8 apresenta
os resultados obtidos na analise para as variaveis, tanto em separado, como
para as interacOes entre essas variaveis. Pelos resultados expressos nessa
tabela € possivel verificar uma interacdo altamente significativa entre as
variaveis avaliadas, ou seja, uma forte interagdo entre os fatores silo, operacéo
(secagem e armazenamento) e altura, no que se refere a enumeragdo dos
fungos. Isso significa dizer que os silos podem diferir entre si, dependendo da

altura e/ou da operagao considerada, no que se refere a enumeracéo fungica.

Tabela 8: Resultados da analise de variéncia para experimento fatorial 3 x 2 x 2 (silo x

operacao x altura).

Valor de F p-level
1 - Silo 109,87 0,000
2 - Operagéo 0,88 0,348
3 - Altura 1.866,26 0,000
Interacao 1-2 6,24 0,002
Interacéo 1-3 66,512 0,000
Interacéo 2-3 301,90 0,000
Interagao 1-2-3 53,22 0,000

A Figura 18 mostra os graficos obtidos pela analise de variancia e
serve de base para os resultados obtidos pelo teste de Tukey para

comparacao de médias.
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A andlise de Tukey permitiu observar que para a Altura 1 e a
operacdo de secagem nao houve diferenga significativa entre os Silos 1 e 3,
sendo estes os que apresentaram melhores resultados, ou seja, valores
inferiores para enumeracao fungica. Da mesma maneira, na Altura 2 os
resultados demonstraram que durante a secagem os menores indices de
contaminagéo fungica foram obtidos para os Silos 1 e 3, que ndo apresentaram
diferenca significativa entre si. Com base nos resultados descritos € possivel
dizer que durante a operacdo de secagem os melhores resultados foram

obtidos para os Silos 1 e 3, independentemente da altura.
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Figura 18: Médias de Log(Enumeracéo) para analise de variancia para experimento

fatorial 3 x 2 x 2 (silo x operacéo x altura).

Com relagéo a operagdo de armazenamento, o teste de comparagao
das médias permitiu observar que na Altura 1 o Silo 3 foi o que apresentou os

melhores resultados, enquanto na Altura 2 os menores valores de
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contaminag&o ocorreram no Silo 1. Um dos fatores que pode ter contribuido
para isso & o teor de umidade, que durante o periodo de armazenamento foi

inferior na Altura 1 - Silo 3 e inferior na Altura 2 - Silo 1.

Dessa forma, a analise de variancia realizada sugere que dentre os
silos avaliados, no que se refere a contaminagao fungica, os Silos 1 e 3 devem

ser os eleitos para o0 armazenamento do arroz de modo mais controlado.

5.4.2 Influéncia dos Fatores Abi6ticos sobre a Contaminagao Fungica

Para avaliar qual a influéncia exercida pela temperatura, umidade dos
graos, umidade relativa e o tempo sobre a contaminagao fungica foi realizada uma
analise de regressdo linear multipla. Nessa etapa foi realizada uma transformacao
logaritmica nos dados originais de enumeragdo flngica para adapta-los aos pré-
requisitos. A partir dessa anélise foi possivel observar que todas as variaveis avaliadas
tiveram influéncia significativa no processo. A Tabela 9 apresenta os coeficientes de
cada variavel (padronizado e real), além do nivel de significancia das variaveis no

processo.

Tabela 9: Resultados da analise de regressdo linear mditipla para a enumeragao

fangica.
BETA B p-level
Intercepto 13,725 0,0000
Temperatura -0,540 -0,192 0,0000
Umidade 0,570 0,275 0,0000
Tempo 0,562 0,008 0,0000

UR -0,084 -0,005 0,0069




71

Os resultados da Tabela 9 demonstram que existe uma influéncia
significativa das variaveis avaliadas sobre a enumeragéo fingica (p<0,05).
Além disso, observa-se que a influéncia dada pelas varidveis ocorreu na
seguinte ordem decrescente: umidade, tempo, temperatura e UR, como mostra
os valores absolutos dos coeficientes padronizados (Beta). Ainda a partir
desses resultados € possivel expressar uma equagdo que expligue o
comportamento das variaveis avaliadas sobre a enumeragdo fungica. A
Equacado 2 apresenta um coeficiente de correlacdo mditiplo de 0,52, que pode

ser considerado bom.

LogEnumeragdo =13,725—0,192 - Temp + 0,275 - Umid + 0,008 - Tempo — 0,005 - UR

Equacéo 2

De acordo com os resultados obtidos € possivel dizer que a
enumeracgdo fungica apresenta uma correlacao negativa com a temperatura e
com a UR, ou seja, quanto maiores forem esses valores, menores serao os
indices de contaminagdo por fungos. Resultados discordantes foram
encontrados por Paster & Bullerman (1988) que observaram uma redugdo em

peso de micélio com a redugao da temperatura.

