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RESUMO GERAL

CARVALHO, Rosilane Aparecida de. Incidéncia de fungos e aflatoxinas em
arroz (Oriza sativa L.). 2008. 55p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia dos
Alimentos)-Universidade Federal de Lavras, Lavras.'

O arroz ¢ consumido pela metade da populagdo mundial. A forma como o
arroz ¢ consumido no Brasil ¢ polido, integral e parboilizado, além do arroz de
cultivo organico. O arroz integral sofre apenas a retirada da casca, sendo que a
pelicula permanece. O parboilizado sofre tratamento hidrotérmico objetivando o
enriquecimento do grao, através da migracdo dos nutrientes das partes exteriores
para o centro do grdo. O polido sofre brunicdo com a retirada da casca e da
pelicula, que ¢ a camada de farelo, isso justifica sua menor constitui¢ao
nutricional. Devido a presenca rica em nutrientes, o arroz ¢ substrato propicio
para o crescimento fungico, principalmente quando as praticas de pds-colheita
nio sdo devidamente observadas, assim pode ocorrer ou ndo a producdo de
micotoxinas, devendo-se para isso haver certas condigdes tais como determinadas
faixas de temperatura e umidade. Este trabalho objetivou identificar a microbiota
fungica em arroz (Oriza sativa L.) comercializado em Lavras-MG e cidades do
sul do estado, analisar o potencial aflatoxigénico das espécies da Segdo Flavi
isoladas e identificadas e verificar nas amostras de arroz os niveis de aflatoxinas
B1, B2, G1 e G2. As amostras de 1 a 5 Kg foram adquiridas em Lavras -MG e
cidades do sul do estado sendo um total de 60 amostras do grupo beneficiado,
subdivididas em subgrupo polido (48), parboilizado (3), integral (7) e organico (2).
A incidéncia flingica foi avaliada pelo plaqueamento direto, o potencial
toxigénico pela técnica de Plug Agar e a presenca de aflatoxinas em arroz pela
técnica CLAE. As espécies fungicas mais incidentes em arroz foram: A. candidus,
Aflavus, A.parasiticus, A.foetidus, A.niger ¢ A. niger “Agregados. Dos 17
isolados de A.parasiticus testados 14 eram aflatoxigénicos ¢ dos 31 isolados de
A flavus testados 8 eram aflatoxigénicos. Das 36 amostras testadas apenas uma
estava contaminada com aflatoxina Bl com um nivel de 1,2 pg Kg' .Estes
resultados indicam que o arroz analisado e comercializado em Lavras e regido sul
do estado de Minas Gerais apresentou baixo indice de contaminacgdo. No Brasil,
nao ha legislagdo especifica para o arroz. Portanto, em paises europeus a
legislacdo prevé até 2 ug/Kg para o nivel de aflatoxina B1 em cereais.

Comité Orientador: ' Prof. Dr. Luis Roberto Batista (orientador); Dr. Guilherme
Prado ( pesquisador da Fundagdo Ezequiel Dias — FUNED - Fundacdo Ezequiel
Dias)



GENERAL ABSTRACT

CARVALHO, Rosilane Aparecida de. Incidence of fungi and aflatoxins in rice
(Oriza sativa L). 2008. 55 p. Dissertation (Mestrado in Food
Science/Microbiology)-Federal University of Lavras, Lavras, MG.

Rice is consumed by the half of the world’s population. The form as rice is
consumed in Brazil is polished, whole and parboiled besides the rice of organic
cultivation. The processes for obtaining the subgroups are distinct. Whole rice
only undergoes husk removal, that is, the film remains. Parboiled rice undergoes a
hydrothermal treatment, aiming at the enrichment of grain through the migration
of nutrients from the outer parts into the center of grain. The polished one
undergoes burnishing with the removal of the husk and film, which is the layer of
bran, which accounts for its poorer nutritional makeup. Due to the rich presence in
nutrients, rice is a substrate opportune for fungal growth, mainly when the post
harvest practices are not duly followed , thus, mycotoxins, may or may not occur
for that, there must be certain conditions such as certain ranges of temperature
and moisture. This work aimed to identify fungal microbiota in rice (Oriza sativa
L.) marketed at Lavras-MG and towns in Southern Minas Gerais, analyze the
aflotoxigenic potential of the species of the Flavi iSection both isolated and
identified and verify in the rice samples, the levels of aflatoxins B1, B2, G1 and
G2. The samples of rice from 1 to 5 kg were purchased in Lavras — MG and cities
in the south of the state, as a total of 60 samples of the benefited group, subdivided
into sub-groups polished (48), parboiled (3), integral (7) and organic (2). The
incidence of fungi was evaluated by the direct plating technique, the toxigenic
potential by the Plug Agar technique and the aflatoxin presence in rice by the
CLAE technique. The fungal species more incidents in rice were: A. candidus, A.
flavus, A. parasiticus, A. foetidus, and A. niger “aggregates”. The toxicogenic
potential of fungus of Section Flavi was evaluated by technical Plug Agar. From
17 isolated from A. parasiticus tested 14 were aflatoxigénics and 31 isolated from
A. flavus tested 8 were aflatoxigénics. From the 36 samples tested only one was
contaminated with aflatoxin Bl with a level 1,2' pg / Kg™'. These results point
out that the rice analyzed and marketed at Lavras and southern region of the state
of Minas Gerais presented a low contamination rate. In Brazil, there is no
legislation specific of rice. Therefore, in European countries, legislation foresees
up to 2 ug/Kg for the level of aflatoxin B1 in cereals.

*Guidance Committee: Professor Dr. Luiz Roberto Batista (Adviser); Dr.
Guilherme Prado (Researcher at the Fundagao Ezequiel Dias — FUNED).

i



INTRODUCAO GERAL

O arroz € o principal componente da dieta basica da populagdo mundial.
Segundo a Organizacdo Mundial das Nagdes Unidas para Agricultura e
Alimentacdo (FAO), o arroz ¢ o responsavel por 20% da fonte da energia
alimentar da populacdo mundial, enquanto o trigo fornece 19% e o milho 5%.
Somente nos paises asiaticos, mais de dois bilhdes de habitantes tém o arroz e seus
derivados como fontes de 60 a 70% das calorias ingeridas diariamente (Barata,
2005).

Por ser uma cultura extremamente rustica, ¢ considerada a espécie de
maior potencial de aumento de produgdo para o combate da fome no mundo. Em
termos de cultivo e consumo, o arroz € mundialmente o alimento mais cultivado
depois do trigo, sendo consumido pela metade dos seis bilhdes de habitantes do
mundo (Food and Agriculture Organization - FAO, 2004).

O arroz ¢ um alimento constituido por proteinas, carboidratos de alto
valor energético, sais minerais (fésforo, ferro e calcio), vitaminas do complexo B
e lipidios (Soares et al., 2005). Os tipos mais consumidos de arroz no Brasil sdo:
polido, integral e parboilizado. Sob o ponto de vista nutricional os dois ultimos
s30 os mais enriquecidos, mas os menos consumidos, devido a varios fatores tais
como culturais e econdmicos. Entretanto, uma série de operacdes a que esta
sujeito, desde a colheita até a mesa, causa perdas no valor nutritivo deste cereal
(Pereira, 2002b).

A cultura do arroz esta sujeita a agdo de fungos, considerados os maiores
causadores de doengas neste cereal, no campo, na colheita ou na fase de
armazenamento (Soares et al., 2005). O desenvolvimento fingico requer certas
condi¢des favoraveis como temperatura, atividade de agua, conteudo de umidade,

pH e oxigenacdo. A composicdo fisica dos grios e a presenga de artropodes



também facilitam a proliferacdo flingica. A ocorréncia de determinadas espécies
fungicas tem conduzido ao risco de contaminagdo com micotoxinas, metabolitos
secundarios toxicos de alguns fungos filamentosos capazes de causar alteragdes
mutagénicas, teratogénicas ou carcinogénicas em animais ¢ humanos mesmo em
pequenas concentracdes (Benett & Klich, 2003). Dentre as micotoxinas principais
presentes em alimentos, destacam-se as aflatoxinas, ocratoxina A, fumonisinas,
zearalenona, desoxinivalenol, nivalenol, acido ciclopiazdénico e patulina (Kumar
et al., 2008).

A microbiota fungica a que mais atinge os graos de arroz armazenados,
sdo de trés géneros: Penicillium, Aspergillus e Fusarium (Pitt, 2000). Outros
géneros como Eurotium e Alternaria sdo encontrados em menores proporgdes
(Park et al., 2004).

No Brasil, as aflatoxinas tém sido encontradas frequentemente em
amendoim, milho, feijao e ragdes (Silva, 2003). Em arroz, poucos sdo os relatos e
os niveis de incidéncia sdo baixos quanto a presenca de ocratoxina A e de
aflatoxinas (Nunes et al., 2003).

Este estudo teve como objetivo identificar a microbiota fingica presente
em amostras de arroz (Oriza sativa L.) beneficiado e comercializado em
Lavras-MG e cidades do sul do estado, avaliar o potencial aflatoxigénico das
espécies pertencentes a Se¢do Flavi isoladas e identificadas e verificar os niveis

de aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 em amostras de arroz.



CAPITULO 1: ARROZ (Oriza sativa L): ASPECTOS
HISTORICOS E NUTRICIONAIS

1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 Origem e historico do arroz

O arroz ¢é originario da Asia, mais precisamente do sul da China, onde ¢
cultivado hé pelo menos 7 mil anos. No século VII foi levado a Europa pelas maos
dos arabes e de 1a chegou ao Brasil, trazido pelos portugueses. Hoje, ¢ um dos
alimentos mais consumidos no mundo, sendo ingrediente principal de varios
pratos tipicos de diferentes culturas (Pereira, 2002b).

Nao se conhece definitivamente, o lugar geografico onde se iniciou o
cultivo do arroz, porém, ha trés regides que foram inicialmente as pioneiras:
China, India e Indonésia. Os indicios do cultivo de arroz na India datam de 1000
a.C. na Indonésia 1500 a.C., na China 7000 a.C. e no Japdo 100 a.C. (Pereira,
2002a).

As primeiras sementes de arroz vieram para o Brasil do arquipélago de
Cabo Verde (Africa), sendo a primeira variedade cultivada no pais o arroz
vermelho na Capitania de Ilhéus, atualmente estado da Bahia. No ano de 1765, o
arroz branco foi trazido pelos portugueses e introduzido simultaneamente no
Maranhao e no Rio de Janeiro (Pereira, 2002a).

Das mais de vinte espécies de arroz conhecidas no planeta atualmente, ha
apenas duas formas domesticadas: Oryza sativa L. na Asia e Oriza glaberrima
Steud. na Africa ocidental (Prochnow, 2002).

