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RESUMO

Em uma primeira etapa do trabalho foi avaliada a qualidade e seguranca
de quatro cultivares (Epagri 109 / SCS 114 Andosan / Tio Taka 113/
Epagri 115 CL) de arroz (Oryza sativa L.) recém-colhido cultivado sob
sistema de irrigagdo na cidade de Massaranduba, Norte de Santa
Catarina. Os parametros de qualidade avaliados foram micobiota,
micotoxinas (aflatoxinas, ocratoxina A — OTA e zearalenona - ZON),
distribuicdo de agua (conteldo de umidade e atividade de agua - ay,)
além de condigdes ambientais (umidade relativa — UR e temperatura) e a
relagdo com o tempo entre a colheita e a recep¢do na industria. As
cultivares apresentaram tempo médio de espera de 8,6 horas (min. 0,3 e
max. 24,9 h), carga total de fungos de 8,6 x 10* ufc / mL (min. 1,8 x 10°
e max. 9,4 x 10° ufc / mL), com distribuicdo de umidade bastante
elevada — conteiido de umidade de 18,97 % (min. 14,9 e max. 24,5 %.) e
ay 0,92 (min. 0,78 e max. 0,99.) - sob as condicdes ambientais médias
de 87,3 % (min. 80,0 e max. 96,8%) e 25,4°C (min. 22,5 e max. 27,5°C)
de UR e temperatura, respectivamente. As condi¢des sob as quais as
amostras foram submetidas permitiu o crescimento de fungos, porém
nédo foi detectada a presenca de micotoxinas. Ainda, ndo foi encontrada
uma correlacdo do tempo entre carga e descarga dos gréos com a
distribuicdo de umidade (contetdo de umidade e a,) € com a carga total
de fungos. Todos os resultados, bem como a distribuicdo dos géneros de
fungos nas cultivares e a importancia do monitoramento da qualidade
micotoxicolégico do arroz foram discutidos. Uma segunda etapa do
trabalho relatou o efeito do gas ozobnio (O3) sobre a micobiota e
distribuicdo de &gua (conteldo de umidade e a,) em arroz seco
armazenado a fim de aprimorar a seguranga durante o armazenamento
deste cereal. A partir de aplicacdes de trés diferentes concentracdes de
Os (10, 20 e 40 mg / L) durante 1,6 minutos de corrente de gas
ozonizado mais 30 minutos de repouso, a maior variagao observada foi
na carga total de fungos, que alcangou uma reducdo de 3-log (de 10°
para 10° ufc / mL) para os tratamentos com concentracdo de 20 e 40 mg
/ L de gas Os. Apds o tratamento com o gas, o contelido de umidade e ay
apresentaram uma ligeira reducdo (média do conteldo de umidade
baixou de 12,03 para 11,61% e média da a,, baixou de 0,67 para 0,63)
nestas varidveis, 0 que era esperado devido o curto tempo de exposi¢do
ao gas Os. Apesar da extensa reducdo da carga total de fungos, foi
verificado que os géneros Aureobasidium, Aspergillus, Penicillium e
leveduras demonstratam resisténcia as concentracdes de gas Os
aplicado, de modo que 0s géneros de fungos mais sensiveis foram



Acremonium e Alternaria. Desta forma, o tratamento com Oz mostrou
ser uma alternativa eficaz segura ao meio ambiente para reduzir a
contaminagdo flngica de arroz armazenado e manter sua seguranca
micoldgica durante esta etapa da pés-colheita.

Palvras-chave: Fungos. Micotoxinas. Tempo de espera. Atmosfera
modificada. Ozénio. Arroz recém-colhido e armazenado.



ABSTRACT

In a first step of this study, the quality and safety of four freshly
harvested paddy rice (Oryza sativa L.) cultivars (Epagri 109 / SCS
114 Andosan / Tio Taka 113 / Epagri 115 CL) grown under irrigation
system in the North of Santa Catarina State, Brazil. The quality
parameters evaluated were mycoflora, mycotoxins (aflatoxins,
ochratoxin A - OTA and zearalenone - ZON), water distribution
(moisture content - mc; water activity - a,) apart from environmental
conditions (relative humidity - RH; temperature) and the relation
between harvest and the industry reception timing. All cultivars
presented an average waiting time of 8.6 hours (min. 0.3 and max. 24.9
h), a total fungi load of 8.6 x 10* cfu / mL (min. 1.8 x 10° and max. 9.4
x 10° cfu / mL) with a rather high humidity conditions - mc of 18.97 %
(min. 14.9 and max. 24.5 %) and a,, of 0.92(min. 0.78 and max. 0.99) -
under the average environmental conditions of 87.3 % (min. 80.0 and
min. 96.8 %) and 25.4°C (min. 22.5 and 27.5 °C) for RH and
temperature, respectively. The conditions under which the samples were
submitted allowed fungi growth, but no mycotoxins were detected.
Moreover, it was not found a correlation of the grain loading and
unloading time with the water distribution (mc, a,) and the total fungi
load. All results, as well as the fungi genera distribution among the
cultivars and the importance of monitoring the rice mycotoxicological
guality and safety have been discussed. A second step of the study
reported the ozone (Os) gas effect on stored dried paddy rice mycoflora
and humidity (mc and a,;) in order to improve the storage safety of this
cereal. From the three different O3 concentrations (10, 20 and 40 mg/L)
applied during 1.6 minuts of ozoned gas stream plus 30 minuts of
resting, the highest change was observed on the total fungi load reaching
a 3-log reduction (from initial 10° down to 10% cfu/mL) at the 20 and 40
mg/L O3 gas treatment. After O treatment, mc and a,, presented a slight
reduction (mc: average from 12.03 to 11.61 % and a,: average from
0.67 to 0.63) in those variables, which was expected due to the short
expousure time to the O stream. Despite the extensive total fungi
reduction, it was observed that Aureobasidium, Aspergillus and
Penicillium genera as well as yeasts showed resistance to the O3 gas
concentration applied, so that the most sensitive fungi genera were
Acremonium and Alternaria. Thereby, O3 treatment showed to be an
effective and safe to the environment alternative in order to reduce
paddy stored rice fungal contamination and keep safety during this stage
of postharvest.



Keywords: fungi. Mycotoxins. Waiting time. Modified atmosphere.
Ozone. Freshly harvested and stored rice.
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1 INTRODUCAO

Cultivado e consumido em todos os continentes, 0 arroz
(Oryza sativa L.) desempenha papel estratégico tanto no aspecto
econdmico quanto social, sendo considerada a espécie que
apresenta maior potencial para o combate a fome no mundo.
Dentro do sistema de producédo do arroz, a pos-colheita necessita
de atengéo especial, pois nesta fase o custo agregado ao produto
¢ 0 mais alto, devido aos gastos que ja foram realizados no
decorrer do processo de producdo (EMBRAPA, 2005).

O cultivo de arrozé realizadoem regiGes que
apresentam condicOes ideais para o crescimento de fungos, sendo
que a contaminagcdo do cereal por estes microrganismos pode
ocorrer via solo, ar, insetos, chuva, equipamentos e praticas
agronbmicas; portanto o ataque fungico pode ocorrer tanto no
campo como no armazenamento (MOLINIE et al., 2005;
GONZALEZ et al., 2006; MAGAN, ALDRED, 2007; DUARTE,
PENA, LINO, 2010).

Além das espécies de fungos deteriorantes, 0s quais sao
considerados indicadores da qualidade de grdos armazenados,
existe outra classe de fungos muito importante por causarem
danos & saude, os denominados fungos micotoxigénicos. Alguns
géneros de fungos de campo e de armazenagem podem produzir
estas toxinas, mesmo quando seu desenvolvimento ndo é
acentuado (SCUSSEL, 2002; MAZIERO, BERSOT, 2010).

Ainda que muitos sdo 0s anos de pesquisa e da
introducdo de boas praticas agricolas na producdo de alimentos
e boas préticas de fabricacdo na cadeia de armazenagem e
distribuico de cereais, micotoxinas continuam aser um
problema, sendo que a contaminagdo mundial de alimentos com
estes compostos corresponde a um problema significativo tanto
em paises desenvolvidos como em desenvolvimento (DUARTE,
PENA, LINO, 2010; MORENO et al., 2009; NUNES et al.,
2003; ZAIN, 2011).

A agroinddstria brasileira vem se destacando com o
aumento da producdo, principalmente de gréos, obtido mediante
investimentos em novas tecnologias de plantio e colheita, além



do uso de variedades mais produtivas, o que tem tornado o pais
um dos maiores produtores de grdos no mundo. Portanto, a
conservagdo de grdos e sua prote¢do durante 0 armazenamento
constituem uma necessidade social e econdmica. Contudo, o
armazenamento é a uma é&rea relativamente nova como
conhecimento e pratica, que tem se caracterizado como gargalo
na evolugdo da cadeia produtiva de grdos, correspondendo a um
ponto de elevadas perdas. Estimativas indicam que cerca de 15 %
da safra de arroz é perdida anualmente, principalmente durante
as operagdes pos-colheita, porém este valor pode chegar a 50
% em regides tropicais (MAGAN, ALDRED, 2007; ELIAS et
al., 2008; PEREIRA et al., 2008; DORS, PINTO, BADIALE-
FURLONG, 2009).

O interesse no armazenamento seguro de gréos visando
a reducdo de prejuizos qualitativos e quantitativos é expressivo.
Devido a preocupacGes ambientais de empregar aditivos ndo
prejudiciais ao meio ambiente e de reduzir a emisséo de residuos
quimicos, os novos regulamentos e legislagBes alimentares vém
limitando o uso de fumigantes pesticidas empregados no manejo
de grdos. Assim sendo, surge a necessidade do desenvolvimento
de estratégias alternativas ao controle de agentes indesejaveis no
armazenamento de grdos. Para tanto, o 0z6nio tem sido
efetivamente usado para controlar o desenvolvimento e
proliferacdo de fungosem grdos e cereais com diversas
vantagens sobre os métodos tradicionais (KELLS et al., 2001;
TIWARI et al., 2010).

Considerando a importancia nutricional, social e
econdmica do arroz e a importancia deste cereal na economia
catarinense e brasileira, bem como os problemas
micotoxicolégicos e as perdas qualitativas e quantitativas que
podem ocorrer durante o armazenamento deste produto, este
trabalho propde a avaliagdo da qualidade micotoxicoldgica de
arroz proveniente da lavoura (recém-colhido) e a aplicacdo de O3
gasoso em grdos de armazenamento a fim de avaliar os
potenciais beneficios deste tratamento especificamente para o
cereal em questao.
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A avaliacdo da qualidade inicial da matéria-prima
arroz com casca objetiva conhecer 0s possiveis perigos
micotoxicolégicos do arroz cultivado na regido do Norte
Catarinense, juntamente com o estudo dos efeitos do tratamento
com ozbnio em grdos armazenados a fim de estabelecer
metodologia para a descontaminacdo fangica visando aprimorar
a qualidade e manejo na cadeia produtiva de arroz, bem como
agregar valor ao produto comercial e reduzir os prejuizos
decorrentes da contaminagdo micoldgica neste cereal.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A importancia dos cereais varia entre 0s aspectos
histéricos, mitolégicos, culturais, religiosos e econdmicos que
até hoje existem, fator que os torna 0 mais importante grupo de
alimentos produzidos no mundo (DUARTE, PENA, LINO,
2010).

2.1 ARROZ

Cultivado e consumido em todos os continentes, 0 arroz
(Oryza sativa L.) destaca-se pela producdo e area de cultivo,
desempenhando papel estratégico tanto no aspecto econémico
quanto social. Este cereal é um dos alimentos mais
importantes que alimentam a maior proporcéo de populagdo do
mundo e, ainda, corresponde atualmente a cultura com maior
potencial de aumento de producdo (EMPRAPA, 2005; SHI et al.,
2009; REUNIAO TECNICA DA CULTURA DO ARROZ
IRRIGADO, 2010).

2.1.1 Caracteristicas botanicas

A planta do arroz pertence a classe Monocotiledonae,
ordem Glumiflorae, familia Poacea, subfamilia Poaidae, tribo
Oryzae, subtribo Oryzineae, género Oryza. O vegetal apresenta
sistema radicular fasciculado, caules redondos e ocos, folhas com
limbo foliar plano e inflorescéncia em forma de panicula. O porte
das plantas pode variar de 0,4 a 0,7 m de altura, de acordo com
cada cultivar (EPAGRI, 2002).

O género Oryza, qual pertence a planta do arroz, possui
vinte e cinco espécies, desde perenes a anuais, distribuidas nas
regides tropicais e subtropicais da Asia, Europa, Australia e
Américas do Sul, Central e do Norte. Em todo o mundo, 12
espécies Oryza sdo conhecidas, porém, somente duas sao
cultivadas, Oryza sativa L. e Oryza glaberrima Steud, sendo esta



Gltima estabelecida na regifo norte da Africa e que vem sendo
gradativamente substituida pela primeira (EPAGRI, 2002;
REITER et al., 2010).

Na Figura 1 é possivel verificar diferentes imagens de
arroz Oryza sativa L.. (a) plantacdo do cereal, (b) vegetal
observado de perto, (c) grdo de arroz em casca, (d) grdo de arroz
descascado integral (com farelo), (e) grdo de arroz descascado
polido (branco) ndo industrializado e (f) grdo de arroz
parboilizado (industrializado).

Figura 1 - Imagens de arroz (Oryza sativa L.): (a) plantagdo, (b) vegetal,
(c) gréo em casca, (d) grdo descascado integral, (e) grdo descascado
polido (branco) e (f) gréo parboilizado (industriali

No que se refere a origem da Oryza sativa L., acredita-
se, pelas evidéncias disponiveis, que a mesma seja oriunda do
sudeste asiatico, onde sdo registradas as mais diversas formas de
cultivo. Esta espécie, por sua vez, subdivide-se em diversos
grupos ou subespécies, sendo as mais importantes a indica — com
grdos longos e finos, a Japbnica — com grdos curtos e
arredondados e a Javanica — com grdos longos e espessos.
(EPAGRI, 2002). Estas subespécies (ou ragas), por sua vez,
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ocorrem em uma ampla gama de variedades, que sdo estimadas
em cerca de 140.000 unidades (REITER et al., 2010).

No Brasil, a cultura do arroz irrigado foi introduzida por
imigrantes europeus no final do século XIX, sendo que as
primeiras cultivares utilizadas no Rio Grande do Sul e Santa
Catarina pertencem a subespécie Japbnica, que vem sendo cada
vez mais melhoradas e/ou aperfei¢oadas, inclusive pelo emprego
de tecnologias de arroz hibrido (REUNIAO TECNICA DA
CULTURA DO ARROZ IRRIGADO, 2010).

2.1.2 Composig¢do nutricional

O consumo de cereais é quase onipresente em todo o
mundo, fator que lhes confere uma posi¢cdo importante na
nutricdo humana. Além do elevado teor de amido como fonte de
energia,  cereais fornecem fibras  alimentares,  proteinas e
lipidios nutritivos ricos em acidos graxos essenciais. Foi
estimadoque o consumo mundial de  cereais fornece
diretamente cerca de 50 % de proteina e energia necessaria para
a dieta humana, com cereais proporcionando um adicional de 25
% de proteinae energia através de intermediarios da pecuaria
(DUARTE, PENA, LINO, 2010).

No Brasil, o0 arroz é considerado um produto essencial
na cesta basica do consumidor e corresponde a um dos principais
alimentos consumidos diariamente pela populagdo (consumo de
175,17 g / dia / per capita), fornecendo 20 % da oferta de energia
didria mundial. Contudo, a composi¢do deste cereal varia de
acordo com o produto comercial de arroz (integral, polido e
parboilizado), conforme apresentado na Tabela 1 (MIRANDA et
al., 2007).



Tabela 1 - Composicao centesimal de arroz integral, polido e
parboilizado (g / 100g)

Componente Arroz
Integral  Polido  Parboilizado
Agua (%) 70,3 72,6 73,4
Proteina (%) 2,5 2,0 2,1
Gordura (%) 0,6 0,1 0,1
Carboidrato (%) 255 24,2 23,3
Fibra alimentar (%) 0,3 0,1 0,1
Calcio (mg) 12 10 19
Fésforo (mg) 73 28 57
Sodio (mg) - - -
Potéassio (mg) 70 28 43
Tiamina (mg) 0,09 0,02 0,11
Riboflavina (mg) 0,02 0,01 -
Niacina (mg) 1,4 0,4 1,2

Encontrado valor de 1% de cinzas para arroz polido (100 —somatério
outras determinagdes centesimais).
Fonte: EMBRAPA (2006).