A Figura 19 mostra de modo isolado o efeito da temperatura sobre a
enumeracéo fungica. Pelo grafico da figura é possivel observar que a medida
que a temperatura aumenta ha uma tendéncia da enumeragéo fingica diminuir.

Isso pode estar relacionado com as caracteristicas fisiolodgicas das espécies
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fungicas envolvidas no armazenamento. Mesmo quando se fez a analise de
regressao linear considerando outras variaveis conjuntamente o efeito negativo

da temperatura permaneceu sobre a enumeragao fungica.
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Figura 19: Efeito isolado da temperatura sobre a enumeragéo fungica.

A Figura 20 mostra a relagdo isolada da UR com a enumeracgédo
fangica, onde é possivel notar uma tendéncia de correlagdo positiva entre
essas variaveis. De acordo com Ellis ef al. (1993) um fator muito importante a
ser considerado, nesse caso, € o efeito sinérgico da UR e dos outros fatores
abidticos sobre a resposta fungica. Isso explica o fato de que quando a analise
de regressao linear multipla considerou os outros fatores abioticos, o efeito da

UR passou a ser o inverso daquele apresentado de modo isolado.
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Figura 20: Efeito isolado da UR sobre a enumeragao fungica.

Analisando ainda a Equagédo 2 é possivel correlacionar, porém de
modo positivo, a enumeragdo de fungos com a umidade e o tempo de
armazenamento. Assim, um aumento na umidade e/ou no tempo de estocagem

é refletido positivamente no crescimento flngico.

5.4.3 Influéncia dos Fatores Biéticos e Abiéticos na Acidez Lipidica

Para avaliar o perfil da acidez lipidica em cada um dos silos, foi
realizada uma analise de regressao linear multipla, onde a variavel dependente
foi a acidez lipidica e as variaveis independentes o tempo de armazenamento,
o nivel de contaminagéo flngica, a temperatura, a umidade relativa e umidade
dos grios. Nessa etapa foram realizadas transformagbes logaritmicas nos
dados originais de enumeragéo flingica e acidez lipidica para adapta-los aos

pré-requisitos da andlise. Os resultados dessa analise estao na Tabela 10.
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Tabela 10: Resultados da analise de regressao multipla, para cada um dos silos.

Silo 1
LogAcidez = 0,073(Umid) + 0,013(UR) + 0,057[Log(Enum)] + 0,001 (Tempo) r = 0,81
BETA B p-level
Umidade 0,509 0,073 0,0000
UR 0,676 0,013 0,0000
Log(Enumeracgao) 0,197 0,057 0,0000
Tempo 0,370 0,001 0,0000
Silo 2

LogAcidez = 0,934 + 0,091(Umid) + 0,117[Log(Enum)] — 0,002(Tempo) — 0,023
(Temp) - 0,007 (UR) r=0,87

BETA B p-level
Intercepto 0,934 0,0000
Umidade 0,551 0,091 0,0000
Log(Enumeracgao) 0,342 0,117 0,0000
Tempo -0,384 -0,002 0,0000
Temperatura -0,163 -0,023 0,0000
UR -0,242 -0,007 0,0000

Silo 3

LogAcidez = 0,085(Umid) + 0,232[Log(Enum)] — 0,003(Tempo) — 0,017(UR) — 0,022
(Temp) r=0,91

BETA B p-level
Umidade 0,468 0,085 0,0000
Log(Enumeracgao) 0,580 0,232 0,0000
Tempo -0,637 -0,003 0,0000
UR -0,615 -0,017 0,0000
Temperatura -0,153 -0,022 0,0000

Os resultados apresentados na Tabela 10 mostram que cada silo foi
influenciado por diferentes variaveis. Apesar disso, todas variaveis, com

excecao da UR e do tempo de armazenamento, influenciaram igualmente o
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sistema, ou seja, sempre de modo positivo ou negativo, 0 que pode ser

observado pelos valores dos coeficientes reais (B) ou padronizados (Beta).

Para a enumeracéo flingica, de acordo com as equagOes da Tabela
10, tem-se uma correlacdo positiva entre essa variavel e a acidez dos lipidios.
Esse comportamento € o sugerido por Farroni & Silva (2000), que atribui aos
fungos presentes no armazenamento a aceleragdo da liberagdo de acidos

graxos, em funcéo da alta atividade lipolitica desses microrganismos.