Segundo Prochnow (2002), Oryza sativa L. é cultivada em maior nimero
que O.glaberrima e est4 distribuida nas regides tropicais e subtropicais da Asia,

Europa, Australia e Américas do Sul, Central e Norte.



A espécie O. sativa L. se originou em Bengala-india e compreende mais
de 10.000 cultivares, divididos em Japonica, Indica e Javanica O grupo Indico,
chamado Continental é cultivado nas regides tropicais do Brasil, india, Burna e
Ceildo. O grupo japdnico compreende as variedades tropicais, chamado
“Temperada-Insular” € cultivada nas regides temperadas do Japao, Italia, Espanha
e Egito. As do grupo Javanica sdo consideradas intermediarias entre os dois
grupos, sendo cultivadas nas regides equatoriais como Indonésia, recebendo a
denominagdo de “Tropical Insular” conforme (Pereira, 2002b).

O longo periodo em que o arroz ¢ cultivado no Brasil fez com que a
cultura desenvolvesse ampla adaptagdo ambiental as condi¢des de solo e clima
brasileiros, os quais sdo bastante diversos dos encontrados no continente asiatico
(Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria-Embrapa, 2006). Observam-se
culturas tanto em terras profundamente inundadas como em aridas e espécies
tolerantes as dguas de inundagdo, a alta salinidade, aos metais toxicos como o
aluminio e o ferro também estdo surgindo (Juliano, 1994).

O arroz no Brasil é cultivado em dois ecossistemas, varzeas e terras altas.
As varzeas constituem areas geralmente planas as margens de corregos e rios, sob
excesso de umidade. O plantio de arroz de terras altas é também conhecido como
arroz de terra firme sem irrigagdo (arroz de sequeiro ou arroz aerébico). A cultura
¢ mais comum na Asia, na América Latina e na Africa. No Brasil, a producao
concentra-se nas regides Centro-Oeste, Mato Grosso e Goids representando
43,3% da éarea total cultivada com este produto; Nordeste, Piaui ¢ Maranhdo
(37,8%); e Norte, Pard e Rondonia (18,9%). O sistema de produgdo de arroz
irrigado por inundacdo ¢ o mais expressivo, representando 80% do arroz

produzido no mundo (Barrigossi et al., 2004).



1.2 Producéo nacional e internacional do arroz

O arroz (Oriza sativa L.) é cultivado nos cinco continentes, com area
plantada de 150 milhdes de hectares conforme Santos et al. (2006) e atualmente a
producdo ¢é estimada em 638 milhdes de toneladas em casca, sendo considerado
um dos cereais mais produzidos e consumidos no mundo conforme Villar (2007).

Comparando com as outras comodities agricolas, o arroz ocupa o 3° lugar
na escala nacional de produg¢do de alimentos agricolas, sendo que a soja e o milho
ocupam os primeiro e segundo lugar respectivamente, conforme Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE (2006).

Em relagdo a escala mundial o Brasil ¢ o 6° produtor mundial de arroz,
sendo o primeiro lugar ocupado pela China seguida da India de acordo com Villar
(2007). Os principais estados brasileiros produtores de arroz sdo: Rio Grande do
Sul, Santa Catarina, Mato Grosso, Maranhao e Para (Embrapa, 2006). Rio Grande
do Sul e Santa Catarina sdo juntos responsaveis por mais de 50% da producio
nacional (Azambuja et al., 2004).

Segundo Rocha (2008), dados estimados pelo Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE, 2006) o Brasil terd uma producao de 12 milhoes de
toneladas de arroz em 2008, crescimento de 8,5% em relagdo a safra de 2007 a

qual registrou producdo de 11 milhdes de toneladas de arroz.

O consumo médio de arroz no Brasil varia de 74 a 76 Kg/hab./ano,
tomando-se por base o grdo em casca (Embrapa, 2005). Apesar de ser inferior ao
consumo mundial médio por habitante (84,8 kg/hab/ano), este valor é considerado
alto se comparado com o consumo per capita dos paises desenvolvidos que em

uma média de 16,7 kg/hab/ano (FAO, 2004).



1.3 Aspectos nutricionais do arroz

Varios sdo os fatores que podem afetar a composi¢@o nutricional do grao
de arroz, como a variacdo fenotipica, condi¢des de umidade, fertilizantes,
qualidades de solo, processamento, armazenamento entre outros (Sujatha et al.,
2006).

O arroz ¢ considerado um dos alimentos com melhor balanceamento
nutricional, fornecendo 20% da energia e 15% das proteinas per capita
necessarias a0 homem e por ser uma cultura extremamente versatil apresenta o
maior potencial para o combate a fome no mundo (Brondani et al., 2006).

Na tabela 1, esta descrita a composicao nutricional do grio de arroz.

TABELA 1 Composi¢do aproximada em porcentagem dos componentes do

Produto e Proteina Gordura Fibras Cinzas (%)  Carboidratos
(%) (%) (%) (%)
Arroz bruto 58-7,7 1,5-23  72-104  2,9-5,2 64,0 - 73,0
Arroz integral 7,1-83 1,6 -2,8 0,6-1,0 1,0-1,5 73,0 - 87,0
Arroz polido 6,3-7,1 0,3-0,5 0,2-0,5 0,3-0,8 77,0 - 89,0
Farelo de arroz 11,3-149  15,0-19,7  7,0-11,4 6,6-9,9 34,0-62,0
Casca de arroz 2,0-2,8 0,3-0,8 34,5-45,9 13,2-21,0 22,0-34,0

Fonte: Juliano (1994).

A maior parte dos nutrientes se encontra no farelo e com o beneficiamento,
ha perda das vitaminas principalmente tiamina, riboflavina e niacina que estdo
presentes no grao, dos minerais fésforo, sédio, magnésio, manganés, zinco, ferro
e potassio, além da gordura, da proteina e das fibras totais. A vitamina A, C e D

sdo inexistentes no grao de arroz (Juliano, 1994).



Conforme Storck (2004), ao se comparar as caracteristicas nutricionais
entre os subgrupos integral, polido e parboilizado observa-se que o primeiro
apresenta maior teor de matéria mineral, gordura bruta, fibra total e insolavel, o
parboilizado maior conteido de amido resistente e o polido, maior conteudo de
amido digestivel.

A maior fracdo de lipidios estd nas camadas periféricas conforme Stork
(2004). O contetdo lipidico do grio integral pode representar até 3% e do arroz
polido menos de 1% conforme Taira (1995). A presenca de acidos graxos
insaturados oléico e linoléico no farelo auxilia na prevencdo de doengas
cardiovasculares Zhou et al. (2003).

O conteudo protéico do arroz (grdo cru), em média de 7,5% (base imida)
pode oscilar entre 5 e 13% pelas diferencas varietais (Kennedy & Burlingame,
2003). A proteina do arroz é constituida por diferentes fragcdes protéicas —
albumina, globulina, prolamina e glutelina. A glutelina ¢ a maior fragdo presente
no grao (70% a 80% da proteina total) conforme Taira (1995).

A FAO estabeleceu como valores de referéncia para a avaliagdo da
composic¢ao das proteinas alimentares as necessidades em aminoacidos essenciais
em criancas em idade pré-escolar. O arroz possui alto nivel de aminoacidos
enxofrados e baixo de lisina. Assim, a Organizaciéon Mundial de la Salud - OMS
(1985) estabeleceu que a propor¢do de lisina presente na proteina do arroz em
relagdo ao padrao, chamado escore de aminoacidos essenciais, EAE, é de 66%
para o arroz polido e de 69% para o arroz integral; valores superiores ao do milho
e do trigo, cerca de 50%.

Recentemente, foi demonstrado que o consumo regular diario da mistura
arroz ¢ feijao de todas as classes sociais esta associado a diminuig@o dos riscos de
cancer oral conforme Marchioni et al. (2007). A combinacio arroz ¢ feijdo é uma
mistura nutricional perfeita capaz de atender as necessidades de aminoacidos de

individuos de todas as idades.



Em relagdo ao cozimento, de acordo com a Tabela 2, mesmo que haja
perda dos nutrientes, parte ainda se conserva principalmente no arroz integral. O
parboilizado se destaca em relacdo a presenca de calcio e vitamina B1 (tiamina)

apods o cozimento.

TABELA 2 Composi¢ao nutricional dos graos de arroz polido, parboilizado e
integral cru e cozido

Componente Integral Polido Parboilizado
Cru Cozido Cru Cozido Cru Cozido

Agua (%) 12,0 70,3 12,0 72,6 10,3 73,4
Proteina (%) 7,5 2,5 6,7 2,0 7,4 2,1
Gordura (%) 1,9 0,6 0,4 0,1 0,3 0,1

Carboidrato (g) 77,4 25,5 80,4 24,2 81,3 23,3
Fibra (g) 0,9 0,3 0,3 0,1 0,2 0,1
Cinza (g) 1,2 1,1 0,5 1,1 0,7 1,1
Calcio (mg) 32 12 24 10,0 60 19
Fosforo (mg) 221 73 94 28 200 57
Potassio (mg) 214 70 92 28 150 43

Tiamina (mg) 0,34 0,09 0,07 0,02 0,44 0,11
Riboflavina (mg) 0,05 0,02 0,03 0,01 - --
Niacina (mg) 4.7 1,4 1,6 0,4 3,5 1,2

Fonte: Castro et al. (1999).

1.4 Classificacdo dos grupos de arroz

Conforme Embrapa (2005), o processo de beneficiamento de arroz resulta
em 65 a 75% de graos polidos (inteiros e quebrados), 19 a 23% de casca, 8 a 12%
de farelo e 3 a 5% de impurezas. O arroz tipo 1 representa, hoje, 70 a 80% do
mercado de arroz polido branco. O parboilizado encontra-se em expansao,
representando 20% (1,5 milhdes de toneladas) da demanda de arroz beneficiado,

que ¢ de 7,2 milhdes de toneladas.



A classificagdo do arroz esta regulamentada conforme determinado pela
Portaria do Ministério da Agricultura n® 269 de 17/11/1988 (Brasil, 1988) descrita

na Tabela 3 abaixo.

TABELA 3 Classificagdo do arroz conforme o tipo de processamento

Grupo Subgrupo Classe Tipo
Casca Natural Longo Fino 1
Parboilizado Longo 2
Beneficiado Integral Meédio 3
Parboilizado Curto 4
Parboilizado Misturado 5
Integral
Polido

Fonte: Barata (2005)

1.4.1 Arroz polido

E a forma mais consumida na maioria das regides brasileiras. Depois de
retirada a casca, o grio passa por um processo de beneficiamento, onde ¢ feito um
polimento. Assim, ocorre a remog¢ao da pelicula e do embrido (germe), através de
maquinas que promovem o atrito entre os graos. A remocdo das camadas
periféricas e do germe, durante o polimento do grdo integral, provoca perdas
consideraveis de certos nutrientes. O beneficiamento do arroz polido
caracteriza-se também por gerar dois subprodutos: o farelo e a quirera (graos

quebrados).