Verifica-se que o arroz é um dos alimentos com melhor
balanceamento nutricional, sendo capaz de suprir 20 % da
energia e 15 % da proteina necessaria a um adulto, além de
conter vitaminas, sais minerais, fésforo, célcio e ferro. Este
consititui uma cultura extremamente versatil, que se adapta a
diferentes condicBes de solo e clima e € considerada a espécie
gue apresenta maior potencial para o combate a fome no mundo
(EMBRAPA, 2005; MAPA, 2011).

2.1.3 Cadeia produtiva

Os solos cultivados com arroz irrigado na Regido
Subtropical do Brasil, especificamente nos Estados do Rio
Grande do Sul e Santa Catarina sdo encontrados, principalmente,
nos ecossistemas de varzeas (solos de varzea) formados por
planicies de rios, lagoas e lagunas, apresentando uma
caracteristica comum: a formacdo em condicGes variadas de
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deficiéncia de drenagem. O cultivo do arroz irrigado, por
submersdo do solo, necessita em torno de 2000 L de &gua para
produzir 1 kg de grdos com casca, estando entre as culturas mais
exigentes em termos de recursos hidricos. (EMBRAPA, 2005).

Dentre os sistemas de cultivo de arroz, Santa Catarina
utiliza exclusivamente o sistema pré-germinado, o qual
caracteriza-se pela implantagdo da cultura com sementes pré-
germinadas, distribuidas a lanco, em solo previamente inundado
com lamina de 4gua de aproximadamente 5 cm. As cultivares de
arroz de ciclo tardio sdo as mais recomendadas para o cultivo em
Santa Catarina por apresentarem maior potencial produtivo.
Especificamente na regido do Litoral Norte deste Estado, ha
também a indicacdo daquelas que apresentem alta capacidade de
rebrote por permitirem a realizacdo de duas colheitas com apenas
uma semeadura (cultivo da soca). Ainda, os principais fatores
que influenciam o estabelecimento adequado da cultura, além do
sistema de cultivo e cultivar, destacam-se: época de semeadura,
qualidade de sementes e cuidados na operacdo de semeadura
(REUNIAO TECNICA DA CULTURA DO ARROZ
IRRIGADO, 2010).

A medida que passa o tempo apds a maturacio, observa-
se importante reducdo da resisténcia dos grdos ao ataque de
pragas e microrganismos. Portanto, a colheita deve ser realizada
no momento proprio e de forma adequada, pois o retardamento
dela e as danificagcbes mecénicas podem determinar que sejam
colhidos grdos com qualidade ja comprometida ou com pré-
disposicdo para grandes perdas durante o armazenamento. Desta
maneira, o teor adequado de umidade para o ponto de colheita do
arroz esta entre 18 e 23 %. Se colhido com teor muito elevado,
havera grdos em formacao; por outro lado, se a colheita for muito
tarde haverd mais quebra de grdos no beneficiamento e, quando
se destina a semente, o vigor podera ser afetado (EMPRAPA,
2005; ELIAS, OLIVEIRA, ANTUNES, 2009)

A partir da colheita do arroz, as operacfes de pOs-
colheita incluem transporte, recepcdo, pré-limpeza e secagem,
armazenamento, beneficiamento e embalagem, sendo que as
operacBes de armazenagem serdo descritas no decorrer desta



revisdo. Em arroz, as operacfes de beneficiamento comecam no
preparo dos grdos para 0 descascamento e se encerram na
embalagem, com variacdes dependentes do processo de
industrializacdo, se para a produgdo de arroz integral, branco
polido ou parboilizado, por exemplo (EMPRAPA, 2006; ELIAS,
OLIVEIRA, ANTUNES, 2009).

As principais operacfes empregadas nas industrias
beneficiadoras de arroz para a producdo de arroz branco e
parboilizado, os principais produtos destas empresas, sao
representadas na Figura 2.

Figura 2 - Fluxograma das operacfes de beneficiamento de arroz
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¥
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hd
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¥ Ad
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Fonte: Darabas (2007).
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E importante ressaltar que no sistema de producéo do
arroz, a colheita, a pds-colheita e a industrializacdo sdo as
Ultimas operacfes antes da comercializacdo. Este fato ¢é
suficiente para justificar atencdo especial, pois, nestas fases, o
custo agregado ao produto é o mais alto, devido aos indmeros
gastos que ja foram realizados no decorrer do processo de
producdo (EMPRAPA, 2005).

2.1.4 Qualidade do arroz

Conforme legislagdo brasileira, Portaria N° 269/88 do
Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA),
0s tipos existentes de arroz branco e de parboilizado séo os Tipos
1 a5 e Abaixo Padrdo. Os Defeitos Gerais Agregados definem o
critério bésico para classificacdo dos tipos de arroz beneficiado,
referindo-se a quantidade dos diferentes defeitos registrados no
produto. O Tipo 1 é a categoria de mais alta qualidade, segundo
o critério oficial de classificacdo de arroz. A classificacio
definida nessa Resolucdo tem sido muito questionada pelos
segmentos do setor. E considerada ultrapassada, tanto que as
indlstrias acabam criando categorias préprias, com qualidade
considerada superior a definida para o Tipo 1, denominando tipo
superior, premium, entre outras designagdes (MIRANDA et al.,
2007).

O nivel de tecnologia em Santa Catarina é um dos mais
elevados na producao agricola desse cereal. Inclusive, em termos
tecnoldgicos € interessante ressaltar que esse estado possui
pesquisa financiada pelo setor privado e um amplo programa de
qualidade total que atende a todo o sistema agroindustrial do
arroz, inclusive colocando selos de qualidade nos produtos finais.
Exemplo da valorizacdo da qualidade s&o estratégias
relacionadas ao pagamento de prémios sobre o preco do arroz
com maior propor¢do de grdos inteiros ou com menos defeitos
(MIRANDA et al., 2007).

Além destes aspectos, a qualidade do arroz envolve
outro importante fator, a contaminacdo do cereal por



micotoxinas, substancias que vém se tornando cada vez mais
reconhecidas e contempladas em legislacdes, conforme abordado
no decorrer desta revisdo.

2.1.5 Producéo e mercado

O arroz é o segundo cereal mais cultivado no mundo,
ocupa area aproximada de 158 milhdes de hectares, sendo que
mais de 75 % desta producdo é oriunda do sistema de cultivo
irrigado. A producdo em cerca de 662 milhGes de toneladas de
grdos em casca corresponde a 29 % do total de grdos usados na
alimentacdo humana (EMPRAPA, 2005; REUNIAO TECNICA
DA CULTURA DO ARROZ IRRIGADO, 2010).

Segundo dados da Reunido Técnica da Cultura do Arroz
Irrigado (2010), o consumo médio mundial de arroz é de 60 kg /
pessoa / ano, sendo que nos paises asiaticos, onde sdo produzidos
90 % deste cereal, é consumido entre 100 e 150 kg / pessoa / ano.
Na Ameérica Latina sdo consumidos, em média, 30 kg / pessoa /
ano, destacando-se o Brasil como grande consumidor (45 kg /
pessoa / ano).

O Brasil, com uma produgdo anual entre 11 e 13 milhdes
de toneladas de arroz nas Gltimas safras, participa com cerca de
82 % da producgdo do Mercosul, seguido pelo Uruguai, Argentina
e, por ultimo, o Paraguai, conforme ilustrado na Tabela 2
(REUNIAO TECNICA DA CULTURA DO ARROZ
IRRIGADO, 2010).

Segundo o0 MAPA (2011), o Brasil compreende o nono
maior produtor mundial, sendo que a producdo esta distribuida
nos estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Mato
Grosso. O cultivo de arroz irrigado, praticado na regido Sul do
Brasil contribui, em média, com 54 % da producdo nacional. Na
Figura 3, pode-se verificar a produtividade da cultura de arroz
em cada Regido do Brasil, com destaque a Regido Sul.
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Tabela 2 - Evolugéo da produgdo de arroz nos paises do Mercosul, no
periodo de 1999/00 a 2009/10

Producdo por safra (mil t)

Pais / B
Regido 8 3 8 S 3 3 S
S S 3 “8° S 3 3
— N N N N N N
Brasil 11.090 13193 11527 11.080 12.060 12.602 11.357
Uruguai 1209 1,215 1146 1200 1.300 1.286  1.149
Argentina 904 956 1193  1.075 1246 1350  1.240
Paraguai 101 102 126 132 135 260 280

Mercosul 13.304 15466 13.992 13.487 14741 15498 14.026

! Estimativas segundo FAO.
FONTE: Reunido Técnica da Cultura do Arroz Irrigado (2010).

Figura 3 - Produtividade da cultura de arroz no Brasil, em kg/ha. Safras
1976-77 a 2005/06
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FONTE: Miranda et al. (2007).

Em Santa Catarina, o plantio por meio do sistema pré-
germinado corresponde ao segundo lugar na producdo do grédo
irrigado, com 800 mil toneladas anuais, sendo que o principal
produto origindrio das indlstrias catarinenses é o arroz
parboilizado. Em Santa Catarina o valor bruto da producéo do
arroz no ano de 2007 foi de R$ 428 milhdes, chegando préximo
a 4 % da PIB da agropecudria catarinense. Neste Estado, 0 arroz



¢ produzido em 142 municipios, concentrados no Litoral ou
préximo (Regido do Baixo e Médio Vale de Itajai), com 92 % da
area e no Alto Vale do Itajai, com 8 % da area. Na safra 2008/09
havia 8.499 agricultores produzindo arroz irrigado em 11,23 mil
propriedades; portanto, trata-se de pequenas propriedades, com
area média de 13,3 hectares. O setor agroindustrial operou com
66 industrias de beneficiamento, concentradas nas regides de
Ararangué (30) e Criciima (18), com capacidade para beneficiar
1.500 mil t / ano de arroz em casca, bem superior a produgdo
estadual, 0 que o leva a importar arroz em casca de outros
estados, principalmente do Rio Grande do Sul. Atualmente, mais
de 30 mil pessoas dependem economicamente desta atividade.
(REUNIAO TECNICA DA CULTURA DO ARROZ
IRRIGADO, 2010, MAPA, 2011).

A Figura 4 representa as areas de plantagdo de arroz em
Santa Catarina, sendo as &reas semeadas e a produtividade
indicadas por area de cultivo, segundo dados da Reunido Técnica
da Cultura do Arroz Irrigado (2010).

Figura 4 - Representacéo das éreas semeadas e produtividade de arroz
em Santa Catarina no periodo de 2009 a 2010.
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Vale do Itajal e
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149.700 ha
7.060 kg/ha

FONTE: Reunido Técnica da Cultura do Arroz Irrigado (2010).
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Sendo assim, o Brasil € um grande produtor, mas
também grande consumidor de arroz e apenas recentemente
passou a gerar excedentes exportaveis do cereal. O crescimento
da producdo permitiu ao pais tornar-se auto-suficiente em arroz
na safra 2003/2004, sendo que em 2005, o Brasil chegou a
exportar 272 mil toneladas de arroz. Hoje cerca de 5 % da
producdo nacional é destinada a exportacdo (MIRANDA et al.,
2007; MAPA, 2011).

No Estado de Santa Catarina, a producdo de arroz na
ltima década cresceu 42 %. Cerca de 30 % da producdo de
Santa Catarina sdo consumidos no Estado, o restante é exportado
para 0s demais centros consumidores. (EMPRAPA, 2005).

A demanda paraa produgdo de arroz continua a
aumentar nas proximas décadas, especialmente nos grandes
paises consumidores de arroz da Asia, Africae América Latina,
devido ao crescimento populacional e as perdasde terras
cultivaveis (SHI et al., 2009).

Projecdes de produgdo e consumo de arroz indicam que
o0 Brasil vai colher 14,12 milhGes de toneladas de arroz na safra
2019/2020, equivalente ao aumento anual da produgéo de 1,15%
nos préximos dez anos. O consumo devera crescer a uma taxa
média anual de 0,86%, alcancando 14,37 milhdes de toneladas
em 2019/2020. Assim, a importacdo projetada para o final do
periodo é de 652,85 mil toneladas. A taxa anual projetada para o
consumo de arroz nos préximos anos, de 0,86 %, esta pouco
abaixo da expectativa de crescimento da populacdo brasileira
(MAPA, 2011).

2.2 FUNGOS E MICOTOXINAS

Microrganismos sdo  onipresentes nos  ecossistemas
terrestres, local em que se encontram disseminados
contaminando diversas cultivares de vegetais. As sementes
maturadas ndo sao excecdo e estdo contaminadas por uma grande
variedade de bactérias, leveduras e fungos filamentosos por meio
do ar, insetos, chuva, equipamentos e praticas agrondmicas.



Sendo assim, cereais e outros cultivos sdo suscetiveis ao ataque
fangico que, por sua vez, pode ocorrer tanto N0 campo como no
armazenamento (MOLINIE et al., 2005; MAGAN, ALDRED,
2007).

2.2.1 Fungos

Fungos, também denominados mofos ou bolores, séo
microrganismos eucari6ticos, multicelulares e filamentosos. E de
conhecimento secular que a atividade de fungos ocasiona
alteragBes no sabor e na qualidade dos alimentos. Algumas
destas alteracfes sdo desejaveis, como na fabricacdo de queijos.
Todavia, em muitos casos, o0s fungos podem causar
transformacfes indesejaveis nos alimentos, causados por
diferentes graus de deterioragdo (MAZIERO, BERSOT, 2010).

Os fungos sdo o0s principais responsaveis pela
deterioracdo em partes de plantas, grdos e sementes apds a
colheita; sdo conhecidos como causadores de aguecimento em
grdos e levam a perda do poder germinativo, descoloragao,
reducdo do valor nutricional, bem como a alteracdes no sabor e
odor. A sua a¢do, mesmo quando ainda invisiveis, leva a grandes
perdas na armazenagem, sendo que em estagio mais avancado de
deterioracdo é que se torna possivel a observacdo do prejuizo
causado por eles (SCUSSEL, 2002).

A infeccdo por fungos em sementes e graos pode ocorrer
em diversos estagios da cadeia alimentar; inicia-se no campo e
continua durante a maturacdo, colheita, secagem,
armazenamento, transporte e processamento, inclusive na
armazenagem do produto ja transformado. Ainda, é importante
ressaltar que fungos sdo encontrados distribuidos no ar e no solo,
com capacidade de contaminar e de se desenvolver em qualquer
substrato que apresente condi¢des favoraveis (SCUSSEL, 2002).

Ha uma enormidade de fungos de campo, sendo os mais
representativos  Alternaria, Cladosporium, Fusarium e
Helmintosporium; sdo chamados de fungos de campo porque
invadem as sementes e grdos antes da colheita, enquanto as
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plantas estdo em crescimento no campo. A microbiota flngica €
variavel em funcdo da espécie vegetal, localizagdo geogréfica e
condig¢Bes climaticas. Os fungos de armazenagem compreendem
cerca de 10 a 15 grupos de espécies de Aspergillus (dos quais
somente cinco ou seis sdo conhecidos como de deterioragdo) e
varias espécies de Penicillium. Invadem os grdos e ocorrem
normalmente no armazenamento; ndo invadem de forma intensa
os graos antes da colheita. Algumas espécies de Penicillium séo
fungos de campo e outras sdo de armazenagem. Encontram-se
em grande nmero no ar, poeira, solo e nos residuos de graos e se
desenvolvem tdo logo estejam em condigdes adequadas de
umidade e temperatura (SCUSSEL, 2002).