De acordo com as equacgdes obtidas nas analises pode-se dizer que
a umidade possui uma correlagdo positiva com o logaritmo da acidez. Assim,
com o aumento dessa variavel ha um aumento na acidez lipidica. De acordo
com Bilhalva (1979), a hidrélise dos lipidios durante o armazenamento pode
ocorrer pela agdo de enzimas lipoliticas, que €& favorecido pela temperatura e
contelido de umidade elevados, o que concorda com a acdo da umidade
encontrada nesse trabalho. Porém, pelas equacdes dos Silos 2 e 3 tem-se um
efeito negativo da temperatura frente a acidez lipidica, o que é discordante da
afirmacéo feita por Bilhalva (1979). O comportamento da temperatura, nesses
casos, poderia ser explicado pelo seu efeito sobre a oxidagéo de acidos graxos
livres, levando a formacdo de hidroperoxidos. Segundo Sowbhagya &
Bhattacharya (1976) as condicdes de temperatura e luminosidade sao
particularmente importantes para as taxas de hidrélise e oxidacdo dos lipidios
do arroz, durante o periodo de estocagem. Assim, um aumento de temperatura

poderia ocasionar um aumento na taxa de oxidag&o dos acidos graxos livres.
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Isso levaria a uma redugdo da acidez lipidica do arroz, principalmente porque
de acordo com Hamilton (1983), os acidos graxos livres s@o os substratos mais

importantes nas reacdes de oxidagao lipidica durante a estocagem.

Para o efeito da temperatura sobre a acidez lipidica € possivel
verificar uma atuacdo direta e indireta dessa variavel. A agdo direta, ja
discutida, envolve as reagbes de oxidagdo de acidos graxos. Ja a atuacéo de
modo indireto € percebida quando se analisa conjuntamente o resultado obtido
para a temperatura sobre a enumeragdo fungica. Nessa ocasiéo, foi possivel
observar que a temperatura teve um efeito negativo sobre a contaminagao
fangica, ou seja, com o aumento da temperatura havia uma redugdo na
enumeracdo fungica, que poderia causar uma reducédo na acidez lipidica, de

modo indireto.

A relacdo da UR com a acidez lipidica dada pelas equagdes da
Tabela 10 mostra um comportamento divergente dessa variavel para o Silo 1,
quando comparado ao 2 € 3. No primeiro caso o que se observa € um
comportamento positivo da UR sobre a acidez do arroz, enquanto no caso do
Silo 2 e 3 um aumento na UR leva a uma redugéo na acidez lipidica. Porém,
quando se avalia o papel da UR isoladamente sobre a acidez lipidica nesses
silos 0 que se observa é uma correlagéo positiva entre a acidez e a UR. Esse
fato deixa claro que a correlagdo negativa encontrada na analise de regressao
linear multipla nesses silos é o resultado da interacdo dessa variavel com os

outros fatores biodticos e abidticos do sistema.
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O tempo de armazenamento € o responsavel por permitir que as
reacOes bioquimicas aqui discutidas ocorram, uma vez que € ao longo do
periodo que os fatores abibticos e bidticos se manifestam sobre o sistema.
Quando se avalia o tempo de armazenamento sobre a acidez lipidica durante
todo o experimento, de modo isolado, o que se observa é uma influéncia
negativa dessa variavel. A inversao, porém, dessa influéncia sobre o sistema
do Silo 1 deve ser explicada pela interacdo com as outras variaveis do sistema
e demonstra que as relagdes de colinearidade entre as variaveis

independentes sao diferentes nesse silo.

De modo geral, as analises demonstraram que os fatores bioticos e
abidticos influenciam a acidez lipidica do arroz e que a resposta dada por um
sistema de armazenamento ndo sera o resultado da atuagdo isolada desses
fatores, mas sim de uma interagdo entre eles. Assim, 0 conhecimento dessas

interacdes torna-se essencial para a avaliagcao do sistema como um todo.

5.4.4 Influéncia dos Fatores Abiodticos sobre as Espécies Isoladas

Com o intuito de verificar quais os fatores teriam influéncia sobre a
variagcao no percentual das espécies isoladas (variacao da populagao fungica)
utilizou-se uma analise de regressado linear multipla, onde as variaveis
independentes foram umidade dos graos, umidade relativa e temperatura e a
variavel dependente o percentual de espécies presentes em cada uma das

amostras. Os resultados obtidos por essa analise estdo apresentados na
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Tabela 11 e permitiram observar que os fungos isolados foram influenciados de

modo regular (r = 0,37) pela UR e umidade.

Tabela 11: Analise da regresséo linear multipla para as populacdes fungicas.

BETA B p-level
Intercepto -21,637 0,0049
UR 0,256 0,378 0,0000
Umidade 0,152 1,971 0,0039

A analise realizada permitiu ainda agrupar algumas espécies
fingicas com relacdo aos fatores abidticos que as influenciam, a um nivel de
significancia de 5% e uma correlagéo préximo a 0,5. Dessa forma, a Tabela 12

mostra cada fator abiético e a espécie flngica que ele influencia.