O polimento do grdo integral provoca perdas consideraveis de certos
nutrientes, tais como lipidios e tiamina (cerca de 80%), fibra e niacina (até quase

70%) e ferro e zinco (em torno de 50%) de acordo com Hunt et al. (2002).

As deficiéncias de micronutrientes sdo comuns em paises onde o arroz é
alimento bésico como Bangladesh, India, Indonésia e Vietna sendo causadas pela
auséncia de vitamina A, tiamina e riboflavina. Recentemente, foi desenvolvido o
arroz dourado ou “golden rice” que tem os valores de vitamina A e de ferro
aumentados, sendo uma alternativa promissora na prevencdo de doengas

relacionadas a visdo e a anemia conforme Storck (2004).

1.4.2 Arroz integral

O arroz sofre apenas a retirada da casca, ndo sendo submetido ao
polimento. No processo de beneficiamento do arroz integral conforme Vieira et al.
(1999), inicialmente, h4 a amostragem para verificagdo de seu indice de umidade
e qualidade sendo apos, removida a casca protetora do grao cuidadosamente para
evitar rachaduras e ao término o arroz ¢ conduzido por uma camara de aspiragao,
onde os graos descascados sdo separados da casca, por succdo. Os graos com
casca, denominados marinheiros sdo separados pelo separador de marinheiros e
reprocessados.

Segundo Almeida et al. (2002), o arroz integral, apesar de ser mais
enriquecido em fibras, vitaminas e sais minerais, ¢ o menos consumido pela
populagdo brasileira devido ao seu alto custo, pequena vida de prateleira e sabor
diferenciado.

Os fatores antinutricionais presentes no arroz integral, com excec¢do do
fitato desnaturam-se. Assim, mesmo ap6s o cozimento, o fitato continua presente,
quelando ions especialmente ferro, calcio e zinco, resultando na formagao de sais
bastante insoliveis, com baixa biodisponibilidade (Storck et al., 2004). Conforme

Agte et al. (1999) o efeito negativo do fitato sobre a absor¢ao dos minerais ferro e
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zinco pode ser minimizado pelo tratamento térmico ou anulado quando
quantidades apreciaveis de vitamina C estdo presentes na mesma refeicdo de
acordo com Siegenberg et al. (1991), citados por Naves (2007).

O arroz integral e o parboilizado satisfazem quantidades expressivas de
vitaminas hidrossoluveis, particularmente tiamina e niacina, visto que 100 g de
arroz integral perfazem aproximadamente um terco dos valores de referéncia
dessas vitaminas para a populacdo adulta brasileira conforme Vannucchi et al.
(1990).

Segundo Storck et al. (2004), o consumo 100 grs de arroz integral pode
suprir 10,7 de ferro e 94% de magnésio.

No Japao, resultados de pesquisas demonstraram a eficacia do consumo
do arroz integral pré-germinado contra a doenca de Alzheimer. Baseados em
experimentos com animais, eles confirmaram que ¢ possivel que a ingestdo
continua de arroz integral efetivamente iniba a deficiéncia de aprendizagem e
memoria induzida pela proteina beta-amildide, uma das causadoras da doenca

(Mamiya et al., 2004).

1.4.3 Arroz parboilizado

A palavra parboilizado teve origem na adaptagdo do termo inglés
parboiled proviniente da aglutinacdo de partial + boiled, ou seja, “parcialmente
fervido”. O Brasil ¢ detentor da tecnologia de arroz parboilizado mais avangada
do mundo. Segundo a Associacdo Brasileira das Industrias de Arroz Parboilizado
(ABIAP), aproximadamente um quarto do total de arroz produzido no Brasil e no
mundo ¢ parboilizado representando 25% do total de arroz consumido no Brasil e
no mundo. Em Santa Catarina no Brasil, o consumo desse tipo arroz ¢ muito
grande, onde também se concentram as industrias de parboilizagdo de acordo com

Barata (2005).
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A classifica¢do deste subgrupo de arroz pode ser parboilizado polido e
parboilizado integral. A distingdo entre ambos se faz apds o processo
hidrotérmico, onde o primeiro sofre o polimento ou bruni¢do, com auséncia da
camada de farelo e o segundo ndo, permanecendo a camada de farelo. Segundo
Amato et al. (2002), a concentragdo de nutrientes no parboilizado em relacao ao
integral € menor, como as vitaminas, mas por outro lado, ndo traz o problema da
biodisponibilidade causada pelo integral.

O processo para a obtengdo deste subgrupo de arroz inicia-se antes do
descascamento, onde os grdos sdo pré-cozidos, ou seja, sdo submetidos ao
encharcamento em agua quente com temperatura até 68° C e apos, ao processo de
gelatinizagdo do amido em autoclave ou estufa a temperatura superior a 78°C.
Nesta etapa, os nutrientes (sais minerais e vitaminas hidrossoliveis) passam da
casca e da pelicula para o interior do grao, o endosperma, objetivando o processo,
que € o enriquecimento dos graos segundo Amato et al. (2002).

O arroz parboilizado polido contém teores expressivamente, mais
elevados de tiamina, riboflavina e niacina que o produto polido ndo submetido ao
processo hidrotérmico (Pereira, 2002a). Santos et al. (2006), consideram que a
parboilizagdo aumenta o teor de niacina e tiamina no arroz de duas a quatro vezes,
comparando-se com o arroz branco. Amato et al. (2002) afirmam que o teor de
tiamina em arroz parboilizado foi 150% maior que em arroz branco e quanto aos
sais minerais, as concentracgdes sdo significativamente maiores no parboilizado,
devido ao processo hidrotérmico. Para Storck et al. (2004) a parboilizagdo
aumentou a quantidade de minerais tais como manganés (223%), foésforo (177%)
em relacdo ao arroz branco, ndo afetando o teor de magnésio.

Existe atualmente, uma variedade de produtos a base de arroz, tais como:
arroz enriquecido com vitaminas; arroz de cozimento rapido, arroz enlatado
(sopas); arroz expandido ou inflado (cereais matinais), arroz de variedades

aromaticas, farinhas a base de arroz (alimentos infantis); bebidas (saqué e sucos);
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amido de arroz, utilizado tanto na industria farmacéutica como na de cosméticos,

conforme Vieira et al. (1999).

O consumo de arroz como alimento basico é recomendado visando a
manutencdo do peso saudavel e a prevencao de doencas cronicas ndo-infecciosas
(especialmente obesidade, doengas cardiovasculares e cancer) conforme World
Health Organization - WHO (2003).

Kim et al. (2003), observaram que a hiperlipidemia podem ser
controladas usando amido resistente, especialmente proviniente do arroz, que
exerceu maior potencial quando comparado ao amido resistente do milho além da
importancia desta fracdo também prevenir constipacdo, diverticulose e
hemorroéidas. Esta forma de amido esta presente no arroz parboilizado.

Em relagdo a presenca de fungos e micotoxinas, Amato et al. (2002)
alertam que como os grios sofrem uma soldagem durante a gelatinizacdo, pode
ocorrer uma internalizagdo da contaminagdo fingica, pois, 0os microrganismos
tendem a se acumular junto a fratura, sendo internalizados durante a soldagem.

Além disso, conforme Castells et al. (2007), os mais altos niveis de
micotoxinas sdo detectados no farelo e na casca do arroz. Conforme Liu et al.
(2006), com o descascamento a maioria das aflatoxinas de graos de arroz foram
removidas.

Coelho et al. (1999) esclarece que na parboilizacdo as micotoxinas podem
migrar destas fragdes para o endosperma, durante o processo. Dors et al. (2008)
testaram no processo de parboiliza¢do varios tempos de migracdo de micotoxinas
e observaram que a menor migragdo de aflatoxinas B1 ocorreu em tempo de
encharcamento 6h e de gelatinizagdo 30 minutos.

De acordo com o nivel de contaminagcdo da matéria-prima, o arroz

parboilizado podera conter nivel maior ou menor nivel de contaminagao fingica.
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1.5 Fungos toxigénicos e suas micotoxinas associadas a cadeia alimentar

A presenga de espécies micotoxigénicas ¢ um dos pré-requisitos para que
haja producdo de micotoxinas em produtos agricolas, mas nao implica a sua
producdo. Para produzir micotoxinas numa dada planta, o fungo toxigé€nico tem
de ser capaz de colonizar e infectar a planta bem como produzir a micotoxina nos
tecidos do hospedeiro de acordo com Payne (1990).

Conforme Arnolds (1997) produtos agricolas diferentes ndo t€ém a mesma
microbiota, mesmo em locais proximos, € os mesmos produtos em variadas partes
do globo exibem microbiota constituidas por espécies que apresentam perigos
micotoxigénicos diferentes.

O conhecimento da microbiota dum dado produto num local
possibilita-nos prever os riscos de contaminagdo e restringir as pesquisas as
eventuais micotoxinas presentes (Frisvad & Samson, 1991)

Os fungos micotoxigénicos associados a cadeia humana alimentar
pertencem principalmente a trés géneros: Aspergillus, Penicillium e Fusarium. As
espécies Fusarium sdo patogenas de plantas produzindo micotoxinas antes ou
imediatamente apds a colheita. Os géneros Penicillium ¢ Aspergillus sdo
contaminantes geralmente encontrados em vegetais e alimentos durante a
secagem e o armazenamento (Pitt et al., 1997).

Poucos sdo os fungos que tém ampla importancia econdmica como
Aspergillus flavus. E patogeno de plantas, animais e insetos causando
apodrecimento em numerosos produtos armazenados além de produzir
micotoxinas como aflatoxina Bl. Como patdogenos humanos, a espécie de
Aspergillus flavus atinge mais as pessoas imunossuprimidas (Klich, 2007a).

A Tabela 4 apresenta as principais espécies responsaveis pela produgéo

de micotoxinas em alimentos.
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TABELA 4 Principais espécies responsaveis pela producdo de micotoxinas

Micotoxina Espécies produtoras

Aflatoxinas Aspergillus flavus; A. parasiticus; A.nomius.

Ocratoxina A Aspergillus ochraceus; A. alliaceus; A. niger; A.
carbonarius Penicillium verrucosum; P. nordicum

Tricotecenos Fusarium spp.

Zearalenona F. graminearum, Fusarium spp.