Além das espécies de fungos deteriorantes, 0s quais sao
considerados indicadores da qualidade de sementes e grdos
armazenados, existem outra classe de fungos (também de campo
ou de armazenagem) muito importantes por causarem danos a
salde, sdo os fungos micotoxigénicos. Alguns géneros de fungos
de campo (principalmente Fusarium) e de armazenagem
(Aspergillus e  Penicillium) podem produzir toxinas,
denominadas genericamente de micotoxinas. Estes fungos,
mesmo quando seu desenvolvimento ndo é acentuado, podem
produzir estes compostos. Ainda, diferentes espécies de fungos
podem produzir um mesmo tipo de micotoxina, como também,
uma Unica espécie de fungo pode produzir mais de um tipo de
toxina (SCUSSEL, 2002; MAZIERO, BERSOT, 2010).

2.2.2 Micotoxinas

Para os fungos se desenvolverem e produzirem
micotoxinas sdo necessarias condicBes favoraveis de diversos
fatores tais como umidade, temperatura, pH, composicao
quimica do alimento e potencial redox. A presenca do fungo no
alimento ndo implica, obrigatoriamente, em producdo de
micotoxina, assim como, a toxina pode estar presente no
alimento mesmo na auséncia do fungo. Isto porque a maioria das
micotoxinas sdo termoestaveis, resistindo a determinados



tratamentos térmicos ou processos de desidratacdo que sdo
suficientes para destruir 0 micélio vegetativo dos fungos que as
produziram (MAZIERO, BERSOT, 2010).

As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios produzidos
por uma grande variedade de espécies de fungos que causam as
perdas nutricionais e representam um risco significativo paraa
cadeia alimentar. Plantas de cereais podem ser contaminadas por
micotoxinas de duas maneiras: fungos que crescem como
patdgenos em vegetais ou em vegetais durante o periodo de
armazenagem. Sendo assim, 0s cereais contaminados podem
representar uma fonte direta de exposi¢cdo humana, pelo seu
consumo direto, ou uma fonte indireta através do consumo de
produtos derivados de animais (rim, figado, leite e ovos)
alimentados com racdo contaminada (DUARTE, PENA, LINO,
2010; MANKEVICIENE et al., 2011).

A ingestdo de alimentos que contenham micotoxinas
pode causar graves efeitos sobre a salde animal e humana. Tais
efeitos sdo conhecidos como micotoxicoses, cuja gravidade
depende da toxicidade da micotoxina, grau de exposicao, idade e
estado nutricional do individuo, e dos possiveis efeitos sinérgicos
de outros agentes quimicos aos quais esta exposto. Muitas destas
toxinas tém afinidade por determinado 6rgédo ou tecido, sendo o
figado, os rins e o sistema nervoso freqiientemente os mais
atingidos (MAZIERO, BERSOT, 2010).

Em geral, as micotoxinas sdo categorizadas por espécies
de fungos, estrutura e/ou modo de acdo. Deve-se notar, no
entanto, que uma Unica espécie de fungo pode produzir uma ou
varias micotoxinas e cada micotoxina isolada pode ser produzida
por diferentes espécies de fungos. Por exemplo, as
aflatoxinas (AFLs) sdo produzidas por varias espécies de fungos,
tém inlmeras variacdes estruturais, e tém diferentes modos de
acdo dependendo do animal-alvo (HUSSEIN, BRASEL, 2001).

Alimentos humanos podem ser contaminados
com micotoxinas em diferentes fasesda cadeia alimentare
0S géneros de fungos micotoxigénicos mais

importantes correspondem a Aspergillus, Alternaria, Claviceps,
Fusarium, Penicillium e Stachybotrys (ZAIN, 2011).
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A Food and Agriculture Organisation of the United
Nation (FAO) estima que pelo menos 25 % dos gréos de
cereais do mundo estdo contaminados por micotoxinas. Estas
micotoxinas, por sua vez, podem causar prejuizos econdémicos
por diversos fatores, tais como perdas diretas de produtos
agricolas, mortalidade de animais, doencas em humanos,
diminuicdo da produtividade agricola e pecuéria, custos indiretos
de sistemas de controle, rejeicdo ou desvalorizacdo de produtos
pelo mercado, queda na exportacdo e aumento da importacdo,
entre outros (SCUSSEL, 2002; LIU, GAO, YU, 2006).

2.2.3 Fatores que favorecem o desenvolvimento de fungos e
micotoxinas

Segundo Scussel (2002), os fatores que favorecem o
desenvolvimento de fungos e produgdo de micotoxinas sdo
classificados em trés categorias: fisicos, quimicos e bioldgicos,
sendo que estes estdo relacionados as condi¢es do préprio grdo
e do ambiente que o envolve. Os mais importantes
compreendem: conteldo de umidade, umidade relativa (UR),
temperatura, linhagem do fungo contaminante e competicao
microbiana. Também o periodo de armazenagem, impurezas
(restos da planta, poeira, casca e pedacos de gréos), insetos e
acaros (danos), condicGes dos gréos (grdos com danos mecanicos
e/ou visualmente alterados), fungicidas, composicdo do
substrato, variedades resistentes e 0 grau de contaminacdo podem
interferir na proliferacdo de fungos e na formacdo das
micotoxinas.

Os fungos de campo exigem alta umidade para se
desenvolverem: contelido de umidade em equilibrio com UR de
90 a 100 %, que no cereal significa um contetdo de 22 a 23 %
em peso imido ou 30 a 33 % em peso seco. Todos os fungos de
armazenagem possuem habilidade de crescer em materiais onde
a umidade esta em equilibrio com umidade relativa de 70 a 90 %,
ou contetdo de umidade em cerca de 15 %. A temperatura é
menos restritiva no que diz respeito ao crescimento flngico (e a



producgdo de toxinas), sendo que em paises de clima tropical, a
temperatura quase todo o ano é ideal para os fungos (SCUSSEL,
2002).

As matérias estranhas e/ou impurezas (partes da planta -
gravetos, folhas-, cascas, espigas, grdos deteriorados, restos de
grdos, poeira, residuos de insetos, entre outros materiais)
presentes tanto nos lotes de gréos quanto na poeira que envolve o
ambiente de armazenagem, podem ser responsaveis por
deterioracdo de lotes inteiros ja que esta mistura favorece a
proliferacdo de fungos e toxinas. Ja& os danos mecanicos ou
biologicos provenientes do ataque de insetos e roedores nos
graos favorecem a absor¢do de umidade e facilitam a invaséo e a
penetracdo de fungos no interior altamente nutritivo desses
substratos, levando ao rapido desenvolvimento dos fungos e,
consequentemente, ao aumento da producdo de micotoxinas, O
desenvolvimento de fungos também depende da composicéo
atmosférica gasosa do ambiente em que os grédos estdo inseridos,
sendo que podem crescer em baixas concentracGes de oxigénio
(0,), sendo afetados somente a concentragdes inferiores a 0,2 %;
portanto, misturas de gases podem ser usadas para reduzir a
concentracdo de O, (SCUSSEL, 2002). A Figura 5 esquematiza
os fatores que interferem na ocorréncia de micotoxinas na cadeia
alimentar, segundo Paterson e Lima (2010).

Ainda que muitos s8o o0s anos de pesquisa e da
introducdo de boas préaticas agricolas na producdo de alimentos
e boas préticas de fabricacdo na cadeia de armazenagem e
distribuicdo de cereais, micotoxinas continuam aser um
problema. Considerando que estas sdo dificeis de evitar e
geralmente ndo sdo removidas ou degradadas pelo
processamento industrial, o monitoramento da cadeia de
producdo é essencial para avaliar 0s riscos aos quais 0S
consumidores sd0 expostos, j& que 0 impacto dessas toxinas
naturais na saide humana e animal ¢é bastante ampla. Desta
forma, a contaminacdo mundial de alimentos e racfes com
micotoxinas corresponde a um problema significativo, sendo que
estudos tém demonstrado extensa contaminagdo por micotoxinas,
tanto em paises desenvolvidos como em desenvolvimento
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(DUARTE, PENA, LINO, 2010; MORENO et al., 2009;
NUNES et al., 2003; ZAIN, 2011).

Figura 5 - Fatores que interferem na ocorréncia de micotoxinas na
cadeia alimentar.

Colheita

Fatores bioldgicos Fatores ambientais
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FONTE: Paterson, Lima (2010).

2.2.4 Legislacéo

Devido aos efeitos graves que as micotoxinas podem
causar nos seres humanose animais, muitos paises tém
implementado regulamentos sobre micotoxinas em alimentos e
racBes para proteger sua saude (IBANEZ-VEA et al., 2011).

Os limites maximos estabelecidos por legislagdes para
uma ou mais micotoxinas variam de acordo com o pais e
caracteristicas do alimento que é consumido e/ou importado e/ou
exportado (SCUSSEL, BEBER, SOUZA, 2010).

No Brasil, até o ano de 2010, os limites para
micotoxinas eram estabelecidos somente para AFLs por meio da
Resolucdo N° 34/76 da Comissdo Nacional de Normas e Padrdes
para Alimentos, a qual estabelecia o limite aceitavel de 30 ug /
kg de AFLs para alimentos em geral. Em 2002, por meio da



Resolucdo N° 274/2002 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) este limite passou para 20 pg / kg. Contudo,
em fevereiro de 2011 entrou em vigor uma nova Resolugdo
(N° 07, de 18 de Fevereiro de 2011 desenvolvida pela Agéncia
ANVISA), conforme indicado no Quadro 1. Esta Resolucédo
apresenta limites de aplicacbes imediatas e de aplicacdes
previstas para os prdximos anos pares; € mais completa que a
versdo anterior e contempla diversas classes de alimentos e
varias das micotoxinas ja anteriormente contempladas por outras
legislacOes de referéncia, tais como as dos Estados Unidos e de
diversos paises europeus (SCUSSEL, BEBER, SOUZA, 2010).

Quadro 1 - Limites maximos tolerados nacionais de micotoxinas
segundo a Resolu¢do RDC n° 07, ANVISA, 2011

MICOTOXINAS  ALIMENTO DATA DE APLICAQAO (ML9|>/|I<1]-)H
2011

Aflatoxina M Leite fluido 0,5
Leite em p6 5
Queijos 25

Aflatoxinas Cereais e produtos de cereais, exceto milho e derivados, 5

(B, By, Gy, Gy) incluindo cevada malteada
Feijéo 5
Castanhas exceto Castanha-do-Brasil, incluindo nozes, 10
pistachios, avelds e améndoas
Frutas desidratadas e secas 10
Castanha-do-Brasil com casca para consumo direto 20
Castanha-do-Brasil sem casca para consumo direto 10
Castanha-do-Brasil sem casca para processamento 15
posterior
Alimentos a base de cereais para alimentacéo infantil 1
(lactentes e criangas de primeira infancia)
Férmulas infantis para lactentes e formulas infantis de 1
seguimento para lactentes e criangas de primeira infancia
Améndoas de cacau 10
Produtos de cacau e chocolate 5
Especiarias: Capsicum spp. (o fruto seco, inteiro ou
triturado, incluindo pimentas, pimenta em pé, pimenta de
caiena e pimentdo-doce); Piper spp. (o fruto, incluindo a 20

pimenta branca e a pimenta preta) Myristica fragrans
(noz-moscada) Zingiber officinale (gengibre) Curcuma
longa (curcuma). Misturas de especiarias que contenham
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uma ou mais das especiarias acima indicadas
Amendoim (com casca), (descascado, cru ou tostado),

- ) - 20
pasta de amendoim ou manteiga de amendoim
Milho, milho em gréo (inteiro, partido, amassado,
. . o - 20
moido), farinhas ou sémolas de milho
Ocratoxina A Cereais e produtos de cereais, exceto milho e derivados, 10
incluindo cevada malteada
Feijéo 10
Café torrado (moido ou em gréao) e café sollvel 10
Vinho e seus derivados 2
Suco de uva e polpa de uva 2
Especiarias: Capsicum spp. (o fruto seco, inteiro ou
triturado, incluindo pimentas, pimenta em pd, pimenta de
caiena e pimentdo-doce) Piper spp. (o fruto, incluindo a
pimenta branca e a pimenta preta) Myristica fragrans 30
(noz-moscada) Zingiber officinale (gengibre) Curcuma
longa (curcuma) Misturas de especiarias que contenham
uma ou mais das especiarias acima indicadas
Alimentos a base de cereais para alimentagao infantil 2
(lactentes e criangas de primeira infancia)
Produtos de cacau e chocolate 5,0
Améndoa de cacau 10
Frutas secas e desidratadas 10
Deoxinivalenol Arroz beneficiado e derivados 750
Alimentos a base de cereais para alimentagao infantil 200
(lactentes e criangas de primeira infancia)
Fumonisinas Milho de pipoca 2000
(B1+By) Alimentos a base de milho para alimentacéo infantil 200
(lactentes e criangas de primeira infancia)
Zearalenona Alimentos a base de cereais para alimentacéo infantil 20
(lactentes e criangas de primeira infancia)
Patulina Suco de maga e polpa de maca 50
Aplicacdo em janeiro de 2012
Deoxinivalenol Trigo integral, trigo para quibe, farinha de trigo integral, 2000
farelo de trigo, farelo de arroz, grdo de cevada
Farinha de trigo, massas, crackers, biscoitos de agua e
sal, e produtos de panificacéo, cereais e produtos de 1750
cereais exceto trigo e incluindo cevada malteada
Fumonisinas Farinha de milho, creme de milho, fuba, flocos, canjica, 2500
(B1+B2) canjiquinha
Amido de milho e outros produtos & base de milho 2000




Zearalenona

Farinha de trigo, massas, crackers e produtos de

panificacéo, cereais e produtos de cereais exceto trigo e 200
incluindo cevada malteada
Arroz beneficiado e derivados 200
Arroz integral 800
Farelo de arroz 1000
Milho de pipoca, canjiquinha, canjica, produtos e 300
subprodutos a base de milho
Trigo integral, farinha de trigo integral, farelo de trigo 400
Aplicacdo em janeiro de 2014
Ocratoxina A Cereais para posterior processamento, incluindo gréo de 20
cevada
Deoxinivalenol Trigo e milho em gréos para posterior processamento 3000
Trigo integral, trigo para quibe, farinha de trigo integral,
; ~ 1500
farelo de trigo, farelo de arroz, gréo de cevada
Farinha de trigo, massas, crackers, biscoitos de 4gua e
sal, e produtos de panificacéo, cereais e produtos de 1250
cereais exceto trigo e incluindo cevada malteada.
Fumonisinas Milho em gréo para posterior processamento 5000
(B1+By)
Zearalenona Milho em gréo e trigo para posterior processamento 400
Aplicacéo em janeiro de 2016
Deoxinivalenol Trigo integral, trigo para quibe, farinha de trigo integral,
. ~ 1000
farelo de trigo, farelo de arroz, grao de cevada
Farinha de trigo, massas, crackers, biscoitos de agua e
sal, e produtos de panificacéo, cereais e produtos de 750
cereais exceto trigo e incluindo cevada malteada.
Fumonisinas Farinha de milho, creme de milho, fubd, flocos, canjica,
S 1500
(B1 +By) canjiquinha
Amido de milho e outros produtos a base de milho 1000
Zearalenona Farinha de trigo, massas, crackers e produtos de
panificaco, cereais e produtos de cereais exceto trigo e 100
incluindo cevada malteada.
Arroz beneficiado e derivados 100
Arroz integral 400
Farelo de arroz 600
Milho de pipoca, canjiquinha, canjica, produtos e sub- 150
produtos a base de milho
Trigo integral, farinha de trigo integral, farelo de trigo 200

#limite maximo de tolerancia
FONTE: Brasil (2011).
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O arroz e seus produtos passam a ser contemplados na
nova Resolucdo brasileira, que estabelece LMTs para quatro
micotoxinas deste grupo de alimentos: AFLs, ocratoxina A
(OTA), deoxinivalenol (DON) e zearalenona (ZON). Em relacdo
as AFLs (somatorio das aflatoxinas B; B,, G; e G, — AFB;,
AFB,, AFG; e AFG,, respectivamente), foi determinado um
LMT de 5 pg / kg para cereais e produtos de cereais para
aplicacdo imediata. Também para aplicacdo imediata, sao
determinados os LMTs de 10 ug / kg para OTA em cereais e
produtos de cereais e 750 pg / kg para DON em arroz
beneficiado e derivados.