Tabela 12: Influéncia dos fatores abidticos sobre algumas espécies fungicas.

Tipo de Influéncia

Fator abiético Positiva Negativa

Umidade Relativa Penicillium crustosum  Penicillium implicatum, P. canescens,

Aspergillus flavus e A. parasiticus
Umidade - Penicillium implicatum e Aspergillus flavus
Temperatura Penicillium implicatum -

Os dados da Tabela 12 permitem observar que para o controle das
espécies avaliadas o fator abidtico alvo deve ser a UR, de modo preferencial,

seguida pela umidade dos graos e temperatura.
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Segundo Pitt e Hocking (1997) o Pencillium implicatum possui
caracteristicas xerofilicas, de modo que baixos indices de umidade e umidade
relativa tornam o ambiente propicio para o desenvolvimento dessa espécie, de
modo semelhante ao observado nesse trabalho (Tabela12). Ainda de acordo
com esses autores, os Aspergillus flavus e parasiticus podem apresentar
crescimento em substratos com baixa atividade de agua (0,80), dependendo da
temperatura. Isso pode ter contribuido para essas espécies também

apresentarem uma correlagdo negativa com a umidade e a umidade relativa.

Em estudo realizado por Pozzi et al. (1995) nao foi possivel
encontrar uma correlagdo linear simples significativa entre o tempo de
estocagem, fatores abidticos e a enumeracdo de fungica dos géneros de
Aspergillus e Penicillium. De modo que os dois géneros mostraram uma

relativa uniformidade em sua distribuicao.
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8 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos pode-se dizer que durante a
operacdo de secagem integrada ao armazenamento (0-75 dias) os melhores
resultados foram obtidos para os Silos 1 e 3, independentemente da altura. Ja
para a operacdo de exclusivo armazenamento (75-255 dias), o Silo 3

apresentou os melhores resultados para a Altura 1 e o Silo 1 para a Altura 2.

Quanto a presenga de micotoxinas foram detectadas contaminacdes
por zearalenona em niveis de 5.850ug/Kg e 1.950ug/Kg no Silo 1, e

1.840ug/Kg no Silo 2.

As espécies flingicas isoladas mais frequentemente foram Penicillum
crustosum, Penicillium canescens e Penicillium implicatum. Dentre as espécies
potencialmente toxigénicas testadas foram identificados dois isolados de

Asperygillus flavus produtores de aflatoxina B e Ba.

Durante o experimento as variaveis que influenciaram a
contaminacéo fungica foram umidade, tempo, temperatura e UR, em ordem

decrescente de influéncia. Além disso, observou-se que as variaveis
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temperatura e UR correlacionaram-se negativamente com a enumeragao

fungica, enquanto a umidade e o tempo atuaram de modo positivo.

A avaliagdo do perfil da acidez lipidica em cada um dos silos
demonstrou que cada sistema foi influenciado por um grupo particular de
variaveis, dentre as avaliadas. Apesar disso, todas variaveis, com excegao da
UR e do tempo de armazenamento, influenciaram igualmente o sistema, ou
seja, sempre de modo positivo ou negativo. A analise permitiu ainda verificar
que o conhecimento da interagdo entre as variaveis é de extrema importancia

para a avaliagéo do sistema como um todo.

A avaliacdo dos fatores abidticos sobre a freqiiéncia das espécies
fingicas isoladas permitiu observar que houve uma correlacao regular (r =
0,37) entre essas espécies e os fatores UR e umidade. Além disso, foi possivel
agrupar as espécies fungicas de maior freqiiéncia, com relacdo aos fatores
abidticos que as influenciam. Assim, as espécies Penicillium crustosum,
Penicillium implicatum, P. canescens, Aspergillus flavus e A. parasiticus foram
influenciadas pela UR, as espécies de Penicillium implicatum e Aspergillus
flavus sofreram influéncia da umidade, enquanto a espécie Penicillium

implicatum correlacionou-se com a temperatura.
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10 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Avaliagcdo do efeito do armazenamento sobre a enumeragdo de fungos
toxigénicos e micotoxinas em arroz armazenado ensacado (método
tradicional);

Avaliacdo da influéncia da integridade dos grédos de arroz sobre a
incidéncia de fungos toxigénicos e micotoxinas;

Verificagdo das correlagcdes entre a enumeragao fungica e os fatores
abidticos em arroz armazenado ensacado;

Verificacdo das correlagdes entre a acidez fungica e os fatores bidticos e
abidticos em arroz armazenado ensacado;

Avaliacdo do potencial toxigénico dos isolados pertencentes as espécies

Aspergillus flavus e parasiticus no arroz em casca e/ou moido.
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