Fumonisinas F. verticillioides; F. proliferatum

Citrinina P. citrinum,; P. verrucosum

Acido penicilico A. ochraceus; P. aurantiogriseum; P. viridicatum

Patulina P. expansum; A. clavatus

Esterigmatocistina Aspergillus versicolor; Emericella nidulans

Acido tenuazoénico Alternaria alternata

Penitrem A Penicillium crustosum

Alcaloides do ergot Claviceps spp.
Acido ciclopiazénico  A. flavus; A. tamarii; P. commune

Fonte: Silva (2005)

Outras espécies produtoras de aflatoxinas, por serem encontradas com
menos frequéncia na natureza, ndo estdo listadas acima: A.pseudotamarii, A.
bombysis e A. parvisclerotigenus (Klich, 2007a). A quantidade de toxinas
produzidas por A.pseudotamarii ¢ A. bombysis é maior que 10°ug/Kg que é um
namero bastante elevado ao se comparar com a espécie de Aspergillus flavus,
onde cerca da metade das suas linhagens ndo produzem toxinas (Benett et al.,
2007). Quatro espécies ndo pertencentes a Se¢do Flavi podem produzir
aflatoxinas: A. ochraceoroseus, A. rambellii, Emericella venezuelensis e E.
astellata (Frisvad et al., 2005).

Os isolados da espécie A.flavus sdo a principal fonte de aflatoxinas, as
mais importantes micotoxinas em alimentos. Alguns isolados produzem
aflatoxina B e outros acido ciclopiazonico (Pitt & Hocking, 1997).

Quanto a localizagdo das espécies do género Aspergillus sdo mais

frequentes em climas tropicais que em climas temperados e crescem mais
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rapidamente que as do género Penicillium, apesar de tardarem mais a esporular
(Pitt & Hocking, 1997).

As espécies de Aspergillus sdo de grande importancia econémica devido a
capacidade bioquimica de produzir enzimas que sdo utilizadas nas industrias de
panificagdo e cervejeira, em antibioticos e acidos organicos e ha séculos vém
sendo empregadas na producdo de alimentos fermentados, no Japao e em outros
paises asiaticos (Batista et al., 2000).

A Tabela 5 descreve as espécies Aspergillus flavus e Aspergillus

parasiticus quanto aos parametros ecologicos.

Tabela5 Parametros ecologicos das espécies Aspergillus flavus e

Aspergillus .parasiticus

Espécies Temperatura  Faixas 6timas Produgao/Aflatoxina
(A.flavus e (Crescimento)  (Crescimento)

A.parasiticus)

Atividade de Minima : 0,98-0,99 (alta produgao)
agua — aw 0,80-0,83 0,99 0,85 ou proxima (cessa)
Temperatura 10-12°C até 20-42°C 12° C—-40°C
42-43 °C
pH 2até>10 - 3,0 a 8,0 (alta producao)

6,0 (cessa de produzir)

Fonte: Pitt et al. (2000)
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1.6 Efeitos bioldgicos das micotoxinas e fatores que favorecem a presenca
em alimentos

A Agéncia Internacional para a Investigacdo em Cancer (IARC, 1993)
classificou a aflatoxina B1 como carcinogénica humana.

O carcinoma hepatocelular (HCC) é responsavel por de 5,5% dos casos de
canceres mundiais, sendo o mais incidente na Asia e na Africa. A aflatoxina B1 é
a mais potente das aflatoxinas e tem sido implicada na etiologia do HCC. Estudos
tém demonstrado que a infec¢@o com o virus da hepatite B durante a exposicao as
aflatoxinas tem aumentado o risco de HCC (Farombi, 2006).

O arroz na Coréia ¢ a maior fonte de aflatoxina B; (AFB;), devido a altae
a principal ingestdo. Estudos em varios paises africanos e tailandeses mostraram
uma correlacdo entre o consumo de aflatoxina e a ocorréncia primdria de cancer
de figado em humanos (Park & Kim, 2006).

A influéncia das micotoxinas ¢ comprovada também sobre metabolismo
energético-protéico, com a diminui¢do nos niveis de hemoglobina e atuando na
eficacia das vacinas. O aumento da susceptibilidade de pessoas com baixas
resisténcias a fatores ambientais ¢ nutricionais podem conduzir a aquisicdo da
doenga (Pitt, 2000).

As aflatoxinas sdo as maiores preocupagdes, pois elas sdo compostos
altamente toxicas, mutagénicas, teratogénicas e carcinogénicas e estdo implicadas
como agentes responsaveis pela carcinogénese hepatica humana e extra-hepatica
(Nguyen et al., 2007).

A susceptibilidade dos seres humanos as aflatoxinas é maior em jovens.
Alguns fatores como o sexo (a concentragdo de testosterona), a capacidade de
detoxificagdo das micotoxinas entre os seres da mesma espécie, o estado

nutricional determinam o grau de susceptibilidade (Willians et al., 2004).
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A produgdo de micotoxinas pode dar-se ao longo das fases da cadeia
alimentar: cultivo, colheita, armazenamento, transporte ¢ processamento (Serra,
2005).

A condi¢do da matéria-prima ¢ fator muito importante para a diminui¢ao
dos riscos de contaminagao fungica. Alguns dos pré-requesitos essenciais para a
producdo de micotoxinas antes da colheita sdo: presenca de estirpes toxigénicas;
susceptibilidade do hospedeiro e nicho agroclimatico favoravel (Silva, 2005).

O perigo dos insetos ¢ associado com o aumento das aflatoxinas e elas
ndo aparecem sem injuria aparente no fruto (Klich, 2007b). A colheita mais tardia,
os danos mecanicos, os fatores climaticos (granizo, seca excessiva) ou pelo
proprio manuseio, além do estresse hidrico em momentos criticos do ciclo de vida
da planta sdo fatores que contribuem para o desenvolvimento fungico conforme
Bilgrami & Choudhary (1998). O nivel de contaminagao por aflatoxinas em arroz
pode aumentar de acordo com a estacdo do ano, particularmente durante as
chuvosas, conforme Nguyen et al. (2007).

A secagem do arroz deve ser realizada imediatamente apds a colheita e
toda a sujeira deve ser removida antes do transporte para evitar fontes de inoculo
posteriores. Em arroz, o nivel de umidade ¢ 13%, ap6s a secagem, valor
considerado seguro conforme FAO (2004).

Os fungos desenvolvem-se em produtos cuja atividade de agua varia de
0,65 a 0,90 e teor de umidade dos grdos na faixa de 14 a 22 %. Por isto, na
conservacao de graos ¢ empregado o processo de secagem, o qual visa reduzir o
teor de umidade dos produtos em niveis que a atividade de agua ndo propicie a
proliferacao de fungos (Silva, 2005).

A secagem deve ser imediata ou no maximo até 24 horas apds a colheita,
pois o arroz recém-colhido com alto teor de umidade provoca o aquecimento

natural da massa dos grios (fermentacdo). Uma secagem inadequada reduzira
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Odrasticamente a qualidade dos graos, principalmente se for semente, pois, podera
promover a morte da mesma (Soares, 2000).

Na etapa de armazenamento e transporte, o indculo de fungos
micotoxigénicos que estava presente no produto permanece, exceto se houve um
pré-processamento como a desinfecgdo. O controle da umidade ¢ essencial para
prevenir a acumulacdo de micotoxinas no armazenamento (Silva, 2005).

No Japao, conforme Tanaka (2007), a contaminagdo fungica e por
micotoxinas em arroz armazenado raramente ocorre pois, o nivel de umidade
destes locais ¢ 70% a 75%, a temperatura menor que 15°C e o contetdo de
umidade dos graos 13-14% e uma atividade de agua 0,65-0,70%.

Conforme Liu et al. (2006), boas praticas para armazenar os graos de
arroz colhidos para o consumo humano ¢ na forma de graos inteiros para reduzir a
contamina¢do com aflatoxinas.

Quanto aos tipos de processamento, sabe-se que podem afetar os niveis de
micotoxina presentes nas matérias-primas, podendo eliminar, reduzir ou aumentar
a toxina no alimento processado conforme Silva (2005).

A contaminagdo pode ser gerada em toda a cadeia alimentar,
principalmente na fase da pré-colheita, colheita, secagem e armazenamento do
produto se as condi¢des seguras ndo forem devidamente praticadas.

Oyebanji et al. (1999) inocularam em amostras de arroz estéreis uma
espécie de fungo e miscelaneas compostas por A. flavus, A. niger, P.
purpurogenum e F. moniliforme armazenando-as em diferentes concentragdes de
umidade. Observaram que com 17 e 20% de umidade ocorreu aumento no
crescimento. As amostras com umidade maior ou igual a 20% apresentaram niveis
elevados (>20 ppb) de aflatoxina B;. Também observaram que o inéculo de A.
flavus e P. purpurogenum apresentou baixa producdo de aflatoxina e a sintese

maxima ocorreu apenas mediante o indculo de A. flavus.
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1.7 Fatores para a reducao das aflatoxinas

Na prevengdo das micotoxinas, a colheita deve ser realizada logo apos a
maturidade dos graos para evitar a formagao de micotoxinas. No caso dos cereais,
graos de café, frutos e sementes oleaginosas, apds colheita, as culturas devem ser
secas imediatamente para prevenir o aparecimento das micotoxinas. O uso de
agentes anti-fingicos pode ser usado como um complemento, mas nao substitui as
boas praticas (Council for Agricultural Science and Tecnology - CAST, 2003).

Os alimentos mais passiveis de contaminagdo sdo frutos secos como
nozes, sementes oleaginosas, sendo o milho, amendoim e sementes de algodao os
mais afetados conforme Pitt (2000). As razdes para a incidéncia em tais produtos
podem ser a biogeografica, devido ao crescimento em latitudes onde A.flavus é
mais relatado ou a preferéncia pela fonte de carbono que no caso de A.flavus sdo
carboidratos livres e os 6leos e apds o endosperma (Klich, 2007b).

O cultivo de variedades resistentes aos fungos produtores sdo indicadas
de acordo com Brown et al. (1998). Os biocompetidores que sdo estirpes
ndo-aflatoxigénicas que competem com as aflatoxigénicas, parecem ser oS
recursos mais adequados, pois, sdo adaptaveis as condigdes ambientais de forma
idéntica as toxigénicas e sdo biologicamente ativas. A redu¢@o no teor de
aflatoxinas parece ser devida a exclusdo espacial de estirpes toxigénicas e
competicdo por recursos necessarios a producdo de aflatoxinas Abrunhosa et al.
(2001). A exclusdo competitiva tem reduzido a incidéncia de aflatoxinas em
amendoim e em milho conforme Klich (2007b).