A partir de 2012 foram previstos LMTs ajustes para
DON e inclusdo de nova micotoxina na resolucdo: (a) LMT de
2000 g / kg para DON em farelo de arroz e de 1750 pg / kg em
cereais e produtos de cereais; (b) inclusdo de ZON com LMT de
200 g / kg para cereais e produtos de cereais, arroz beneficiado
e derivados, 800 g / kg para arroz integral e 1000 g / kg para
farelo de arroz.

As micotoxinas OTA e DON apresentam novo reajuste
na Resolugdo brasileira previsto para 2014: LMT de 20 g / kg
para OTA em cereais para posterior processamento e LMT de
1500 pg / kg para DON em farelo de arroz e 1250 ug / kg em
cereais e produtos de cereais. Para 2016 o LMT de DON em
farelo de arroz é determinado em 1000 pg / kg e 750 pg / kg em
cereais e produtos de cereais; neste mesmo ano, ZON apresenta
LMTs estabelecidos de 100 ug / kg para cereais e produtos de
cereais, arroz beneficiado e derivados, 400 ug / kg para arroz
integral e 600 mg / kg para farelo de arroz.

O Mercosul estabelece limites para outras micotoxinas
além das AFLs usualmente contempladas e os niveis sdo mais
exigentes que a legislacdo brasileira da década de 70, mas nédo
tdo completa como a nova Resolugdo determina. Estas
determinacGes sdo empregadas na comercializacdo entre 0s
paises desse Bloco e sdo apresentadas no Quadro 2 (SCUSSEL,
BEBER, SOUZA, 2010).



Quadro 2 - Legislagdo para micotoxinas em alimentos e ra¢fes na

América Latina.

GRUPO/ ALIMENTO MICOTOXINA LMT
PAIS (ug/kg)
Leite fluido 0,5
Leite em p6 AFM 1 5,0
Milho em grdo
Farinhas ou sémolas de milho AFB+AFB+AFGIHAFG, 200
Mercosul Amendoim
Pasta de amendoim . AFB+AFB+AFG+AFG, 20,0
(pasta de amendoim ou manteiga
de amendoim)
Alimentos infantis AFB; zero
Amendoim, milho e subprodutos AFB, 5
) AFB+AFB,+AFG+AFG, 20
Argentina o relo de soja AFB; 30
Leite fluido e em p6 AFM; 0,05
Produtos lacteos AFM; 0,5
. Racéo animal AFB; 20
Chile AFB+AFB+AFG+AFG, 50
Cereais (sorgo, milheto) 30
Sementes oleaginosas 10
Coldombia  RagGes para gado AFB;+AFB+AFG+AFG, 50
Sementes de gergelim 20
Alimentos para aves 20
Peru Todos os alimentos AFB;+AFB,+AFG;+AFG; 10
Alimentos e especiarias 20
Produtos de soja, amendoim, frutas 30
Cacau em gréo AFB;1+AFB,+AFG;+AFG; 10
Alimentos infantis, industrializados 3
. Leite e produtos lacteos: AFM, 0,5
Uruguai
Milho e cevada Zearalenona 200
Sucos de frutas Patulina 50
Arroz, cevada, feijoes, café e milho Ocratoxina A 50
Ragdo animal Alcal6ides do ergot 450
Farinha de arroz 5
Venezuela Ragdes AFB;+AFB,+AFG;+AFG, 20

#limite maximo de tolerancia

FONTE: Mercosul, 2002; Scussel (2003) ; www.micotoxinas.com.br
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A Unido Européia possui a legislacdo mais restrita para
micotoxinas em alimentos e contempla 0 maior nimero destes
compostos. Neste, por exemplo, todos os cereais e produtos
derivados de cereais, incluindo produtos derivados de sua
transformacdo, estdo limitados a apresentar no maximo 2 e 4 ug /
kg de AFB1 e AFLs, respectivamente. Estes limites
correspondem a niveis abaixo dos limites estabelecidos mesmo
pela nova Resolugdo brasileira (SCUSSEL, BEBER, SOUZA,
2010).

2.3 CONTAMINAGCAO DO ARROZ POR FUNGOS E
MICOTOXINAS

O cultivo de arrozé realizadoem regides que
apresentam calor necessario e umidade abundante ideais para o
crescimento de fungos, inclusive toxigénicos. Estas condigdes
tipicas de regiBes subtropicais propiciam a contaminacdo
micotoxicolégica, principalmente no campo e na colheita,
situacdo na qual o teor de umidade ndo ¢é controlado
(GONZALEZ et al., 2006; DUARTE, PENA, LINO, 2010).

2.3.1 Ocorréncia de fungos e micotoxinas em arroz

Durante o periodo de armazenamento, o crescimento de
fungos é um grande problema que causa perda de germinacéao e
valor nutricional e envolve o potencial de produgdo de
micotoxinas. Varios estudos demonstram que arroz com
casca apresenta niveis consideraveis de contaminagdo por
fungos, adquirida primeiramente antes e durante a colheitae
depois durante o periodo de armazenamento, sendo que a
distribuicdo dos géneros predominantes depende, principalmente,
do tipo de solo e técnicas de colheita empregados (TONON et
al., 1997).

Um dos problemas mais graves na qualidade do arroz é
a presenca de micotoxinas, que sdo produzidas por diferentes



espéciese géneros de fungos. O arroz pode ser infectado
com fungos de campo tais comoas espécies de Fusarium,
enquanto no campo, e pode serdegradado por fungos de
armazenamento como os dos géneros Aspergillus e Penicillium
durante o periodo de armazenagem. Os trés géneros citados sdo
considerados os mais significativos e importantes em graos
ealimentos,nd0 s6 devido asua capacidade de
produzir diversas micotoxinas diferentes, tais como a aflatoxina
B; (AFB,), fumonisina B;, ocratoxina A (OTA), tricotecenos e
zearalenona (ZON), mas também por causa de sua ubiquidade na
natureza. Ainda, varios estudos em todo 0 mundo ja reportaram a
ocorréncia de uma vasta diversidade de micotoxinas em arroz
(PARK et al., 2005; NGUYEN et al., 2007; TANAKA et al.,
2007).

A falta ou precariedade do emprego de Boas Préaticas
Agricolas, bem como as condicBes tropicais de temperatura e
umidade elevadas do Brasil, propiciam o desenvolvimento
fangico no arroz, ja que este cereal constitui um 6timo substrato
para fungos, principalmente por ser rico em carboidratos. Varios
estudos em todo o mundo demonstram que o arrozndo SO
apresenta niveis consideraveis de micobiota flingica, mas
também de contaminacdo por micotoxinas. Embora seja menos
comum em arroz do que em outros cereais, a contaminagdo por
micotoxinas tais como ZON, AFLs e OTA neste cereal vem
sendo reportada em diversas partes do mundo (DORS, PINTO,
BADIALE-FURLONG, 2009; HOELTZ et al., 2009; PARK et
al., 2005).

O fato de o arroz ser um alimento de consumo quase
diario pela maioria da populacéo brasileira, torna-se importante o
conhecimento dos niveis de contaminacdo flngica e
micotoxicolégica, bem como a identificacdo dos mesmos, para
posterior avaliagdo das possiveis causas da contaminacdo, dos
riscos a salde do consumidor e possivelmente tomada de
medidas efetivas, no sentido de garantir a seguranca alimentar da
populacdo (NUNES et al., 2003).
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2.3.2 Zearalenona

A ZON é uma micotoxina estrogénica produzida por
diferentes espécies do género Fusarium. Em comum com outras
toxinas produzidas por Fusariumspp, ZONé associada
principalmente com culturas de cereais,
nomeadamente: milho; cevada; aveia, trigo, arroz, sorgo e
seus produtos. Ainda que esta é considerada uma micotoxina de
campo, ha evidéncias de que esta micotoxina também possa
ser produzida emgrdos ja colhidos (ALLDRICK, 2004,
ZINEDINE et al., 2007).

Ainda que a ZON éa micotoxina estrogénica mais
estudada, elaé membro deum grande e variado grupo de
compostos (estrogénicos) de estrutura semelhante e com
propriedades farmacolégicas. A ZON (3,4,5,6,9,10-hexahidro-
14,16-diidroxi-3-metil-1H-2-benzoxi-ciclo-tetradecin-1,7(8H)-
diona; C1gH,,05 (Fig. 6), corresponde a uma micotoxina ndo
esteroidal altamente termoestavel produzida por certas cepas de
varias espécies do género Fusarium, incluindo F. culmorum, F.
equiseti, F. graminearum, e F. moniliforme. Tal como acontece
com outras micotoxinas, apenas algumas cepas de certas espécies
podem produzir ZON (ALLDRICK, 2004).

Figura 6 - Estrutura quimica da zearalenona.
CH o}

FONTE: Alldrick (2004).

Zearalenonatem umabaixa toxicidade aguda oral
(valores de DLsy, de 4000 a 20.000 mg / kg de peso corporal),
sendo que em termos de toxicidade subaguda ou subcrénica, 0s
efeitos da ZON parecem refletir sua capacidade de se ligar aos



receptores de  estrogénio, levando a alteragBesno trato
reprodutivo e uma variedade de sintomas, incluindo: diminuicdo
da fertilidade, aumento da reabsorcdo embrioletal; e reducdo da
ninhada em animais; para humanos sdo poucos os dados
disponiveis. A International Association on Research of Cancer
(IARC) concluiu que havia evidéncia limitada para avaliar a
capacidade carcinogénica de ZON. Contudo, a European Union
of Scientific Committee on Food (EUSCF) observou a
ocorrénciade tumores em estudos clinicos devido as
caracteristicas estrogénicas da micotoxina. Atualmente, ingestao
diaria toleravel de ZON proposta pela FAO é de 0,5 mg / kg de
peso corporal por dia (ALLDRICK, 2004; ZINEDINE et al.,
2007).

2.3.3 Aflatoxinas

As AFLs correspondem ao grupo mais estudado de
micotoxinas e sdo produzidas por diferentes espécies do género
Aspergillus, correspondendo a metabdlitos  secundarios
produzidos por Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus,
principalmente. Esses fungos sobrevivem em uma ampla gama
de ambientes e podem ser encontrados no solo, em restos de
plantas e animais, e em gréos e sementes. Estes dois fungos sdo
responsaveis pela deterioragdo dos grdos armazenados em todo o
mundo, sendo o Aspergillus flavus a principal causa de
contaminacdo por AFLs no periodo pré-colheita de diversas
culturas (HUSSEIN, BRASEL, 2001; LIU, GAO, YU, 2006).

As AFLs sdo caracterizadas pela ligacdo dihidrofurano
ou tretrahidrofurano fundido a um anel de cumarina (Fig 7). Ha
mais de 20 derivados isolados AFs produzido por varias espécies
de fungos, sendo que as mais importantes sdo produzidas por
Aspergillus flavus, que produz AFB; e AFB, e Aspergillus
parasiticus, que produz AFB;, AFB,, AFG; e AFG,. Estas AFLs,
assim como muitos outros compostos heterociclicos, fluorescem
e sdo  distinguidos  por  suas  propriedades de
fluorescéncia. Ambos AFB; e AFB, formam fluorescéncia azul e
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AFG; e AFG, formam fluorescéncia verde-amarelada sob luz
ultravioleta (HUSSEIN, BRASEL, 2001).

Figura 7 - Estrutura quimica de aflatoxinas B (AFB; e AFB,) a esquerda
e de aflatoxinas G (AFG; e AFG,) a direita.
[s] Q

Aflatoxin G,

Aflatoxin B, Aflatoxin G,
FONTE: Hussein, Brasel (2001).

A toxicidade das AFLs decresce na seguinte ordem:
AFB; > AFG; > AFB, > AFG, (SCUSSEL, 2002). Entre
as aflatoxinas, AFB; é a forma mais toxica para os mamiferos e
apresenta propriedades hepatotdxicas, teratogénicas
e mutagénicas, € classificada no grupo classe 1 da IARC e causa
danos tais como hepatite téxica, hemorragia, edema,
imunossupressdo e carcinoma hepatico (REDDY, REDDY,
MURALIDHARAN, 2009).
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2.3.4 Ocratoxina A

A OTA foi originalmente isolada de Aspergillus
ochraceus e é 0 composto mais téxico do grupo das ocratoxinas.
A OTA corresponde a um metabélito de espécies de Aspergillus
e Penicillium, fungos capazes de crescerem climas e
plantas diferentes, sendo que sua contaminacdo de OTA pode
ocorrer em todo o mundo em diversas culturas de alimentos,
inclusive cereais, produtos que representam a fonte dietética mais
importante desta micotoxina, contribuindo em cerca de 50 % da
sua ingestdo (AISH et al., 2004; DUARTE, PENA, LINO, 2010).

A estrutura quimica da OTA consiste de um 5'-cloro-
3,4-dihidro fragdo-3-metil-isocumarina ligado & L-fenilalanina,
conforme representado pela Figura 8 (AISH et al., 2004).

Figura 8 - Estrutura quimica da (a) ocratoxina A e (b) fenialalanina e
ocratoxina o.

HO O

c (b) Phenylalanine Ol:hr:\uxmu
FONTE: Aish et al.(2004).

Os efeitos bioquimicos da OTA  recorrem
principalmente a partir de sua semelhanca estrutural com o
aminoacido essencial, fenilalanina. O principal efeito parece ser
a inibicdo da sintese de proteinas, embora os efeitos secundarios,
tais como a inibicdo da sintese de RNA e DNA também tém sido
implicados no seu mecanismo de acéo (AISH et al., 2004).

Esta micotoxina  demonstra  efeitos  nefrotoxicos,
teratogénicos, embriotoxicos, genotdxicos,  neurotdxicos,
imunossupressivos e carcinogénicos, sendo classificada como
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pertencente ao grupo 2B da IARC (DUARTE, PENA, LINO,
2010).

2.4 ARMAZENAGEM COMO METODO DE
CONSERVACAO DA QUALIDADE

No momento da maturacdo dos gréos estd a expressao
méaxima de sua qualidade, tanto metabolica como nutritiva.
Depois da maturacdo, portanto, ndo existem possibilidades de
melhorias; entdo, durante o armazenamento, 0 que Se pode
buscar € a sua preservacdo, mantendo a qualidade mais proxima
possivel da que existe no momento em que 0S graos sao
armazenados (ELIAS, OLIVEIRA, ANTUNES, 2009).

A armazenagem é uma das operacOes pela qual os gréos
passam na sua cadeia produtiva, e apresenta como pressuposto
basico a guarda e a conservacdo dos produtos armazenados.
Armazenar, entdo, compreende guardar e conservar o produto,
diminuindo ao méaximo as perdas e utilizando-se da melhor
maneira possivel as técnicas existentes disponiveis (BIAGI,
BERTOL, CARNEIRO, 2002; REZENDE, 2002)

2.4.1 Tipos de armazenagem

De acordo com Biagi, Bertol e Carneiro (2002), rede
armazenadora de grdos corresponde ao sistema de armazenagem
que permite receber as quantidades produzidas das safras
agricolas, retendo a producdo que ndo encontra comercializagao
imediata e mantendo as caracteristicas qualitativas e quantitativas
até efetuar a distribuicdo para consumo ou comercializacdo. Essa
rede é composta por unidades armazenadoras que possuem
estrutura adequada as suas finalidades especificas e devem ser
localizadas e dimensionadas de acordo com as caracteristicas de
operagdo estabelecendo um fluxo légico, de atendimento ao
escoamento da safra, com manutencdo da qualidade dos graos até



que esses produtos cheguem ao consumo humano, animal ou
industrial.

Segundo Weber (1998), as unidades armazenadoras
podem se classificar segundo a entidade a que pertencem e a sua
localizacdo. Quanto a entidade a que pertencem, estas podem ser
governamentais, cooperativas ou particulares; e podem se
localizar ou pertencerem ao produtor, as coletoras, aos
subterminais ou a terminais.

A armazenagem de grdos propriamente dita pode ser
feita de duas formas: a granel (sem embalagem) ou
acondicionadas em volumes (sacarias). Verifica-se um aumento
da armazenagem a granel em relagdo & armazenagem em sacarias
devido a varias vantagens que o método a granel apresenta sobre
0 em sacaria (GIORDANO, 2009).