O potencial de certos extratos de plantas e agentes biocontroles para a
redugdo de aflatoxinas Bl em arroz armazenado foi verificado. Syzigium
aromaticum (5g/Kg) mostrou completa inibigdo de Aspergillus flavus e de
aflatoxinas. Curcuma longa, allium sativum e Ocimum sanctum (5g/Kg) também
foram efetivas inibindo (65%-78%) do crescimento de A.flavus e 72,2-85,7% da

produgdo de aflatoxina Bl. Quanto aos agentes biocontroles, Rhodococcus
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erytropolis inibiu completamente a produgdo de aflatoxinas Bl a 25ml/Kg de
concentragdo. Outros como Pseudomonas fluorescences, Tricoderma virens e
Bacillus subtilis mostraram 93%, 80% e 68% de redugdo do crescimento de
Aflavus e 83,7%, 72,2% ¢ 58% de redug¢do das aflatoxinas a 200 ml/Kg de acordo
com Reddy et al. (2008).

Conforme Oliveira (2005), alguns compostos fendlicos presentes em
arroz possuem atividade antifingica sobre os fungos A.oryzae, A.flavus e
Rhizopus spp., além da atividade antimicotoxigénica sobre a produgdo de
aflatoxina B1.

O tipo de processamento também pode afetar os niveis de micotoxina
presentes nas matérias-primas, podendo eliminar, reduzir ou aumentar a toxina no
alimento processado. Park & Kim (2006), analisando o processo de cozimento
comum do arroz usado na Coréia, com temperaturas em torno de 160°C
verificaram uma redug¢do de 31-36% da AFBI em lotes naturalmente
contaminados. J4 no processo de cozimento a pressao a 160°C por 20 minutos a
pressdo de 15ib/in houve redugao de 78 a 88% da AFB1.

A prevencdo da formacdo de micotoxinas ¢ uma forma melhor de
controle comparada a detoxificacdo dos alimentos, considerada muitas vezes ndo
viavel devido ao alto custo e a eliminagdo incompleta das micotoxinas do produto
devido principalmente a caracteristica serem quimicamente estdveis conforme
Klich (2007a).

Quanto a legislagdo para aflatoxinas no Brasil, o Ministério da
Agricultura, através da Portaria n® 183 de 21/03/1996 e o Ministério da Satde,
através da Resolucdo RDC n° 274 da ANVISA de 15/10/02 estabelecem o limite
de 20 ng/Kg para a somatoria das aflatoxinas em amendoim e derivados, milho e
derivados, 0,5 pg/Kg para leite fluido e 5 pg/Kg para leite em po. Entretanto, para
o0 arroz, a legislacdo seguida ¢ a Resolucdo n° 34/76 da antiga comissao Nacional

de Normas e Padrdes para Alimentos que estabelece para as aflatoxinas B, e G1 o
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limite de 30 pg/Kg (Brasil, 1977). A Comunidade Européia admite para cereais o
limite de 4 pg/Kg para a somatéria de B1, G1, B2 e G2 e para Bl 2 ng/Kg
conforme Liu et al. (2006).

A exposi¢do as aflatoxinas ocorre em todo o mundo e estima-se que
muitos dos alimentos mundiais estejam contaminados em alguma extensdo. A
contaminag¢do dos alimentos com micotoxinas ¢ relevante quando uma populagio

baseia a sua alimentagdo num tipo de produto como o arroz.
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CAPITULO 2

INCIDENCIA DE FUNGOS AFLATOXIGENICOS E AFLATOXINAS EM
ARROZ (Oriza sativa L.) COMERCIALIZADO EM LAVRAS-MG E
CIDADES DO SUL DO ESTADO



RESUMO

CARVALHO, Rosilane Aparecida. Incidéncia de fungos aflatoxigénicos e aflatoxinas em
arroz (Oriza sativa L.) beneficiado ¢ comercializado em Lavras-MG e cidades do sul do
estado. In: . Incidéncia de fungos aflatoxigénicos e aflatoxinas no arroz (Oriza
sativa L.). 2008. Cap.2, p.31-54. Dissertagdio (Mestrado em Ciéncia dos
Alimentos/Microbiologia)-Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

Um dos problemas mais sérios que confrontam a qualidade do arroz ¢ a presenga
de fungos produtores de micotoxinas, principalmente as espécies pertencentes aos
géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium. Este estudo objetivou verificar os
niveis de aflatoxinas e identificar a populagdo fingica associada a graos de arroz
beneficiado e comercializado em Belo Horizonte e algumas cidades do sul do
estado. Foi analisado um total de 60 amostras de arroz: organico, parboilizado,
integral, polido. Os resultados demonstraram que as espécies aflatoxigénicas
identificadas foram A. parasiticus e A. flavus. Outras espécies destaques foram:
A.candidus, A. foetidus, A.niger Agregados, etc. Utilizando Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia para avaliar a incidéncia de aflatoxina em arroz, apenas
uma apresentou contaminagio de 1,2 pug Kg'.Apesar de as amostras nio
apresentaram niveis de aflatoxinas que pudessem colocar em risco a seguranga do
produto e a saide dos consumidores, a presenca de fungos aflatoxigé€nicos
indicam a necessidade de monitoraramento da qualidade do produto em toda a
cadeia produtiva.

Termos para indexagdo: aflatoxinas, alimentos, Aspergillus flavus, Aspergillus
parasiticus
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ABSTRACT

CARVALHO, Rosilane Aparecida. Incidence of fungi aflatoxigenic and aflatoxins in the
rice (Oriza sativa L). benefited and marketed in Lavras-MG and cities in southern state. In:

. Incidence of fungi aflatoxigenic and aflatoxins in the rice (Oriza sativa L).
2008. Cap.2, p.31-54. Dissertation (Mestrado in Food Science/Microbiology)-Federal
University of Lavras, Lavras, MG.

One of the most serious problems that affect the quality of rice is the presence of
mycotoxin-producing fungi, especially the species belonging to the genera
Aspergillus, Penicillium and Fusarium. This study aimed to check the levels of
aflatoxins and identify the fungal population associated with grains of rice
processed and commercialized in Belo Horizonte and some cities in the southern
of Minas Gerais state. A total of 60 samples of rice: organic, parboiled, whole and
polished, the incidence of aflatoxins being found in one sample. The results
showed that the aflatoxigenic species identified were A. parasiticus and A. flavus.
By using high performance liquid chromatography to assess the incidence of
aflatoxin in rice, only one showed a contamination of 1.2 pg kg-1. Despite the
presence of aflatoxigenic fungi the samples showed no levels of aflatoxin that
could endanger the safety of the product and consumer health.

Index terms: aflatoxins, food, Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus
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1 INTRODUCAO

O arroz (Oryzae sativa L) ¢ um dos alimentos mais importantes
produzidos em todo o mundo e sua qualidade e seguranca estdo diretamente
relacionadas a presenga de fungos produtores de micotoxinas. A incidéncia das
espécies fungicas varia de acordo com fatores bioclimaticos e com o tipo de
producgdo (Arnolds, 1997). O conhecimento destas espécies possibilita prever os
riscos de contaminacdo e potencializar as pesquisas as eventuais micotoxinas
presentes (Frisvad & Samson, 1991).

Dentre as micotoxinas as aflatoxinas ocupam primariamente a classe das
mais incidentes ¢ mais toxicas que se conhecem (Aldred et al., 2004). Sao
produzidas principalmente pelas espécies do género Aspergillus pertencentes a
Secdo Flavi: Aspergillus flavus, A. parasiticus e A. nomius. As espécies menos
comum produtoras de aflatoxinas sdo A.pseudotamarii, A. bombysis e A.
parvisclerotigenus (Klich, 2007). Quatro espécies ndo pertencentes a segdo Flavi
podem produzir aflatoxinas: A. ochraceoroseus, A. rambellii, Emericella
venezuelensis e E. astellata (Frisvad et al.,, 2005). Este estudo objetivou
identificar as espécies fungicas e avaliar a incidéncia de aflatoxinas em amostras

de arroz.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Amostras

As amostras de arroz de 1 a 5 Kg foram adquiridas em estabelecimentos
comerciais das seguintes cidades: Lavras, Ribeirdo Vermelho, Perddes, Belo
Horizonte e Ijaci no periodo de margo a dezembro de 2007. Todas as amostras
apresentavam bom estado de conservacdo e estavam dentro do prazo de validade
conforme indicado pelo fabricante. As analises micologicas foram realizadas no
laboratorio de Micologia do Departamento Ciéncia dos Alimentos da UFLA.
Foram analisadas 60 amostras de arroz do grupo beneficiado subdivididas em
quatro subgrupos: polido (48), parboilizado (3), integral (7) e organico (2),
pertencentes as respectivas classes: longo fino, longo e curto e tipos um, dois e
trés. Destas, em 36 amostras foi avaliada a incidéncia de aflatoxinas no
laboratério de Micologia da FUNED (Fundagdo Ezequiel Dias) em Belo

Horizonte.

2.2 Isolamento e Identificacdo de fungos filamentosos

Para o isolamento dos fungos presentes nas amostras de arroz foi utilizada
a técnica de Plaqueamento Direto em meio de cultura Dicloran Rosa de Bengala
Clorafenicol (DRBC) com o plaqueamento de 100 gridos por amostra apoés
desinfecgdo superficial primeiramente com alcool 70%(1 min.), apds hipoclorito
de sodio 1%(30 s.) e lavagem trés vezes com agua estéril para a posterior
incubacdo a 25° C por sete dias, conforme Samson et al. (2000). Os resultados
foram expressos em porcentagem de particulas contaminadas.

Previamente a identificacdo, ocorreu uma ectapa de isolamento e
purificacdo, visando a posterior identificacdio dos fungos. Os fungos foram

repicados com trés pontos equidistantes em placas de petri contendo Agar Malte
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(MA) e incubados a 25 ° C por cinco a sete dias. Decorrido este periodo, os
isolados purificados foram repicados para Czapeck Yeast Agar (CYA)a25°Cea
37°C e Agar Malte com adigio de glicose (MEA) e incubados a 25°C por cinco a
sete dias conforme Pitt e Hocking (1997).

Os isolados das se¢des: Circundati, Flavi e Nigri foram identificados de
acordo com o método de Klich (2002). Os géneros Cladosporium e Fusarium de

acordo com Pitt & Hocking (1997) e Penicillium de acordo com Pitt (2000).

2.3 Avaliacdo do Potencial Toxigénico dos fungos identificados

A técnica utilizada foi a Plug Agar, onde os isolados foram inoculados em
meio de cultura YES (Yeast Extract Sucrose) e incubados por sete dias a 25°C
conforme Filtenborg & Frisvad (1980). Foram utilizadas placas de Cromatografia
de Camada Delgada — Merck — Silica Gel 20x20 cm ¢ a elui¢do ocorreu em uma
cuba de vidro contendo TEF (Tolueno Acetato de Etila e Acido Formico 90% -
50:40:10). A visualizacdo foi feita a 366 nm através de Cromatovisor CAMAG
(UV- Betrachter). Foram utilizados padrdes de aflatoxinas B1, B2, G1, G2 ¢
ocratoxina A (Sigma-Aldrich).