As unidades armazenadoras para grdos ensacados é
bastante empregada no armazenamento de produtos com maior
valor agregado, tais como café, farinhas, sementes, entre outros.
Tal metodologia de armazenamento apresenta vantagens e
desvantagens em relacdo ao armazenamento a granel. As
vantagens compreendem: facil identificacdo e separacdo de lotes
ou parte deles que sofram contaminagdo ou fermentacédo; grande
flexibilidade de armazenamento, ou seja, capacidade de
armazenar produtos diferentes com caracteristicas diferentes;
necessidade de pouca técnica para manuseio e armazenamento;
maior tolerancia a umidade contida nos grdos; baixo
investimento de capital; facil caracterizacdo do produto,
propiciando o armazenamento por lotes de qualidades e/ou
valores distintos. As desvantagens correspondem a limitada
mecanizagdo e automacdo das operacdes; aumento da utilizacdo
da méo-de-obra; necessidade da utilizagdo de sacarias, material
caro e com curto tempo de vida (til; dificil controle de pragas
devido ao facil acesso ao produto; necessidade de desensacar e
re-ensacar o produto para efetuar secagem ou outra operagao;
aproveitamento ndo otimizado de local, baixa velocidade nas
operagdes de carga, descarga, expurgo, entre outras (BIAGI,
BERTOL, CARNEIRO, 2002; GIORDANO, 20009).
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As unidades armazenadoras para grdos a granel tém se
difundido principalmente pela rapidez com que os grdos podem
ser trabalhados. Geralmente, este armazenamento é feito em
silos, contudo também pode ser feito em armazéns graneleiros ou
granelizados, porém em menor frequéncia. Suas vantagens
correspondem a menor tempo de manipulacdo do produto;
dispensa sacarias; possibilita elevado indice de utilizagdo da
mecanizacdo e automacdo; utilizacdo de menos mao-de-obra;
grande velocidade/agilidade de operac¢des; dificuldade de acesso
das pragas ao produto; devido ao aproveitamento vertical,
aumenta a capacidade de armazenagem; evita a operacdo de
ensacamento e desensacamento do produto; possibilita a aeracéo
do produto, desfazendo pontos de aumento de taxa respiratoria.
As desvantagens compreendem: investimento inicial alto; menor
tolerdncia na umidade dos grdos; necessita de mao-de-obra
especializada para 0 manuseio e armazenagem de graos;
dificuldade de individualizacdo dos lotes por quantidade e/ou
valores; pontos de infestacdo podem comprometer todo o lote e
baixa flexibilidade de armazenamento (WEBER, 1998; BIAGI,
BERTOL, CARNEIRO, 2002).

As unidades armazenadoras metalicas ou silos metalicos
sdo produzidos e instalados em larga escala, sendo que sua
versatilidade, facilidade de ampliacdo e qualidade tém sido
preferidos para obras de pequeno, médio e grande porte. Além da
versatilidade de separacdo por lotes, tipos e variedades que o
sistema convencional de sacaria permite, os silos metalicos
oferecem condi¢des de armazenagem por periodos mais longos
gue os armazéns, pois possibilitam um controle de focos de
deterioragdo mais eficiente, apresentam menor custo de mao-de-
obra, maior velocidade de recebimento e expedicdo e
possibilidade de realizacdo de expurgo, assim como oferecem
seguranca, acesso, boa distribuicdo dos grdos e medidas de
temperatura e ventilagdo, além de outros importantes e
convenientes acessorios (WEBER, 1998; BIAGI, BERTOL,
CARNEIRO, 2002).

Estes silos podem ser construidos de chapas metalicas
(silos metalicos), de concreto, de madeira e de alvenaria. Os silos



metélicos vém sendo amplamente utilizados e apresentam como
vantagem a possibilidade de montagem e desmontagem rapida,
possibilidade de mudanca de local e fundagdes mais simples e
baratas, gerando um menor custo por tonelada; e maior
flexibilidade operacional, devido a possibilidade de variacdo da
capacidade das células. Por outro lado, este tipo de silo apresenta
maior custo com manutencdo, menor capacidade de vedagdo com
possivel infiltracdo de &gua e vazamento de gases de expurgo,
maior influéncia do ambiente em relacdo ao ambiente interno
(BIAGI, BERTOL, CARNEIRO, 2002; GIORDANO, 2009).

Atualmente, o armazenamento em silos ou em armazéns
equipados com eficientes sistemas de termometria, aeracdo e
outros recursos para manutencdo da qualidade dos gréos sdo as
formas mais empregadas por cooperativas, agroindudstrias e
grandes produtores (ELIAS, OLIVEIRA, ANTUNES, 2009). A
Figura 9 demonstra a armazenagem em silos metélicos,
comumente empregados na armazenagem de arroz.

Figura 9 - Armazenagem em silos metélicos.

FONTE: Darabas (2007).

2.4.2 Controle das condi¢des de armazenagem

De maneira geral, as operagdes de armazenamento e de
manutencdo dependem do proprio sistema de conservagdo e
podem incluir movimentacdo, acondicionamento, controle
termomeétrico, aeracdo, transilagem, intra-silagem, expurgo,
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combate roedores, protecdo contra o ataque de passaros e
retificacdo tanto da secagem como da limpeza. Os sistemas de
manutencdo a aplicar, sua periodicidade e sua intensidade ficam
na dependéncia de resultados observados ao longo do periodo de
armazenamento, das avaliagcdes de controle de qualidade obtidas
em analises e testes especificos. Dentre outros sistemas de
manutencao, devem ser considerados pardmetros como variacdo
de umidade relativa e temperatura do ar, umidade e temperatura
dos gréos, grau de desenvolvimento de microrganismos, presenca
de insetos, &caros, roedores e outros animais (ELIAS,
OLIVEIRA, ANTUNES, 2009).

No que diz respeito aos parametros de controle mais
especificamente para fungos, duas sdo as condi¢bes que mais se
relacionam com seu desenvolvimento: umidade e temperatura.
As condigdes que favorecem uma umidade relativa (UR)
elevada, com conseqiente proliferacdo de fungos inclui clima
chuvoso e colheita dos grdos com umidade elevada e
armazenados com pouca ventilagdo. As condi¢des que favorecem
um conteddo de umidade heterogéneo (devido a secagem
deficiente) durante a armazenagem, com conseqlente
proliferacdo de fungos inclui: produto com alto conteldo de
umidade; presenca de umidade secundaria devido a precipitacdo
ou absorc¢do dos vapores de agua; difusdo do calor e umidade de
grdos ndo completamente secos; atividade de microrganismos,
aumentando a temperatura e o contetido de umidade em graos
ndo completamente secos; mistura de lotes de grdos com
umidades diferentes e presenca de insetos. Contudo, contetido de
umidade baixo néo assegura armazenagem eficiente, pois alguns
outros fungos podem se desenvolver e liberar calor e agua.
Cuidados importantes para atingir umidade desejada
correspondem a secagem homogénea; evitar excesso de quebra
de gréos durante a colheita, secagem e armazenagem; controle de
roedores e insetos, manter ambiente bem ventilado e realizar
secagem a niveis inferiores da umidade critica para o
desenvolvimento destes microrganismos (SCUSSEL, 2002).

Ainda, com a presenca de diferencas de temperatura na
massa de grdos (em decorréncia das alteracfes de temperatura



ambiente), ocorre transferéncia de umidade, sendo que vapores
de 4gua de camadas mais quentes translocam-se para as mais
frias e condensa, conforme indicado na Figura 10, favorecendo a
proliferacdo flngica. Portanto, o uso da aeracdo juntamente com
0 acompanhamento do conteldo de umidade leva a melhor
conservacdo dos grdos, jA que a aeracdo uniformiza a
temperatura dos graos, evitando a transferéncia de umidade. Este
método de controle é bastante importante, ja que a refrigeracéo
de silos é considerada bastante dispendiosa. Ainda, em paises de
clima tropical, a temperatura quase todo ano é ideal para fungos
e 0s grdos armazenados em silos sofrem com a acdo do sol pelo
aquecimento das paredes dos silos. Os graos proximos as paredes
sdo aquecidos e transferem calor para outras regifes do silo,
carreando também vapor de agua. Quanto maior for a diferenca
entre as camadas frias e quentes, maior sera a movimentacao do
ar aumentando a migracdo de umidade para as camadas frias e
favorecendo, por conseguinte, a proliferacdo de fungos
(SCUSSEL, 2002).

Figura 10 - Representacdo de correntes convectivas e transferéncias de
calor e agua no interior dos silos: (a) temperatura externa menor e
condensagdo no terco superior, (b) temperatura externa maior e
condensagdo no terco inferior.

FONTE: adaptado de Elias (2009).



63

2.4.3 Problemas na armazenagem

Os grdos, apresar das caracteristicas morfologicas de
resisténcia e rusticidade proprias de cada espécie, estdo sujeitos
aos ataques de insetos, Aacaros, microrganismos, roedores,
passaros e outros animais, as danificacbes mecanicas, as
alteracGes bioquimicas e as quimicas ndo enzimaticas, ou seja,
estdo sujeitos as acOes de seus préprios metabolismos e de
organismos associados, que comecam desde antes do
armazenamento. Este conjunto de fatores indesejaveis provoca
perdas quantitativas e qualitativas pelo consumo de reservas e
por modificacbes na composicado quimica dos graos, reducdo do
valor nutritivo e desenvolvimento de substéncias toxicas, com
reducdo do valor comercial. A deterioracdo dos grdos é
inexoravel e irreversivel; por consequéncia, acaba por
comprometer a utilizacdo do produto para 0o consumo e para a
industrializacdo, caso ndo forem adotadas técnicas adequadas e
métodos eficientes de conservacdo (ELIAS, OLIVEIRA,
ANTUNES, 2009).

Dependendo das condicdes climaticas no momento da
colheita, o grdo carrega uma vasta gama de contaminantes
microbianos, sendo que o tratamento pds-colheita destes cereais
e 0s principais fatores ambientais sdo determinantes no impacto
da interferéncia dos fungos na qualidade de gréos. E importante
enfatizar que o grdo colhido e seus microrganismos
contaminantes estdo vivos e respirando lentamente sob condigdes
secas, liberando calor e &agua, mesmo no armazenamento
seguro. Assim sendo, um manejo pdés-colheita precario pode
levar & répida deterioracdo da qualidade nutricional dos gréos
(MAGAN, ALDRED, 2007).

Esta atividade microbiana em grdos (a) pode causar
efeitos indesejaveis, tais como descoloracdo dos graos; (b)
contribui para o aquecimento e as perdas de matéria seca por
meio da utilizacdo de carboidratos como fontes de energia,
lipidios e proteinas, podendo alterar sua digestibilidade; (c) pode
produzir metabdlitos volateis formando odores ndo desejados;
(d) pode reduzir a qualidade de seus produtos industrializados ou



derivados; (e) geralmente afeta 0 uso na alimentagdo animal ou
como semente por reduzir a germinacdo. Ainda, estes
organismos filamentosos de deterioracdo tais como fungos
também podem produzir micotoxinas, compostos conhecidos por
suas caracteristicas maléficas ao organismo humano e animal
(MAGAN, ALDRED, 2007).

Sendo assim, as alteragbes que ocorrem durante o
armazenamento sdo refletidas em perdas qualitativas e
quantitativas. As quantitativas sdo mais facilmente observaveis,
refletem o metabolismo dos grdos e dos organismos associados e
reduzem o contetido da matéria seca dos graos. Ja as qualitativas
ocorrem devido, sobretudo, as rea¢bes quimicas e enziméticas, a
presenca de materiais estranhos, impurezas e ao ataque
microbiano, resultando em perdas de valor nutricional,
germinativo e comercial, com a possibilidade da formacdo de
substancias téxicas no produto armazenado, se 0 pProcesso nao
for adequadamente conduzido (ELIAS, OLIVEIRA, ANTUNES,
2009).

A agroindstria brasileira vem se destacando com o
aumento da producdo, principalmente de grdos, obtido mediante
investimentos em novas tecnologias de plantio e colheita, além
do uso de variedades mais produtivas, o que tem tornado o pais
um dos maiores produtores de grdos no mundo. Sendo assim, a
conservacdo de graos e sua protecdo durante 0 armazenamento
constituem uma necessidade social e econdmica. No entanto, o
Brasil ndo possui um sistema eficiente para armazenagem de
grdos e investe pouco em novas tecnologias pdés-colheita,
convivendo com elevadas perdas de armazenagem (PEREIRA et
al., 2008).

Muitos foram os avangos verificados na producdo,
contudo, estes ndo sdo acompanhados pelo que se verifica na
pos-colheita. O armazenamento, principalmente na propriedade
rural, € uma &rea relativamente nova como conhecimento e
pratica, mas que tem se caracterizado como gargalo na evolucédo
da cadeia produtiva de grdos. Segundo dados da FAO (2006),
cerca del5 % da safrade arrozé perdida anualmente,
principalmente durante as criticas operacdes pds-colheita, porém
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este valor pode chegar a 50 % em regibes tropicais (DORS,
PINTO, BADIALE-FURLONG, 2009; ELIAS et al., 2008;
MAGAN, ALDRED, 2007).

2.50Z0ONIO

Contaminacao por fungos em grdos é uma das questdes
mais importantes que determinam a qualidade de grdos, com
perdas qualitativas e quantitativas devido a acdo destes
microrganismos. Estes, que estdo presentes nos grdos em sua
superficieou em seu interior, deteriorama qualidade
nutricional dos produtos e também produzir metabdlitos tais
como  micotoxinas, que S0  perigosas para a  salde
humana e animal (TIWARI, et al., 2010).

O interesse no armazenamento seguro de gréos visando
a reducdo de prejuizos qualitativos e quantitativos é expressivo.
Devido a preocupacBes ambientais de empregar aditivos ndo
prejudiciais ao meio ambiente e de reduzir a emisséo de residuos
quimicos, os novos regulamentos e legislages alimentares vém
limitando o uso de fumigantes pesticidas empregados no manejo
de grdos. Este fator limita a variedade de fumigantes disponiveis
para 0 armazenamento de grdos e, ainda, por conseqiéncia do
uso repetido dos poucos agentes fumigantes regulamentados,
aumenta a resisténcia dos organismos alvo a estes compostos
(KELLS et al., 2001; TIWARI et al., 2010).

Assim sendo, surge a necessidade do desenvolvimento
de estratégias alternativas ao controle de agentes indesejaveis no
armazenamento de grdos. Para tanto, o 0zonio (O3) tem sido
efetivamente usado para controlar o crescimento de fungos e
reduzir a contaminagdo de micotoxinas em graos e cereais com
diversas vantagens sobre os métodos tradicionais (KELLS et al.,
2001; TIWARI et al., 2010).



2.5.1 Caracteristicas e producao de ozénio

O precursor para a producdo industrial de O3 é0 Oy,
composto  abundante e inesgotavel. Ozdnio  resulta
da reorganizacdo de atomos de moléculas de O,, quando sdo
submetidos a alta tensdo de descarga elétrica. O produto é um
gas azulado com odor pungente e fortes
propriedades oxidantes. O Qs é gerado pela reagdo de radicais
livres de oxigénio diatbmico com oxigénio para
formar moléculas de O, triatdmicas. Geragdo de radicais livres do
oxigénio ocorre por quebra de fortes ligagdes O-O, exigindo
uma entrada de energia significativa. Métodos de
descarga corona podem ser usados para iniciara formag&o de
radicais livres de oxigénio e, assim, gerar 0zénio (TIWARI et al.,
2010).

Os trés atomos de oxigénio na molécula de ozénio sdo
dispostas em um angulo obtuso em que um &tomo central de
oxigénio estd ligado a dois atomos de oxigénio equidistantes; o
angulo formado é de aproximadamente 116°49' e 0 comprimento
de ligacdoé de 1,278 A.Quatro estruturas de o0zonio sdo
mostradasna  Figura 11 (GUZEL-SEYDIM, GREENE,
SEYDIM, 2004).

Figura 11 Estruturas de ressonanma da molecula de ozbnio.

/\ /\ /\ /\

L
FONTE: GuzeI-Seydlm, Greene, Seydim (2004).

Geralmente, 0 método de descarga corona demonstrado
na Figura 12 é usado para geragdo de Oz em nivel comercial.
Dois eletrodos, de alta tensdo e baixa tensdo (eletrodo terra),
separados por um meio dielétrico de ceramica oferecem uma
estreita  aberturade  descarga.Elétrons com  energia
cinética suficiente (cerca de 6-7 eV) para dissociar a molécula de
oxigénio colidem e uma moléculade Oz pode ser formado a
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partir de cada atomo de oxigénio. Se o ar atmosférico é o gas de
alimentacdo passado através do gerador, 1 a 3 % de O3 pode ser
produzido, no entanto, uso de O, de alta pureza, a producdo de
O; pode alcancar até 16 %.O o0z6nio € produzido no
local da operacdo como gas e ndo pode ser armazenado, ja que
este se degrada de wvolta paraos atomos de oxigénio
espontaneamente (TIWARI et al., 2010).

Figura 12 - Diagrama esquematico da geracédo de ozdnio pelo método
de descarga corona.
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FONTE: adaptado de Guzel-Seydim, Greene, Seydim (2004).

2.5.2 Poder oxidante e mecanismo de ac¢ao sobre fungos e
micotoxinas

Ozonio destr6i  microrganismos  pela  oxidacao
progressiva de componentes celulares vitais. Dois mecanismos
principais foram identificados na destruicdo dos organismos-
alvo: (a) o Oz oxidaos grupos sulfidrilae amino4cidos de
enzimas, peptidios e proteinasa peptidios menores; (b) Oz
oxida acidos graxos poliinsaturados para os peréxidos acidos,
sendo que ligagcbes duplas de lipidios insaturados sdo
particularmente vulnerdveis ao ataque do oz6nio. Assim, 0 Os
causa oxidacdo generalizada de proteinas celulares internas
causando rapida morte celular. Morte celular também pode



ocorrer devido a potente destruicdo e danos aos acidos nucléicos
(GUZEL-SEYDIM, GREENE, SEYDIM, 2004).

O ozbnio corresponde ao segundo agente oxidante
comum mais potente, conforme descrito na Tabela 3. Esta
potente capacidade de oxidagdoo tornamuito eficaz na
destruicdo de microrganismos e por reagir frente a diversos
constituintes  celulares,  possui  reduzida chance de
desenvolvimento de resisténcia frente aos organismos alvo
(GUZEL-SEYDIM, GREENE, SEYDIM, 2004; GRAHAM et
al., 2011).

Tabela 3 - Agentes oxidantes de seus respectivos potenciais oxidativos

Agente oxidante Potencial oxidativo (mV)
Flaor 3,06
Ozbnio 2,07
Permanganato 1,67
Dioxido de cloro 1,50
Acido hipocloroso 1,49
Gés cloro 1,36
mV: milivolts

FONTE: Guzel-Seydim, Greene, Seydim (2004).

Este gas é um forte oxidante que também altera a
composicdo quimica de compostos inorganicos tais como
agrotdxicos ou outros residuos quimicos. Ainda, diversos estudos
ja demonstraram que 0 O3 gasoso reduz a populacéo fungica e a
atividade biolégica de uma variedade de micotoxinas,
correspondendo a um método eficaz para a desinfestacdo e
desinfeccdo de grdos. (MENDEZ et al., 2003; GUZEL-SEYDIM,
GREENE, SEYDIM, 2004; HARDIN et al, 2010;
MCDONOUGH et al., 2011; TIWARI et al., 2010; WHITE et
al., 2010; YOUNG, ZHU, ZHOU, 2006; ZORLUGENIC et al.,
2008).

Esta reducdo da atividade biologica de micotoxinas
também se deve ao seu poder oxidativo. De acordo com
Giordano (2009), nas reacBes de degradacdo de compostos
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organicos, o ozbnio tende a reagir preferencialmente com
compostos insaturados (alquenos, alquinos, anéis aromaticos,
entre outros). De fato, o O; € 0 reagente classico usado em
reacOes organicas para quebrar ligagdes duplas carbono-carbono,
via 0 mecanismo de Criegee (ou simplesmente ozondlise),
conforme representado na Figura 13.

Figura 13 - Reacdo direta do ozdnio com a matéria orgénica: (a)
mecanismo de Criegee e (b) exemplo do ataque eletrofilico do 0zbnio a
um composto aromatico.

(A)

\c_c/ he \C—C/—- _/J;_l\_ E 1 H

NN LTS
o\'oz'éﬁo \0/ /\\o/\

(B) N =

QH OH CH 0
00 &
o OH ~
0; " 0, OH
— R - ﬁl//’_ﬂ
“ou

FONTE: Giordano (2009).

Além da degradacdo de hidrocarbonetos alifaticos com
duplas ligagBes ou hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, a
presenca de estruturas de anel cloradose heterociclos de
nitrogénio em micotoxinas também estdo sujeitas ao ataque de
O3 (TIWARI et al., 2010).



2.5.3 Aplicac¢Bes em alimentos

Um  dos importantes  empregos de  o0zbnio na
agricultura corresponde ao tratamento pos-colheita de produtos
agricolas. Ozoénio pode ser aplicado aos alimentos como um gas
ou como em forma dissolvida na &gua, sendo que os principais
objetivos de sua aplicagdo na pés-colheita sdo: inativagdo de
crescimento bacteriano, prevencdo da deterioracdo flngica,
destruicdo de pesticidas e residuos quimicos, bem como no
controle de pragas de armazenagem (OZTEKIN,
ZORLUGENIC, ZORLUGENIC, 2006).

Ozébnio temsido efetivamente usado para controlar o
crescimento de fungos e reduzir a contaminagao por micotoxinas,
inclusive as AFLs, OTA e ZON com a importante propriedade de
ndo reduzir o valor nutricional de cereais. Ainda, o Oz €
reconhecido desde 1997 como seguro (Generally Recognized as
Safe - GRAS) pela Food and Drug Administration (FDA) e vem
sendo empregado na indlstria alimenticia na degradacdo ou
detoxificacdo de microrganismos ou produtos quimicos (RAILA
etal., 2006; DESVIGNES et al., 2008; TIWARI et al., 2010).

Ainda que o uso comercial do 0z6nio para 0 manejo de
grdos ndo ser bem documentado, existem diversos estudos que
descrevem seus potenciais beneficios tecnolégicos, sendo
efetivamente empregado no controle do crescimento flngico e na
reducdo da ocorréncia de micotoxinas em gréos e em produtos a
base de grdos, conforme representado no Quadro 3. Ainda,
oferece vantagens ao processamento de grdos com desejadas ou
minimas alteragdes fisico-quimicas ao produto exposto a este
tratamento (MCDONOUGH et al., 2011; TIWARI et al., 2010).



Quadro 3 - Aplicacédo de 0zbnio (O3) gasoso em diferentes
concentracdes e tempos de exposicdo em alimentos reportados na
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literatura.
Tempo de Redugdes
Matriz Concentragdo  exposi¢do Observadas Referéncias
03 O3
CEREAIS
Trigo 0,33 mg/g por 5 min 96 % esporos  Wau et al. (2006)
min de fungos in Tiwari et al.
(2010)
Cevada 0,16 mg/g 5 min 96 % esporos Allen et al.
de fungos (2003) in
Tiwari et al.
(2010)
Cevada 11 e 26 mg/g 15 min 24e36% Kottapalli et al.
Fusarium, (2005) in Tiwari
respectiv. et al. (2010)
Milho 50 ppm = 3 dias 63 % Kells et al.
mg/L Aspergillus (2001)
Milho 200 mg/min 92 horas >95 % AFB; McKenzie et al.
(1998) in
Zorlugenic et al
(2008).
Arroz com 50 ppm = 30 dias Sem alteragdes Mendez et al.
casca, milho, mg/L de composicao (2003)
trigo, soja quimica
OUTROS
Figo 13,8 mg/L 15 min 100 % fungos  Zorlugenic et al
desidratado (2008).
Figo 13,8 mg/L 30, 60, 48,7:72,4 ¢ Zorlugenic et al
desidratado 180 min 95, 2 % AFB;, (2008).
respectiv.
Pimenta 33 e 66 mg/L 60 min 80e93% Inan, Pala,
vermelha AFB; Doymaz (2007)
Salsicha 1 ppm = mg/L 8 Baixo lacumin,
horas/dia  crescimento de  Manzano, Comi
Aspergillus, (2011)
sem

produzir OTA




Reducdes tdo altas quanto 10° de microrganismos
associados a grdos armazenados foram alcancadas com o0s
tratamentos de Oz, bem como redugbes significativas nos niveis
de micotoxinas. Além disso, as investigacdes em grdos tratados
com O; indicam que este ndo tem impacto sobre a qualidade
intrinseca do grdo (MCDONOUGH et al., 2011).

Estudos anteriores que avaliaram concentragdes de Os
menores que 100 ppm (partes por milhdo ou mg/L) indicam que
longos tempos de tratamento sdo0 necessarios para controlar os
insetos e fungos em gréos armazenados (MCDONOUGH et al.,
2011).

2.5.4 Método de quantificagdo do ozbnio

Varios métodos sdo utilizados para quantificar o 0zonio.
Esses métodos podem ser classificados em fisicos, quimicos e
fisico-quimicos. Os métodos fisicos medem a capacidade de
adsorcéo de radiacdes no espectro visivel, UV ou Infravermelho.
Os métodos quimicos medem a formacdo de produtos quando o
O3 reage com substancias como o iodeto de potassio (KI) ou
iodeto de hidrogénio. Os métodos fisico-quimicos medem o
efeito fisico da reacdo do Oz com substncias quimio
luminescentes (luminol, acredium), onde se mede a luz
produzida por oxidacdo quimica, o que confere maior
sensibilidade ao método (CHIATTONE, TORRES, ZAMBIAZI,
2008).

Conforme Giordano (2009), medi¢des de concentracfes
de O3, tanto no feed-gas como no off-gas, em processo continuo,
via método de absorgdo em UV e iodométrico, permitem melhor
controle operacional do sistema. O método iodométrico utilizado
para a analise das amostras € quantitativo, sujeito a poucas
interferéncias e capaz de boa precisdo. O método iodométrico é o
mais utilizado para a quantificacdo do O; na fase gasosa, €
baseia-se na oxidacdo do ion iodeto pelo O3, que causa liberacéo
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de iodo. O gas contendo Oz e oxigénio passa pela solucdo de
iodeto de potassio, onde reage quantitativamente para produzir
um mol de O, para cada mol de Os.

O3+2|_+ H20—>|2+02+OH_

O iodo liberado é entdo titulado com uma solucdo
padrdo de tiossulfato de sodio e a concentracdo de Oz €
calculada. Esse método, muito empregado, utiliza uma solugdo
de Kl que, ao reagir com o Os, libera ions OH". O pH elevado € a
presenca de ions hidroxila constituem fatores propicios para o
inicio da decomposicdo do Os, podendo interferir na
determinacéo da concentracdo (GIORDANO, 2009).

2.5.5 Viabilidade de aplicagéo

Atualmente, o setor agricola enfrenta o problema do
baixo valor agregado de seus produtos e do alto custo de seus
insumos, que podem reduzir a margem de lucro da atividade do
setor agricola. Em razdo dos resultados de pesquisas que
apontam o potencial do ozénio no controle de fungos e insetos-
praga de grdos armazenados, este gas tem se tornado uma
importante alternativa para protecdo de produtos armazenados.
Sua utilizagdo na agricultura vem se tornando atraente, pois,
entre outras vantagens, pode ser gerado no préprio local de uso
(PEREIRA et al., 2008).

Diversos estudos demonstram a eficacia do gas O; frente
a insetos, fungos e micotoxinas durante o armazenamento de
cereais. Diante destes resultados, verifica-se a necessidade de
estudos detalhados sobre a viabilidade econémica desta nova
tecnologia. Uma anélise dessa natureza é de fundamental
importancia, pois traz contribuicdes ao setor agricola, podendo
auxiliar na tomada de decisdo sobre o planejamento,
administracdo e o retorno financeiro da atividade de
armazenagem (PEREIRA et al., 2008).



Resultados do trabalho de estudo de viabilidade de
fumigacéo de O; em grdos de milho armazenados desenvolvido
por Pereira et al. (2008) demonstram estreita relacdo com a
temperatura na qual se inicia a degradacdo do oz6nio. Como o
processo de degradacdo do oz6nio inicia-se entre temperaturas
variando de 30 a 35°C, é muito provavel que o
comprometimento do retorno do capital na temperatura de 30°C
esteja relacionado com perdas na concentracdo deste gas. Dessa
forma, pode-se inferir que a fumigacdo com O3 pode se tornar
economicamente viavel principalmente quando a ozonizagdo for
realizada a temperaturas da massa de grdos correspondentes a
faixa de 20 a 30°C.

Neste estudo de Pereira et al. (2008), foram utilizados os
indicadores financeiros Valor Presente Liquido (VPL), que
representa o retorno liquido gerado pelo investimento (indicado
pela diferenga positiva entre receitas e custos) e Taxa Interna de
Retorno (TIR), que representa a taxa média de crescimento de
um investimento para avaliar a viabilidade econémica da
aplicacdo de oz6nio gasoso em grdos. O VPL encontrado foi
maior que zero na temperatura de 20°C em todos os periodos de
armazenamento dos grdos (90, 135 e 180 dias), em que se
constatou que o VPL aumentou proporcionalmente com o
periodo de armazenamento. Quando a ozonizagdo dos graos foi
realizada a temperatura de 30°C, o VPL foi maior que zero
apenas no periodo de armazenamento de 180 dias. J& na
temperatura de 40°C, os valores de VPL de todos os periodos de
armazenamento avaliados foram menores que zero. A TIR do
presente investimento aumentou proporcionalmente com o
periodo de armazenamento quando a ozoniza¢do dos gréos foi
feita na temperatura da massa de gréos de 20°C, em que as TIRs
14,33 %, 55,5 % e 76,6 % correspondem, respectivamente, aos
periodos de armazenamento de 90, 135 e 180 dias. Na
temperatura de 30°C, a TIR foi maior que zero apenas no periodo
de armazenamento de 180 dias, com percentual de 15,75 %. Os
valores das TIRs maiores que zero encontrados neste trabalho
indicam que as receitas descontadas seriam superiores aos custos
descontados, mesmo se o mercado trabalhasse com taxas
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superiores a 10 % ao ano. J& na temperatura de 40°C, todas as
TIRs foram negativas, indicando a inviabilidade de utilizacdo do
ozbnio nesta temperatura, confirmando, assim, os resultados
observados para o retorno do capital e para o VPL. Desta forma,
os indicadores financeiros demonstraram rentabilidade da
fumigacdo do gas Os; quando os grdos foram armazenados
durante 90, 135 e 180 dias ap6s a ozonizagdo realizada na
temperatura da massa de graos de 20°C.

Outros estudos realizados por varios autores também
demonstram a viabilidade econdmicado usodo 0z0nio para
fumigar cereais armazenados, corroborando 0 wuso de
0zOnio como fumigante de grdos de uma alternativa viavel de
ambas as perspectivas ambientais e econdmicas (TIWARI et al.,
2010).
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3 ARTIGO: MICOBIOTA E QUALIDADE
MICOTOXICOLOGICA DE QUATRO CULTIVARES
DE ARROZ (Oryza sativa L.) EM CASCA RECEM-
COLHIDO E A RELACAO COM O TEMPO ENTRE
COLHEITA E RECEPCAO NA INDUSTRIA

3.1 RESUMO

Este estudo relata a qualidade e seguranca de quatro cultivares
(Epagri 109 / SCS 114 Andosan / Tio Taka 113 / Epagri 115 CL)
de arroz (Oryza sativa L.) recém-colhido cultivado sob sistema
de irrigagdo na cidade de Massaranduba, Norte de Santa
Catarina. Os parametros de qualidade avaliados foram micobiota,
micotoxinas (aflatoxinas, ocratoxina A e zearalenona),
distribuicdo de agua (contetdo de umidade e atividade de &gua -
a,) além de condi¢cBes ambientais (umidade relativa — UR e
temperatura) e a relacdo com o tempo entre a colheita e a
recepcdo na industria. As cultivares apresentaram tempo médio
de espera de 8,6 horas (min. 0,3 e max. 24,9 h), carga total de
fungos de 8,6 x 10* ufc / mL (min. 1,8 x 10° e max. 9,4 x 10° ufc
/ mL), com distribui¢do de dgua bastante elevada — contetdo de
umidade de 18,97 % (min. 14,9 e max. 24,5 %.) e a, 0,92 (min.
0,78 e max. 0,99.) - sob as condi¢Bes ambientais médias de 87,3
% (min. 80,0 e méx. 96,8%) e 25,4°C (min. 22,5 e max. 27,5°C)
de UR e temperatura, respectivamente. As condicfes sob as quais
as amostras foram submetidas permitiu o crescimento de fungos,
porém ndo foi detectada a presenca de micotoxinas. Em relacdo
aos géneros de fungos isolados das cultivares de arroz,
Aspergillus e Penicillium foram os mais frequentes entre todas as
cultivares e varia¢fes na distribuicdo destes entre as cultivares
ndo foram observadas. Ainda, ndo foi encontrada uma correlagéo
do tempo entre carga e descarga dos graos com a distribuicdo de
agua (conteudo de umidade e ay) € com a carga total de fungos.
Além disso, todos os resultados e a importancia do
monitoramento da qualidade micotoxicologica do arroz foram
discutidos.