2.4 Analise de aflatoxinas em arroz por CLAE

As amostras de arroz foram analisadas por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) descrito por Soares & Rodriguez-Amaya (1988) e a
quantificagdo por Stroka et al. (2000) a seguir:

2.4.1 Extragdo

Cinquenta gramas da amostra foram pesadas em um erlenmeyer de 500
mL. Adicionou-se 270 mL de metanol p.a. ¢ 30 mL de uma solug@o de cloreto de
potassio 4%. O frasco foi fechado com parafilme e papel aluminio e foi colocado

em agitador mecanico tipo shaker sob agitacdo em velocidade média por 30
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minutos. Apds esse tempo o contetido do frasco foi filtrado em papel de filtro

qualitativo e 150 mL do filtrado foram recolhidos em uma proveta graduada.

2.4.2 Purificacéo

O filtrado foi transferido para um béquer de 600 mL, e a ele
adicionaram-se 150 mL de sulfato de cobre 10% e aproximadamente 50 mL de
celite. Apds homogeneizag@o a mistura foi filtrada em papel de filtro Whatman

n°l e 150 mL do filtrado foram recolhidos em uma proveta graduada.

2.4.3 Particéo Liquido-liquido

O filtrado recolhido foi transferido para um funil de separagdo ao qual
foram adicionados 150 mL de agua destilada e 10 mL de cloroférmio p.a.. O
conteudo do funil foi agitado vigorosamente por 3 minutos e, apds a separacao das
fases, a fase cloroformica foi recolhida em um frasco ambar ambientada em
cloroférmio. Esse procedimento foi repetido com mais 10 mL de cloroférmio. O
extrato cloroféormico foi evaporado em banho maria a 50°.C sob atmosfera de
nitrogénio. Os frascos foram entdo selados com parafilme, etiquetados e
armazenados em a — 22°C até o momento da quantificagdo por cromatografia

liquida de alta eficiéncia (CLAE).

2.4.4 Analise de aflatoxinas em arroz por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE)

O conteudo dos frascos foi, entdo, retomado com 3 mL de solugdo
metanol:agua (2:3), submetido a agitacdo em agitador de tubos tipo vortex por
aproximadamente 60 segundos e transferido para vial do auto amostrador do
CLAE apos filtragdo em membrana de 13 mm de didmetro e 0,45 um de
porosidade. As amostras foram analisadas por CLAE (Cromatografia Liquida de

Alta Eficiéncia) ap6s derivagdo pos coluna com brometo de potassio e Kobra Cell,
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usando um cromatdgrafo liquido Shimadzu com detector de fluorescéncia
(Shimadzu Modelo LC-10AD), excitagdao 420 nm, emissdo 360 nm, com coluna
Shim — Pack CLC — ODS, 5 um, 4,6 x 250 mm, precedido por guarda coluna Shim
—Pack G- 0ODS, 5 um, 4 x 10 mm. A fase movel (filtrada em membrana 0,45 pm
e desgaseificada com hélio) usada foi acetonitrila: metanol: agua (2:2:6)
acrescentada de 4cido nitrico 4 mol/L (350 uL L") e brometo de potéssio (120 mg
L") aum fluxo de 1 mL por minuto. Uma curva padrio de aflatoxinas B1, B2, G1
e G2 foi preparada em concentragdes descritas na Tabela 1. Injetou-se entdo 50 uLL
das solucdes padrao de aflatoxinas e dos extratos das amostras. A partir do calculo
da area dos picos das aflatoxinas dos extratos das amostras e das solu¢des padroes
foi calculado o teor de aflatoxinas nas amostras. Nestas condi¢gdes o tempo de
retengdo foi aproximadamente 12,2 min., 15,1 min., 16,9 min. e 21,5 min. para as

afaltoxinas G2, G1, B2 e B1, respectivamente.

TABELA 1 Curva padrio de aflatoxinas
Conc. AFB1 Conc. AFB2 Conc. AFG1 Conc. AFG2

Solugéo

(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
1 79,200 98,688 125,57 79,104
2 39,600 49,344 62,784 39,552
3 19,800 24,672 31,392 19,776
4 9,900 12,336 15,696 9,888
5 4,752 5,921 7,534 4,746
6 2,376 2,961 3,767 2,373
7 0,4752 0,592 0,753 0,475

2.5 Performance da metodologia analitica para as aflatoxinas
Para avaliar as caracteristicas de desempenho da metodologia analitica
para as aflatoxinas por CLAE, amostra de arroz, isenta de aflatoxinas, foi

contaminada, em duplicata, em 5 concentragdes de aflatoxinas B1, B2, G1 e G2.

38



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Contaminacao por fungos filamentosos

A tabela 2 apresenta a freqiiéncia fungica em subgrupos de amostras de

arroz analisados.

Tabela 2 Freqiiéncia de contaminagdo fingica em subgrupos de arroz

Subgrupo/classe/tipo  Total/amostra NC°amostras Freqiiéncia de
S contaminadas graos
contaminados
Polido/ 1t/ 1 e 2 48 43 1 a42%
Integral 7 5 0a32%
Parboilizado 3 3 5a13%
Orgéanico parb.pol. 2 1 5%
Organico parb.integ. 3 1 100%

Nunes et al. (2003) estudando amostras de arroz observaram que o
subgrupo mais contaminado foi o polido em relacdo ao parboilizado e ao integral.

Segundo Amato et al. (2002), em relagdo a contaminagdo fungica, o arroz
parboilizado possui uma vantagem, pois, durante o encharcamento, devido a
auséncia de ar através da imersdo total em agua evita-se que as espécies
aflatoxigénicas proliferem. A Unica desvantagem ¢ que no processo de
gelatinizagdo, como os grios sofrem uma soldagem, pode ocorrer uma

internalizagdo da contaminagdo fungica, pois, os microrganismos tendem a se
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acumular junto a fratura. Em arroz integral, devido a presenca enriquecida de
nutrientes, a proliferag@o fingica pode ser mais evidenciada, principalmente se os
principios bésicos de secagem e armazenamento ndo forem devidamente
realizados. Em alimentos organicos, tal como o arroz, de acordo com Bourn &
Prescott (2002), ndo ha nenhuma evidéncia que possam ser mais susceptiveis a
contamina¢do microbioldgica que alimentos convencionais, embora, neste
trabalho o maior indice de contaminagdo fungica encontrado nas amostras de
arroz tenha sido detectado em organico. Pelo fato de ndo ser permitido o uso de
fungicidas sintéticos no sistema organico, poderia haver uma maior possibilidade
de produgdo de micotoxinas. Todavia, de acordo com Kouba (2002), estudos
realizados até o momento ndo permitem afirmar que na agricultura organica a
produgdo de micotoxinas seja maior. Nos dois sistemas (organico e convencional)
o0 uso de boas praticas culturais e de estocagem dos alimentos permite reduzir o
risco de contaminagdo com micotoxinas. As formas de evitar as contaminagdes
fingicas nos varios subgrupos de arroz residem primordialmente na adogao de

boas praticas agricolas de secagem e armazenamento conforme Pitt (2000).

3.2 Incidéncia de fungos

A Tabela 3 descreve os resultados obtidos apds a identificacdo das
espécies. Foram identificados 184 isolados, predominando as espécies
pertencentes aos géneros Aspergillus e Penicillium. A. flavus se destaca por ter

sido isolado dos quatro tipos de amostras.
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TABELA 3 Freqiiéncia das espécies contaminantes em amostras de arroz

Género/espécie

Amostras
contaminada

Tipos/ amostras

N. isolados
identificados

s
A. candidus 8 Polido (7) e Integral (1) 22
A.carbonarius 1 Polido (1) 1
A. flavus 17 Polido (14); Organico 31
(1) Integral (1) e
Parboilizado.(1)
A. foetidus 10 Polido (9) e integral(1) 12
A. niger 7 Polido (5), Integral (1) e 14
Organico(1)
A. oryzae 8 Polido (5) e Integral (3) 10
A. parasiticus 11 Polido (9) Integral (2) 17
A. versicolor 3 Integral (1),0rgénico.(1) 6
e Polido.(1)
A.fumigatus 1 Polido (1) 1
A.niger Agregados 10 Polido (8) e Integral (2) 14
A.ostianus 3 Polido (2) Integral (1) 6
A.sulphureus 1 Polido (1) 1
A.tamari 2 Polido (1) Integral (1) 2
Alternaria alternata 1 Polido (1) 1
Aspergillus.spp 1 Polido (2) 2
(Secdo Circumdati)
Aspergillus.spp 1 Organico (1) 1
(Segao Nigri)
Cladosporium 1 Polido (1) 1
Emericella nidulans 4 Polido (2) Integral (2) 6
Eurotium 1 Polido (1) 2
Fusarium spp 3 Polido (1) e Integral (2) 3
P.aurantiogriseum 1 Polido (1) 1
P.brevicompactum 1 Polido (1) 1
P.citrinum 4 Polido (4) 4
P.funiculosum 1 Polido (1) 1
P.glabrum 2 Polido (2) 3
P.sclerotiorum 1 Polido (1) 4
P.solitum 2 Polido (2) 2
Penicillium 3 Polido (2) e Integral (1) 3
griseofulvun
Rhizopus spp. 3 Polido (1) Integral (2) 7
Tricoderma spp. 3 Polido (3) 3
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Nem todos os fungos identificados sdo toxigénicos. A contaminagdo
fingica é importante ndo apenas sob o ponto de vista sensorial, mas também pelo
perigo que a producdo de micotoxinas representa para o consumidor. (Muninbazi
& Bullerman, 1996).

As espécies identificadas tém sido detectadas em diferentes tipos de arroz,
de acordo com Pitt & Miscamble (1994), Chandra & Sarbhoy (1997), Lima et al.
(2000) e Park et al. (2004). Hussaini et al. (2007) analisaram um total de 1062
isolados fungicos identificados de 196 amostras de arroz da Nigéria e as principais

espécies foram: Penicilium spp, A.flavus, A.parasiticus, A. niger e Rhizopus spp.

3.3 Avaliacdo do potencial toxigénico por Plug Agar

A avaliacdo do potencial aflatoxigénico pelo teste Plug Agar demonstrou
que de 17 isolados de A. parasiticus testados, 14 (82,35%) foram produtores de
aflatoxinas Bi, B,, G| e G,, representando um numero muito elevado. Dos 31
isolados de A. flavus testados, 8 (25,80%) foram produtores de aflatoxinas B, e B,.
Estas espécies de A. flavus aflatoxigénicas estavam presentes em 6 amostras
testadas, enquanto isolados de A.parasiticus aflatoxigénicos estavam presentes
em 11 amostras testadas. Apesar de nem todas as linhagens de uma dada espécie
serem capazes de produzir micotoxinas, a producdo ¢ bastante consistente em

cultura pura, desde que se utilizem condi¢des 6timas de produgdo.