Palavras-chave: fungos, micotoxinas, arroz recém-colhido,
tempo de espera.

3.2 INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) € um dos alimentos mais
importantes que alimentam a maior proporcao de populacdo do
mundo (SHI et al., 2009). Cultivado e consumido em todos os
continentes, o cereal se destaca pela area de cultivo e producéo,
desempenhando um papel estratégico tanto no aspecto
econdmico quanto social (EMBRAPA, 2005).

Microrganismos s80  onipresentes nos  ecossistemas
terrestres, local em que se encontram
disseminados contaminando diversas culturas de vegetais. Os
grdos ndo sdo excegdo e sdo contaminados por uma grande
variedade  de fungospor meio  doar, insetos,  chuva,
equipamentos e praticas agrondmicas. Esta atividade fungica
pode causar uma variedade de efeitos indesejaveis em graos e
sementes, sendo que também pode levar a producdo de
micotoxinas (MAGAN, ALDRED, 2007), compostos conhecidos
por suas caracteristicas maléficas ao organismo humano (PITT,
2000).

O desenvolvimento flngico e a producdo de micotoxinas
resultam da interagdo entre fungo, substrato e ambiente
(MORENO et al., 2009). O arroz constitui um 6timo substrato
para fungos, principalmente por ser rico em carboidratos
(HOELTZ et al, 2009) e por crescer em regides que
apresentam calor necessario e umidade abundante ideais para o
crescimento de fungos. Estas condigdes propiciam a
contaminacgdo micotoxicolégica, principalmente no campo e na
colheita, situagcdo na qual o teor de umidade ndo é facilmente
controlado. No caso especifico do arroz, os grdos ainda nao
processados, provenientes diretamente do campo, sdo 0s mais
suscetiveis s mais intensas contaminacBes (DUARTE, PENA,
LINO, 2010). Sendo assim, torna-se importante conhecer a
composicdo das comunidades flngicas estabelecidas durante o
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periodo da colheita, jA& que esta influencia diretamente na
qualidade pds-colheita e principalmente na armazenagem
(PATERSON, LIMA, 2010).

Os cereais contaminados podem representar uma fonte
direta de exposicdo humana, pelo seu consumo direto, ou uma
fonte indireta através do consumo de produtos derivados
de animais alimentados com racdo contaminada. Embora seja
menos comum em arroz do que em outros cereais, a
contaminacdo por micotoxinas tais como zearalenona - ZON,
aflatoxinas - AFLs e ocratoxina A - OTA neste cereal vem sendo
reportada em diversas partes do mundo. Ainda que muitos s&o 0s
anos de pesquisa e da introducdo de boas préaticas agricolas na
produgdo de alimentos e boas préaticas de fabricacdo na cadeia
de armazenagem e distribuicdo de cereais,
micotoxinas continuam a ser um problema mundial. Atualmente,
estudos tém demonstrado extensa contaminacdo por micotoxinas,
tanto em paises desenvolvidos como em desenvolvimento, sendo
que o impacto destas toxinas na salide humana e animal é ampla
e extensamente documentada (HOELTZ et al., 2009; DUARTE,
PENA, LINO, 2010; TIWARI et al., 2010; ZAIN, 2011).

Desta forma, o presente trabalho avalia a (a) micobiota e
a contaminacdo por micotoxinas (AFLs, OTA e ZON) e sua
relagdo com as condigdes ambientais, bem como a distribuicdo
de agua no arroz em casca recém-colhido cultivado em sistema
irrigado no Norte de Santa Catarina e (b) relacdo entre
pardmetros de qualidade / seguranga e 0 tempo em que 0 arroz
em casca recém-colhido passou no caminhdo de transporte
(desde a colheita até a descarga na recepcdo da industria).

3.3 MATERIAL E METODOS

3.3.1 Material



3.3.1.1 Amostra

Arroz em casca (n=40) recém-colhido, cultivado sob
sistema de irrigacdo, pertencente a quatro diferentes cultivares e
proveniente de 39 propriedades agricolas localizadas na cidade
de Massaranduba e regido, no Norte de Santa Catarina, conforme
indicado na Figura 1. As amostras foram coletadas de fevereiro a
margo de 2012 e as cultivares utilizadas foram (a) Epagri 109 (b)
SCS 114 Andosan, (c) Tio Taka 113 e (d) CL Epagrill5 (que
somadas representam aproximadamente 90 % das cultivares
utilizadas na regido), todas provenientes da Epagri, Brasil.

Figura 1 - Mapa da localizag&o geografica da cidade de Massaranduba,
a qual forneceu as amostras de arroz recém-colhido para o presente
estudo.

3.3.1.2 Padrdes, reagentes, meios de cultura e outros materiais

Padrbes de aflatoxinas (AFLs: AFB;, AFB,, AFG; and
AFG,;), ocratoxina A (OTA) e zearalenona (ZON), todos da
Sigma. Acetona, etanol e tolueno (Synth), sulfato de amoénia e
benzeno (J. T. Baker), cloroférmio, acetato de etila, metanol,
acido acetico, acido férmico, cloreto de aluminio and sulfato de
sodio anidro (Vetec), cloreto de potéssio (Lafan), sulfato de
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cobre (F. Maia), todos de grau analitico. Peptona, malt extract
agar - MEA e potato dextrose agar — PDA, todos da Himedia.
Corante lactofenol (Fluka), cloranfenicol (Sigma), terra
diatoméacea (Synth), papel filtro (Unifil), placa cromatogréfica
Reagen (Quimibras).

3.3.1.3 Equipamentos

Removedor de impurezas de 1 kg de capacidade (Ouro
Pecas), autoclave (Phoenix), medidor de atividade 4gua modelo
Aqua Lab 4TE (Decagon Devices), cabine de fluxo laminar
(Veco), estufa de secagem (Olidef Cz), microscopio Optico
(Olympus), microscépio estereoscopio (Carlzeiss Jena), estufa
incubadora (Quimis), balanga analitica e semi-analitica
(Shimadzu e BEL, respectivamente), contador de coldnias
(Phoenix), pipeta automatica de 100 e 1000 pL (Digipet),
liquidificador inoxidavel, 2 L de capacidade (Metvisa).

3.3.2 Métodos

3.3.2.1 Coleta e preparo das amostras

As amostras foram randomicamente coletadas,
perfazendo um total de dez amostras por cada cultivar, no
periodo de fevereiro a marco de 2012 a partir de caminh@es que
estavam na recepcao da industria. A coleta foi realizada com o
emprego de um calador pneumatico em seis pontos de cada
caminhdo (capacidade de coleta: 10 kg). Cada amostra foi
quarteada e reduzida até 300 g, encaminhada para remocgéo de
sujidades, identificada e enviada para laboratério para a
realizacdo das analises subsequentes.



3.3.2.2 Distribuicdo de agua

Em relacdo a distribuicdo de agua, contetdo de umidade
e atividade agua - a, foram avaliados. O contelido de umidade
foi determinado em triplicata pela secagem da amostra em estufa
(105°C + 5°C), de acordo com o0 método gravimétrico da AOAC
(2005). A a, foi realizada em triplicata, utilizando o
equipamento do Aqua Lab 4TE (Decagon Devices), que possui
uma lamina higroscopica de cloreto de litio, que alterna
resisténcia elétrica ou condutancia, fornecendo a atividade em
agua.

3.3.2.3 Testes micoldgicos

A contagem total de fungos foi realizada em duplicata
utilizando o método de Samson, Hoesktra, Frisvad (2004) por
plaqueamento de diluicées seriadas (10™ a 10™*) em meio PDA
com 50 ppm de cloranfenicol. A identificacdo de género
empregou microcultivo em MEA pela técnica de Riddell,
conforme descrito por Weber e Pitt (2000), e seguiu as chaves de
Samson, Hoesktra, Frisvad (2004).

3.3.2.4 Anélise de multi-toxinas

A andlise de AFLs, OTA e ZON foi realizada por
cromatografia em camada delgada, conforme Soares e
Rodriguez-Amaya, 1989. O limite de detec¢do do método para
AFLs, OTA e ZON corresponde a 2, 5 e 55 ug / kg e o limite de
quantificacdo a 4, 10 e 165 pg / kg para cada micotina
respectivamente. Fase mével de tolueno: acetato de etila: &cido
férmico (6 : 3,95 : 0,05). Placa cromatografica foi visualizada em
luz ultra-violeta em 360 nm para interpretacdo dos resultados.
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3.3.2.5 Obtencéo de dados do tempo da colheita até a recep¢édo
na industria e das condi¢des ambientais

Informac@es sobre o arroz em casca recém-colhido, tais
como o horério da colheita, do carregamento e da entrada na
Recepcéo da Industria foi obtido a partir das notas fiscais dos
caminh@es transportadores. Este tempo (expresso em horas) da
colheita até ao momento em que os grdos foram descarregados
na industria representa o periodo em que o arroz ficou dentro do
caminhdo para transporte. Os dados sobre as condigdes
ambientais (temperatura e umidade relativa — UR) dos dias de
coleta de amostra foram fornecidas pela Epagri, Massaranduba,
Santa Catarina.

3.3.2.6 Analise estatistica

Os dados obtidos foram organizados em tabelas
descritivas contendo frequéncias absolutas, frequéncias relativas
percentuais (proporg¢des), amplitudes, médias e desvios padrao.
Para comparacdo das propor¢bes de géneros de fungos foi
utilizado o teste Qui-quadrado de proporgGes independentes.
Para comparar as cultivares com relagdo as variaveis
quantitativas, foi utilizado o teste Kruskal Wallis da ANOVA.
Para correlacionar variaveis quantitativas entre si numa analise
bivariada utilizou-se a Correlagdo Linear de Pearson. Em todos
os testes utilizados na pesquisa o resultado foi considerado
significativo se o valor P < 0,05. Para anélise dos dados foi
utilizado o software Statistica verséo 7.

3.4 RESULTADOS

Os resultados de umidade (contetdo de umidade e ay),
carga total de fungos, micotoxinas (AFLs, OTA e ZON) e tempo
de espera no caminhdo de cada cultivar separadamente e de todas



as cultivares juntas estdo organizados na Tabela 1, que indica a
amplitude, média e desvio padréo de cada variavel.

Para melhor visualizacdo, a distribuicdo dos resultados

apresentados na Tabela 1 estd disposta em histogramas de
Shapiro-Wilk na Figura 2, para todas as cultivares.

Tabela 1 - Resultados do tempo de espera, conteGdo de umidade,
atividade 4gua, carga total de fungos e micotoxinas (aflatoxinas,
ocratoxina A e zearalenona) em cada cultivar de arroz em casca recém-
colhido coletados entre fevereiro e marco de 2012

Arroz
Cultivar Parametros n Amplitude Média + DP
analiticos
*
(The)mpo de espera® 4, 0,3-20,6 10,76 + 7,46
Contetido de
Epagri  umidade (%) 10 171-243 19,44 +2,22
109 Atividade agua 10 0,91 -0,98 0,94 £ 0,03
%irggst‘(’a"]’l!f/’eml_) 10 49x10°-42x10° 6,1x10° +1,3x10°
Micotoxinas 10 ND ND
*
(Thgmpo deespera™ 4, 0,3-24,3 9,79+9,81
Contetdo de
TioTaka ymidade (%) 10 149245 18,24 + 2,76
13 Atividade 4gua 10 0,78-0,98 0,9+0,06
%irgsst((ﬁ:;?eml_) 10 1,8x10°-1,2x10° 3,5x10°+3,6 x 10*
Micotoxinas 10 ND ND
*
(The)mpo deespera® ), 1-249 418+7,32
Contetdo de
SCS 114 umidade (%) 10 156234 18,78 + 3,36
Andosan - aividade agua 10 0,78 - 0,99 0,9 +0,07

Carga total de
fungos (ufc / mL)

Micotoxinas

10
10

32x10°-9,4x10°
ND

1,2 x10%+2,8 x 10°
ND
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Tempo de espera *
(h)
~ Conteudo de
Epagri  umidade (%)
HSCL Atividade agua 10 0,87 - 0,96 0,93 +0,03

Carga total de
fungos (ufc / mL)

10 05-22 9,69+9,12

10 17,7-22,6 19,4 +1,46

10 52x10°-41x10° 12x10°+1,5x10°

Micotoxinas 10 ND ND
*
(The)mpo deespera™ 0,3-249 8,61 +8,57

Contetdo de
Todas Umidade (%)

Atividade agua 40 0,78 -0,99 0,92 £ 0,05

Carga total de
fungos (ufc / mL)

Micotoxinas 40 ND ND

40 149-245 18,97 +25

40 18x10°-94x10° 8,6x10*+1,7x10°

n —ndmero de cultivares analisadas; DP — desvio padrdo; ND - ndo
detectado
* Tempo entre a colheita e a descarga na industria

Figura 2 - Histogramas de Shapiro-Wilk dos resultados de (a) contetdo
de umidade, (b) atividade &gua, (c) carga total de fungos e (d) tempo de
espera de todas as amostras das quatro cultivares de arroz recém-
colhido coletadas de fevereiro a marco de 2012.
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No que diz respeito as condi¢fes ambientais, dados da
temperatura e UR de cada dia de coleta foram graficamente
organizados na Figura 3. A temperatura e UR nos 15 dias de
coleta (entre fevereiro e margo de 2012) apresentaram variagao
entre 22,5 a 27,5 C para temperatura e entre 80,0 a 96,8 % de
UR, apresentando valor médio de 25,4 C e 87,3 %, para cada
variavel, respectivamente.

Figura 3 - Representacdo grafica da média das condi¢des ambientais
(umidade relativa e temperatura) em cada dia de coleta de arroz em
casca recém-colhido entre fevereiro e margo de 2012.
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Para verificar a relacdo entre contetdo de umidade, a,, €
carga total de fungos nas amostras estudadas, a correlacdo linear
de Pearson foi utilizada, sendo que os resultados sdo
apresentados na Tabela 2. Para o arroz recém-colhido analisado,
uma correlacdo significativa fraca (R = 34,91 para contetdo de
umidade e carga total de fungos e R = 31,08 para a,, e carga total
de fungos) foi observada entre essas variaveis. O parametro
tempo de espera ndo apresentou correlacdo significativa com as
variaveis analisadas.
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Tabela 2 - Resultados da Correlagdo Linear de Pearson entre tempo de
espera e conteido de umidade, atividade agua e carga total de fungos de
arroz em casca recém-colhido

Parametros Tempode Conteidode  Atividade Carga total de

analiticos espera umidade agua fungos
Tempo de R=100% R=-21,95% R=-7,59% R =-13,78%
espera NA P=0,1740 P =0,6420 P =0,3970
Conteudo de NA R =100% R =87,33% R =34,91%
umidade NA NA P =0,0000 P =0,0270
Atividade NA NA R =100% R =31,08%
agua NA NA NA P =0,0510
Carga total NA NA NA NA

de fungos NA NA NA NA

I - Se P < 0,05 entéo correlacéo significante (P < 0,05).