3.4 Caracteristicas de Desempenho da Metodologia Analitica
3.4.1 Linearidade

A linearidade foi avaliada na faixa de 0,4752 ng mL™" a 79,2 ng mL"' para
BI1; 0,592 a 98,7 ng mL! para B2; 0,753 a 125,57 ng mL"! paraGl e 0,475 a79,1
ng mL™"' para G2, e calculada a partir da equagio da regressio linear, determinada

pelo método dos minimos quadrados. Foi utilizado o coeficiente de correlagdo
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. 2 . . , .
linear (R”) como indicador da reta como modelo matematico. Os valores sempre

foram maiores que 0,99, como recomendado por Green (1996).

3.4.2 Recuperacdo e Coeficiente de Variacéo
Os valores determinados de recuperacdo e coeficientes de variagdo, a

partir de amostras artificialmente contaminadas, sdo mostrados nas Tabelas 3 a 6.

TABELA 3 Valores de recuperaco e coeficientes de variagdo para aflatoxina B1
adicionada em arroz e quantificada por CLAE

Nivel de Resultados Média Desvio padrio Coeficiente de  Recuperagao
contaminagao (ng/kg) (pg/kg) variagao (%) (%)
(ng/kg)
0,165 0,152 0, 140 0,017 12,1 84,6
0,128
0,495 0,441 0,434 0,011 2,4 87,6
0,426
1,650 1,472 0,464 0,011 0,8 88,7
1,456
2,475 1,749 0,757 0,011 0,6 71,0
1,765
8,250 7,010 0,896 0,161 2,3 83,6
6,782
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TABELA 4 Valores de recuperagio e coeficientes de variagdo para aflatoxina B2
adicionada em arroz e quantificada por CLAE

Nivel de Resultados  Média Desvio Coeficiente de Recuperagdo
contaminagdo encontrado (pg/kg) padrao variagao (%) (%)
(ng/kg) s (ng/kg)
0,206 0,159 0,146 0,018 12,6 84,6
0,133
0,617 0,532 0,558 0,037 6,6 90,5
0,584
2,056 1,853 0,855 0,004 0,2 90,2
1,858
3,084 2,453 0,459 0,008 0,4 79,9
2,476
10,28 9,216 0,055 0,227 2,5 88,1
8,895

TABELA 5 — Valores de recuperagao e coeficientes de variagdo para aflatoxina G1
adicionada em arroz e quantificada por CLAE

Nivel de Resultados  Média Desvio Coeficiente  Recuperaca
contaminacdo encontrados (ug/kg) padrao de variagéo 0 (%)
(ug/kg) (g/kg) (%)
0,262 0,175 0,171 0,006 3,3 65,4
0,167
0,785 0,628 0,599 0,042 7,0 76,3
0,569
2,616 2,329 0,272 0,080 3,5 86,9
2,216
3,924 2,832 0,808 0,035 1,2 71,6
2,783
13,0 10,602 0,4 0,325 3,1 80,0
10,142
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TABELA 6 Valores de recuperagio e coeficientes de varia¢do para aflatoxina G2
adicionada em arroz e quantificada por CLAE.

Nivel de Resultados  Média Desvio Coeficiente  Recuperaca
contaminacdo encontrados (ug/kg) padréao de variagéo 0 (%)
(ng/kg) (Hg/kg) (%)
0,165 0,199 0,165 0,049 29,6 99,8
0,130
0,494 0,475 0,448 0,039 8,7 90,4
0,420
1,648 1,522 0,498 0,035 2,3 90,8
1,473
2,472 1,986 0,949 0,052 2,7 78,8
1,912
8,24 6,814 0,685 0,182 2,7 81,1
6,556

Os resultados de recuperagdo obtidos, em todos os niveis de fortificagdo
efetuados, revelaram que a metodologia empregada estd de acordo com o
estabelecido pela Lei N°401/2006 de 23/2/2006 da Commission Regulation (2006)
(EC) descrita abaixo na tabela 7.
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TABELA 7 Valores de Recuperagido recomendados pela Legislagdo Européia

Aflatoxinas Contaminagdes Recuperacao Recuperacao
padrio padrdo obtida (%)

AFBI
AFB2 <1 pg/kg 50a 120 65,4 299,8
AFG1
AFG2

AFBI
AFB2 1-10 pg/kg 70a 110 70,9 a 90,8
AFG1
AFG2

AFBI
AFB2 > 10 pg/kg 80a 110 80 a 88,1
AFG1
AFG2

Em relacdo aos coeficientes de variacdo, de acordo com Horwitz et al.
(1980) devem ser menores que 30% para indicarem eficiéncia do método. Assim,
como descrito nas Tabelas 3 a 6, todos estdo dentro do padrao.

O limite de detec¢do baseado em 3 vezes o ruido da linha de base do
aparelho é de 0,1 pg kg e o limite de quantificagio 3 vezes o limite de detecgdo
(0,3 pgkg™). O limite de detecgio especificamente baseado em 3 vezes o ruido do
sinal foi de 0,05 pg kg para G2, 0,04 para G1, 0,02 para B2 e 0,02 pg kg™ para
B1. Os limites de quantifica¢@o foram considerados 10 vezes o ruido do sinal: G2:
0,16pg kg'; G1: 0,11pg kg''; B2: 0,05 ug kg''e B1 0,07ug kg'. Esses valores
atendem a Resolucdo n.34/76 do Ministério da Saude, que estabelece o limite

maximo de 30 ug kg-1 para a soma de B1 e G1 (Brasil, 1977).
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3.5 Aflatoxinas em arroz

De acordo com a Tabela 8, das 36 amostras de arroz somente uma estava
contaminada com aflatoxina B1 (1,2 pg Kg').A presenca de espécies
potencialmente produtoras de aflatoxinas ndo indicou necessariamente a deteccao
de aflatoxinas nas amostras analisadas. Estes resultados sugerem que as espécies
aflatoxigénicas ndo tiveram condic¢des favoraveis para a producao de aflatoxinas.
Este fato pode ser devido a alguns fatores como: a) boas praticas agricolas e
industriais; b)antagonismo fungico reduzindo o potencial aflatoxigénico das
espécies; c) presenca de compostos fenolicos no arroz com atividade antifingica
sobre os fungos A.flavus, além da atividade antimicotoxigénica sobre a produgio
de aflatoxina B1 conforme Oliveira (2005).

De acordo com Klich (2007) no campo ha reducdo na produgdo de

aflatoxinas por A.flavus quando A.niger esta presente.

TABELA 8 Contaminagdo com fungos toxigénicos e aflatoxina Bl

Resultado Fungos aflatoxigénicos
Amostras
Amostra 1 a 3 ND -
Amostra 4 ND
A.parasiticus
Amostra 5 ND A.parasiticus
Amostra 6 ND A.parasiticus
Amostra7 e 8 ND -
Amostra 9 ND A.parasiticus
Amostra 10 ND -
Amostra 11 ND A.parasiticus
Amostra 12 ND A.parasiticus e A.flavus
Amostra 13 a 15 ND -
Amostra 16 ND
A.parasiticus
Amostra 17 a 20 ND -
Amostra 21 ND A.flavus
Amostra 22 a 34 ND -

Amostra 35 B1=1,2 pg/kg
A.parasiticus

Amostra 36 ND Aflavus
ND: Nao Detectado; Limite de Deteccdo; 0,1 pg kg-1; Limite de Quantificagdo: 0,3 pg/kg-1
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Em estudos realizados na india por Reddy & Muralidharan (2009) das
1200 amostras analisadas, 67,8% estavam contaminadas com niveis que variaram
de 0.1 a 308 pg Kg-1. Segundo Bandara et al. (1991) no Sri Lanka encontraram
niveis de AFB1 e AFG1 mais elevados em arroz parboilizado do que no arroz cru
moido. A maior taxa de AFB1 foi 185 pg Kg' e AFGI1 de 963 pg Kg'. A
procedéncia dessas amostras ¢ de uma regido de umidade relativa 78% e
temperatura média anual de 27°C.

Outros resultados tém demonstrado niveis mais baixos de contaminagao.
Conforme Park et al. (2004) na Coréia AFB1 estava presente em (5) das (88)
amostras com niveis na faixa de 1,8 a 7,3 ng/Kg™ .

De acordo com Simionato et al. (2003), em Araraquara, de 68 amostras de
arroz, duas do subgrupo polido e tipo 1 continham AFB1 na faixa de 6 e 9 pg Kg™!
e uma das amostras apresentou tragos de aflatoxina B2. Silva (2005) analisando
amostras provenientes do 5° Batalhdo de suprimento do Exercito Brasileiro em
Curitiba (PR) observou que de um total de 26 amostras analisadas, 6 (23,07%)
apresentaram positividade para aflatoxina B1 com niveis variando entre 0,54 a
2,04 ug Kg' e 1 ( 3,84%) apresentou presenca de aflatoxina B2 com 1,4 g Kg™' .

No Brasil, conforme o procedimento descrito por Soares &
Rodrigues-Amaya (1988) ndo houve deteccdo de aflatoxinas em arroz por Prado
et al. (1989), Coelho et al. (1999) e Furlong et al. (1999).

A andlise da presenca e quantificagdo de aflatoxina Bl neste estudo
demonstra que o arroz beneficiado e comercializado em Lavras e regido sul do
estado de Minas Gerais apresentou baixo indice de contaminacdo por aflatoxinas.
Estes resultados coincidem com os niveis encontrados no Brasil conforme Silva
(2005), e em relagdo aos mundiais conforme analise realizada por Hussaini et al.
(2007) e Reddy & Muralidharan (2009) em algumas amostras de arroz os valores
excedem a legislagdo em vigor do pais podendo comprometer a vida da populacao.

A completa elimina¢do dos fungos da cadeia alimentar ¢ impossivel, pois, ndo
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existem medidas preventivas que inviabilizem o desenvolvimento fingico ¢ a
produgdo de micotoxinas em alimentos conforme Amato et al. (2002). Entretanto,
muitos recursos visando a prevencao fungica estdo sendo utilizados como o
cultivo de espécies biocompetidoras ¢ o cultivo de variedades resistentes aos
ataques fungicos de acordo com Brown et al. (1998). De forma que, estes

cuidados ndo dispensam o uso de boas praticas agricolas e industriais.
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4 CONCLUSAO

A metodologia empregada foi considerada adequada, tendo apresentado
boa exatiddo e precisdo, demonstrando a viabilidade do método na quantificacao
de aflatoxinas em arroz. E baixa a contaminacio com aflatoxinas em arroz
comercializado em algumas cidades de Minas Gerais. A presenca de fungos
toxigénicos em arroz reforca a necessidade de monitorar permanentemente a

qualidade do produto em toda a cadeia produtiva.

50



5 REFERENCIAS BIBLIOGRAFIAS

ALDRED, D.; MAGAN, N.; OLSEN, M. Micotoxins in food: detection and
control. In: . The use of HACCP in the control of mycotoxins: the case
of cereals. Sweden: Woodhead, 2004. cap.7, p.73-139.

AMATO, G.W.; CARVALHO, J.L.V,; SILVEIRA, F.S. Arroz parboilizado:
tecnologia limpa, produto nobre. Porto Alegre: R. Lenz, 2002. 240p.

ARNOLDS, E.J.M. Biogeography and conservation. In: . The mycota:
envirnmental and microbial relationships. Berlin: Springer-Verlag, 1997. v.4,
p.115-131.

BANDARA, J.M.R.S.; VITHANEGE, A.K.I.; BEAN, G.A. Occurrence of
aflatoxins in parboiled rice in Sri Lanka. Mycopathologia, Netherlands, v.116,
p.65-70, 1991.

BOURN, D.; PRESCOTT, J. A comparison of the nutritional value, sensory
qualities, and food safety of organically and conventionally produced foods.
Critical Review Food Science Nutrition, v.42, n.1, p.1-34, Jan. 2002.

BRASIL. Leis, decretos, etc. Resolugdo 34/76 da Comissdo de Normas e Padroes
para Alimentos. Fixa padrdes de tolerancia para as aflatoxinas em alimentos.
Diario Oficial [da] Republica Federativa do Brasil, Brasilia, DF, pt.1, p.710,
19 jan. 1977. Secdo .

BROWN, R.L.; BHATNAGAR, D.; CLEVELAND, T.E.; CARY, J.W. Recent
advances in preharvest prevention of mycotoxin contamination. In: SINHA, K.K_;
BHATNAGAR, D. Mycotoxins in agriculture and food safety. New York: M.
Dekker, 1998. p.351-379.

CHANDRA, R.; SARBHOY, A.K. Production of aflatoxins and zearalenone by
the toxigenic fungal isolates obtained from stored food grains of commercial
crops. Indian Phytopathology, New Delhi, v.50, p.458-468, 1997.

COELHO, C.S.P.; FURLONG, E.B.; ALMEIDA, T.L. Migracao de micotoxinas

durante a parboilizagdo do arroz. Brazilian Journal of Food Technology, Sao
Paulo, v.1, n.2, p.39-44, 1999.

51



COMMISSION REGULATION. EC n. 401/2006 of 23 february 2006: laying
down the methods of sampling and analysis for the official control of the levels of
mycotoxins in foodstuffs. Official Journal of the European Union, v.70,
p-12-34, 2006.

FILTENBORG, O.; FRISVAD, J.C. A simple screening method for toxigenic
moulds in pure cultures. Lebensmittel-Wissenschaft und -Technologie Lesbens
Wiss Technology, Berlin, v.13, p.128-130, 1980.

FRISVAD, J.C.; SAMSON, R.A. Filamentous fungi in foods and feeds: ecology,
spoilage and mycotoxin production. In: ARORA, D.K.; MUKERIJI, K.G.;
MARTH, E.H. Handbook of applied mycology: foods and feeds. New York: M.
Dekker, 1991. v.3, p.31-68.

FRISVAD, J.C.; SKOUBOB, P.; SAMSON, R.A. Taxonomic comparison of
three different groups of aflatoxin producers and a new efficient producer of
aflatoxin B1, sterigmatocystin and 3-O-methylsterigmatocystin, Aspergillus
rambelli sp. Systematic and Applied Microbiology, London, v.28, p.442-453,
2005.

FURLONG, E.B.; SOARES, L.A.S.; VIEIRA, A.P.; DADALT, G. Aflatoxinas,
Ocratoxina e Zearalenona em alimentos da regido sul do Rio Grande do Sul.
Revista do Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo, v.58, p.105-111, 1999.

GREEN, J.M. A practical guide to analytical method validation. Analytical
Chemistry News & Features, v.68, n.9, p.305-309, 1996.

HORWITZ, W.; KAMPS, L.R.; BOYER, K.W. Quality assurance in the analysis
of foods for trace constituents. Journal Association Official and Analytical
Chemists, Washington, v.63, p.1344-1354, 1980.

HUSSAINI, A M.; TIMOTHY, A.G.; OLUFUNMILAYO, H.A.; SALAKO, E.A.
GODWIN, H.O. Fungi and some mycotoxins contaminating rice (Oriza sativa) in
Niger State, Nigeria. African Journal of Biotecnology, Nairobi, v.6, n.2,
p-99-108, 2007.

KLICH, M.A. Identification of Common Aspergillus species. Utrecht:
Centraalbureau vor Schimmelculture, 2002.116p.

KLICH, M.A. Environmental and developmental factors influencing aflatoxin

production by Asp.flavus and Asp. parasit. Mycoscience, Tokyo, v.48, p.1-80,
2007.

52



KOUBA, M. Qualité des produits biologiques d’origine animale. INRA
Productions Animales, Paris, v.15, n.3, p.161-169, 2002.

LIMA, C.A.; ORSI, R.B.; DILKIN, P.; CORREA, B. Mycoflora and
aflatoxigenic in derivates of milled rice. Ciéncia e Tecnologia Alimentar,
Campinas, v.20, n.1, p.37-39, 2000.

MUNINBAZI, C.; BULLERMAN, L. Molds and mycotoxins in foods from
Burundi. Journal Food Protect, Washington, v.59, n.8, p.869-875, 1996.

NUNES, I.L.; MAGAGNI, G.; BERTOLIN, T.E.; FURLONG, E.B. Arroz
comercializado na regido sul do Brasil. Ciéncia e Tecnologia Alimentar,
Campinas, v.23, n.2, p.190-194, maio/ago. 2003.

OLIVEIRA, M. Inibicéo do crescimento flingico e sua producédo de
micotoxinas por compostos fendlicos presentes em vegetais e seus residuos.
2005. 121p. Dissertagdo (Mestrado em Engenharia e Ciéncia dos
Alimentos)-Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre.

PARK, J.W.; KIM, E.K.; KIM, Y.B. Estimation of the daily exposure of Koreans
to aflatoxin B1 through food consumption. Food Additives and Contaminants,
London, v.21, p.70-75, 2004.

PITT, J.I. A laboratory guide to common Penicillium species. 3.ed. Melbourne:
Food Science, 2000.

PITT, J.I. Toxigenic fungi: which are important? Medical Mycology, v.38, n.1,
p.17-22, 2000.

PITT, J. 1.; HOCKING, A. D. Fungi and food Spoilage. 2. ed. Cambridge:
Chapman & Hall, 1997. 593 p

PITT, J.I.; MISCAMBLE, B.F. Water relations of Aspergillus flavus and closely
related species. Journal Food Protect, Washington, v.58, n.1, p.86-90, 1994.

PRADO, G.; MATTOS, S.V.M.; PEREIRA, E.C. Niveis de aflatoxinas em alguns
alimentos consumidos em Belo Horizonte no periodo a 1988. Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos, Campinas, v.9, n.2, p.138-147, jul./dez. 1989.

REDDY, K.R.N.; MURALIDHARAN, K. Detection of Aspergillus spp. and

aflatoxin B1 in rice in India. Food Microbiology, London, v.26, n.1, p.27-31,
20009.

53



SAMSON, R.A.; HOEKSTRA, E.S.; FRISVAD, J.C.; FILTENBORG, O.
Introdution to food-borne fungi. 4.ed. Baarn Deft: Centralalbureau voor
Schimmelcultures, 2000.

SILVA, J.O. da. Ocorréncia de aflatoxina B1 em arroz consumido por
militares do exército brasileiro por cromatografia em camada delgada e
cromatografia liquida de alta eficiéncia. 2005. 101p. Disserta¢do (Mestrado em
Ciéncias Veterinarias)-Universidade Federal do Parand, Curitiba. Disponivel em:
<http://dspace.c3sl.ufpr.br/dspace/bitstream/1884/3458/1/disserta%c3%a7%c3a3
Ojaderpdf%5b2%5d.pdf>. Acesso em out. 2008.

SIMIONATO, EM.R.; ASTRAY, R.M.; SILOS, C.M. Ocorréncia de ocratoxina
A e aflatoxinas em arroz. Revista do Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo, v.62,n.2,
p-123-130, 2003.

SOARES, L.M.V.; RODRIGUES-AMAYA, D.B. Survey of aflatoxins,
Ochratoxin A, Zearalenone, and Sterigmatocystin in some brazilian foods by
using multi-toxin thin-layer chromatographic method. Journal Association
Official and Analytical Chemists, Washington, v.72, n.1, p.22-25, 1988.

STROKA, J.; CHRISTOPH, V.H.; ANKLAM, E.; REUTTER, M.
Immunoaffinity column cleanup with liquid chromatography using post-column
bromination for determination of aflatoxins in peanut butter, pistachio paste, fig
paste, and paprika powder: collaborative study. Journal Association Official
and Analytical Chemists International, Washington, v.83, n.2, p.320-340,
2000.

54



Artigo cientifico baseado nesse capitulo encaminhado ao periodico Ciéncia e

Agrotecnologia

ROSILANE APARECIDA DE CARVALHO!
LUIS ROBERTO BATISTA?

GUILHERME PRADO?

BIBIANE RESENDE DE OLIVEIRA*
DAIANI MARIA DA SILVA®

1. Discente de Mestrado do Curso de Pos-graduagdo em Ciéncia dos
Alimentos — Universidade Federal de Lavras — Departamento de Ciéncia
dos Alimentos - Cx. Postal 3037 - 37200-000 - Lavras,
MG.( rosilane_aparecidal 976(@yahoo.com.br )

2. Professor Doutor do Departamento de Ciéncia dos Alimentos — UFLA
Universidade Federal de Lavras — Departamento de Ciéncia dos Alimentos
— Cx. Postal 3037 — 37200-000 — Lavras, MG.( luisrb@utfla.br )

3. Pesquisador Doutor da Fundacao Ezequiel Dias — FUNED (Fundag¢ao
Ezequiel Dias)- Nucleo de Micologia e Micotoxinas, Belo Horizonte, MG.
(gui@funed.mg.gov.br).

4. Discente de Engenharia de Alimentos da UFLA Universidade Federal de
Lavras — Departamento de Ciéncia dos Alimentos — Cx. Postal 3037 —
37200-000 — Lavras, MG. (bibiane reoli@yahoo.com.br).

5. Discente de Mestrado do Curso de Microbiologia Agricola —
Universidade Federal de Lavras — Departamento de Ciéncia dos Alimentos
— Cx. Postal 3037 — 37200-000 — Lavras, M@, (daiani.silva@bol.com.br)

55