Il - Observacdo: a correlagdo linear de Pearson (R) pode ser classificada
como: (i) inexistente (se 0% < R <20%), (ii) fraca (se 20% < R < 50%),
(ii1) moderada (se 50% < R < 80%), (iv) forte (se 80% <R < 100%).
NA- ndo aplicavel

A fim de comparar as cultivares de arroz entre si com o
objetivo de identificar possiveis diferencas de comportamento
entre as estas, o teste de Kruskal Wallis da ANOVA foi utilizado,
o qual ndo indicou diferenca significativa (P > 0,05) entre as
cultivares quanto a tempo de espera, carga total de fungos e
distribuicdo de agua.

A distribuicdo dos géneros de fungos entre as quatro
cultivares é apresentada na Tabela 3. A proporcao dos géneros de
fungos verificada para cada cultivar foi analisada pelo teste Qui-
quadrado, o qual ndo indicou diferencas significativas nas
proporcdes dos géneros de fungos entre as cultivares (P> 0,05).
Os géneros fungos mais presentes em maiores propor¢des no
arroz recém-colhido analisado foram Aspergillus e Penicillium.



Tabela 3 - Distribui¢do dos géneros de fungos isolados de arroz em
casca recém-colhido

Género

Numero absoluto e percentual de fungos isolados
para cada cultivar

*

Epagri Tio Taka SCS 114 Epagri
109 113 Andosan 115 CL
Acremonium 3 (30) 3(30) 4 (40) 1(10) 0,49691
Aspergillus 10 (100) 9 (90) 10 (100) 9(90) 0,55085
Botrytis NI 1(10) NI NI NA
Fusarium 5 (50) NI 2 (20) 1(10)  0,10905
Mucor 1(10) 2 (20) 1(10) NI NA
Penicillium 9 (90) 10 (100) 10 (100) 10 (100) 0,37992
Phialophora NI NI NI 1(10) NA
Rhizomucor NI NI 1(10) NI NA
Rhizopus 5 (50) 7 (70) 8 (80) 8(80) 0,41418
Saprolegnia NI 1(10) NI NI NA
Trichoderma NI 1(10) NI 1(10) NA

*Teste Qui-quadrado
NI — ndo isolado; NA — néo aplicavel

3.5 DISCUSSAO

Para todas as cultivares de arroz recém-colhido
estudadas, o conteldo de umidade e a, juntamente com o
substrato em questdo propiciou uma contaminacao fingica média
de 8,6 x 10* ufc / mL no arroz em casca. Mesmo com uma
contaminacdo flngica significativa, nenhum fungo se mostrou
toxigénico nestas condi¢Ges, uma vez que nao foram detectadas
micotoxinas nas amostras analisadas.

Em relacdo as condi¢cGes ambientais, a temperatura e UR
nos dias de coleta apresentaram o valor médio de 25,4°C e 87,3
%, respectivamente. Como descrito por Varios autores, essas
condi¢des sdo passiveis estabelecer altos niveis de contetido de
umidade e a, conforme verificado no estudo, bem como de
propiciar o desenvolvimento de fungos, especialmente durante o
tempo de espera no caminhdo, onde a respiracdo e transpiracao
dos gréos sdo afetadas e favorecem esta proliferacéo.
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De acordo com Velluti et al. (2000) e Moreno et al.
(2009), condicbes ambientais, tais como temperatura e
disponibilidade de &gua, tem um importante impacto tanto sobre
o0 crescimento de fungos quanto na ocorréncia de micotoxinas, ja
que a producdo destes compostos é geneticamente regulada em
resposta as condi¢Bes ambientais. Conforme indicado pela
Correlacdo de Pearson para conteldo de umidade e a, frente a
carga total de fungos, realmente foi verificada uma relacdo entre
estes fatores. Contudo, mesmo que a contaminagao fangica tenha
ocorrido, o tempo de espera ndo apresentou relagdo direta com o
conteldo de umidade, a,, carga total de fungos e micotoxinas.
Provavelmente isto ocorreu devido (a) a qualidade
micotoxicolégica inicial do arroz recém-colhido, o qual
apresentou uma contaminacao fangica relativamente baixa (cerca
de 10* ufc / mL), além de n&o apresentar micotoxinas
provenientes do campo, bem como devido (b) as condicbes
climaticas (temperatura e UR) durante a colheita e 0 tempo em
que o arroz estava no caminhdo, as quais se mostraram
suficientemente  adequadas para manter a qualidade
micotoxicolégica inicial do cereal. Portanto, pode-se considerar
que as condicBes climaticas e o tempo de espera no caminhéo
durante o periodo estudado néo propiciaram uma contaminagao
excessiva por fungos ou favoreceram a producéo de micotoxinas
no substrato analisado.

Em relacdo ao teste de Kruskal Wallis da ANOVA,
utilizado para comparar as cultivares de arroz entre si, ndo foram
indicadas diferencas significativas entre as cultivares (P > 0,05).
Portanto, foi encontrado um comportamento semelhante nas
quatro cultivares em relagdo contetdo de umidade, a,, carga total
de fungos e tempo de espera no caminhdo. Desta forma,
nenhuma cultivar especifica apresentou resisténcia ou
suscetibilidade significativa para algum destes pardmetros.
Ainda, a distribuicdo dos géneros fungos isolados analisada pelo
teste do Qui-quadrado ndo indicou diferencas significativas (P>
0,05) entre as quatro cultivares, o que significa que ndo ha uma
tendéncia ou susceptibilidade de uma cultivar de arroz especifica
para os géneros de fungos encontrados.



Como esperado, resultados da distribuicdo de géneros de
fungos apresentaram uma presenca ubiqua de Aspergillus e
Penicillium no arroz recém-colhido analisado. Os géneros mais
importantes de fungos toxigénicos, de acordo com Zain (2011),
inclui Aspergillus, Fusarium e Penicillium, sendo que todos estes
foram encontrados nas amostras de arroz estudadas. Micotoxinas
ocorrem com mais freqiiéncia em areas de clima quente e imido,
propicio para o crescimento de fungos (Zain, 2011); no entanto,
ndo foram detectadas micotoxinas neste estudo. Este fato pode
ser indicativo tanto de que as espécies de fungos presentes nédo
eram micotoxigénicas e / ou as condic¢Bes entre o substrato e as
condi¢gdes ambientais ndo eram adequadas o suficiente para a
produgdo de micotoxinas. De qualquer forma, o conhecimento
sobre os padrfes de infeccdo flngica em arroz pode corresponder
a uma importante ferramenta na prevencdo da deterioracio
fingica tanto no campo como no armazenamento.

Sendo assim, torna-se importante a manutencdo de uma
avaliacdo regular da qualidade micotoxicolégica do arroz a partir
do campo e da colheita, uma vez que é na maturacdo em que o
grdo tem sua expressao maxima de qualidade, que por sua vez s6
tende a reduzir durante o armazenamento, na inddstria e no
comércio, conforme Elias, Oliveira, Antunes (2009) relata. Além
disso, de acordo com Bennett e Klich (2003), alimentos podem
ser contaminados por micotoxinas em varias fases da cadeia
alimentar e, conforme relatado por Hussein e Brasel (2001), uma
vez que os fatores que contribuem para a presencga ou produgdo
destas toxinas incluem condicdes ambientais e ecoldgicas, muitas
vezes, se apresentam além do controle humano.

3.6 CONCLUSOES

De maneira geral, foi verificado um comportamento
semelhante entre as quatro cultivares de arroz recém-colhido
analisadas, sendo que nenhuma cultivar especifica apresentou
resisténcia ou suscetibilidade significativa para algum dos
parametros analisados.
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Ainda que a contaminagdo fungica tenha ocorrido, o
tempo de espera ndo apresentou relacdo direta com o contetdo
de umidade, atividade &gua, carga total de fungos e micotoxinas;
0 que demonstra que o tempo de espera no caminhdo néo
influenciou estas variaveis para as amostras analisadas nas
condicBes em que estas se encontravam.

Como esperado, resultados da distribuicdo de géneros de
fungos apresentaram uma presenca ubiqua de Aspergillus e
Penicillium no arroz recém-colhido. No entanto, ndo foram
detectadas micotoxinas neste estudo. De qualquer forma, o
conhecimento sobre os padrdes de infeccdo flingica em arroz
recém-colhido pode corresponder a uma importante ferramenta
para na prevencdo da deterioracdo flngica tanto no campo como
no armazenamento.

Sendo assim, torna-se importante a manutengdo de uma
avaliacdo regular da qualidade micotoxicoldgica do arroz a partir
do campo e da colheita, uma vez que sua qualidade s6 tende a
reduzir durante o armazenamento, na inddstria e no comércio e
uma vez que os fatores que contribuem para a producéo destas
toxinas muitas vezes se apresentam além do controle humano.
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4 ARTIGO: EFEITO DO GAS 0ZONIO NA MICOBIOTA
DE ARROZ (Oryza sativa L.) EM CASCA

4.1 RESUMO

Este trabalho relata o efeito da aplicagdo de atmosfera
modificada com gas ozbnio (O3) em arroz (Oryza sativa L.)
cultivado em sistema irrigado, seco e armazenado, sobre a sua
micobiota e distribuicdo de &gua (conteldo de umidade e
atividade agua - a,) a fim de aprimorar a seguranca durante o
armazenamento deste cereal. A partir de aplicacBes de trés
diferentes concentracfes de Oz (10, 20 e 40 mg / L) durante 1,6
minutos de corrente de gas ozonizado mais 30 minutos de
repouso, a maior variagdo observada foi na carga total de fungos,
que alcancou uma reducéo de 3-log (de 10° para 107 ufc / mL)
para 0s tratamentos com concentracdo de 20 e 40 mg / L de gas
Os. Ap0s o tratamento com o gas, o contelldo de umidade e ay
apresentaram uma ligeira reducdo (média do contetddo de
umidade baixou de 12,03 para 11,61% e média da a,, baixou de
0,67 para 0,63) nestas varidveis, 0 que era esperado devido o
curto tempo de exposi¢do ao gas Os. Apesar da extensa reducao
da carga total de fungos, foi verificado que os géneros
Aureobasidium,  Aspergillus,  Penicillium e  leveduras
demonstratam resisténcia as concentragdes de gas Oz aplicado,
de modo que os géneros de fungos mais sensiveis foram
Acremonium e Alternaria. Desta forma, o tratamento com Oz
mostrou ser uma alternativa eficaz segura ao meio ambiente para
reduzir a contaminacéo flngica de arroz armazenado e manter
sua seguranca micoldgica durante esta etapa da pds-colheita.

Palvras-chave: atmosfera modificada, 0z6nio, fungos,
distribuicdo de agua, arroz armazenado.



4.2 INTRODUCAO

Microrganismos s80  onipresentes nos  ecossistemas
terrestres, local em que se encontram
disseminados contaminando diversas culturas de vegetais. Os
grdos ndo sdo excecdo esdo contaminados por uma grande
variedade  de fungospor meio  doar, insetos,  chuva,
equipamentos e praticas agrondmicas. Esta atividade fungica
pode causar uma variedade de efeitos indesejaveis em gréos e
sementes, sendo que também pode levar a producdo de
micotoxinas (MAGAN, ALDRED, 2007), compostos conhecidos
por suas caracteristicas maléficas ao organismo humano (PITT,
2000).

O desenvolvimento flngico e a producdo de micotoxinas
resultam da interagdo entre fungo, substrato e ambiente
(MORENO et al., 2009), sendo que o arroz (Oryza sativa L.),
constitui um étimo substrato para fungos, principalmente por ser
rico em carboidratos (HOELTZ et al., 2009) e por crescer em
regides que apresentam calor necessario e umidade abundante
ideais para o crescimento de fungos (DUARTE, PENA, LINO,
2010). Como resultado, fungos ou seus esporos podem
contaminar o arroz em toda a sua cadeia produtiva, inclusive
aqueles produtores de micotoxinas (Duarte et al, 2010; Beber-
Rodrigues, Scussel, 2013).

Uma vez que os fatores que contribuem para a presenca
ou producdo de fungos incluem condicbes ambientais e
ecoldgicas que muitas vezes se apresentam além do controle
humano, a contaminagdo mundial de alimentos por fungos
corresponde a um problema significativo (Hussein e Brasel,
2001). Desta forma, tornam-se necessarios estudos sobre
desenvolvimento de métodos de descontaminacdo de fungos a
fim de reduzir sua incidéncia em alimentos e seus subprodutos.
Para este fim, a atmosfera modificada tém sido aplicada,
incluindo gases tais como gas carbdnico, nitrogénio, oxigénio
(isolados ou em uma mistura) e, mais recentemente, o0 gas 0zénio
(O3) (Scussel et al, 2011).
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Um  dosimportantes  empregos de Oz na
agricultura corresponde ao tratamento pds-colheita de produtos
agricolas (Zorlugenic et al., 2008), cuja aplicacdo na
manipulacdo e armazenagem pode reduzir ou eliminar micobiota
indesejavel de graos e seus produtos(Tiwari et al., 2010). O gas
O3 destroi microrganismos pela acdp oxidativa progressiva de
componentes celulares vitais e, por consequéncia, previne o
crescimento microbiano e estende a vida de prateleira de diversos
alimentos (Guzel-Seydim et al, 2004; Aguayo et al, 2006).

O O3 é um agente oxidante potente reconhecido desde
1997 como seguro (Generally Recognized as Safe - GRAS) pela
Food and Drug Administration (FDA) e vem sendo empregado
na industria alimenticia para a degradacdo ou detoxificagdo de
microrganismos. Suas aplica¢cdes incluem a descontaminagéo de
superficies, de 4gua ou equipamentos, armazenagem e
preservacdo de alimentos e esterilizacio de embalagens
(Desvignes et al., 2008; Cardenas et al., 2011).

Ainda que o uso comercial do O3 para 0 manejo de graos
ndo € bem documentado, existem diversos estudos que
descrevem seus potenciais beneficios tecnolégicos (McDonough
et al., 2011), principalmente em trigo, cevada, milho e castanha
do Brasil (Kells et al., 2001; Allen et al., 2003; Kottapalli et al.,
2005; Raila et al., 2006; Wu et al., 2006; McDonough et al.,
2011; Scussel et al., 2011); sendo que o0s autores ndo tém
conhecimento de estudos sobre o efeito deste gas na qualidade
micoldgica de arroz.

Sendo assim, este estudo foi conduzido de forma a
avaliar o efeito do gas Oz (em trés diferentes concentragdes)
sobre a degradacdo da micobiota e sobre a possivel reducdo de
agua em arroz sob condicfes de armazenagem.

4.3 MATERIAL E METODOS

4.3.1 Material



4.3.1.1 Amostra

Gréos de arroz (12,4 kg) cultivados em sistema irrigado,
em casca, armazenados, secos (conteldo de umidade em 12,03%,
atividade agua em 0,67), livres de impurezas e com contagem
total de fungos de 3,0 x 10° ufc / mL. As amostras foram obtidas
a partir de um silo de arroz (capacidade: 5.000 toneladas) da
indGstria de arroz Cooperativa Juriti localizada em
Massaranduba, Norte de Santa Catarina.

4.3.1.2 Reagentes e meios de cultura

Acido sulfdrico, iodeto de potassio e tiossulfato de sodio
de grau analitico (Synth), cloranfenicol (Sigma), corante
lactofenol (Fluka), indicador de amido. Peptona, malt extract
agar - MEA e potato dextrose agar - PDA, Himedia.

4.3.1.3 Equipamentos e aparelhos

Gerador de gas Oz, modelo OP-35-5L (Interozone),
medidor de atividade agua Aqua Lab (Decagon Devices),
medidor de fluxo 0-15 L / min (Protec), equipamento de remocao
de impurezas (Ouro Pecas), autoclave (Phoenix), capela de fluxo
laminar (Veco), microscopio Optico (Olympus), microscépio
estereoscopico (Carlzeiss Jena), estufa (Quimis), balanca semi-
analitica (BEL), contador de col6nias (Phoenix), pipeta
automatica, 10-100 pL (Digipet), estufa (Olidef Cz),
liquidificador inoxidavel (Metvisa).

4.3.1.4 Outros materiais
Termdmetro e higrémetro (J. Prolab). Silos-piloto

verticais (n = 7), construidos com tubos de policloreto de vinil
(PVC), nas dimensBes de 25 x 10 cm de altura e didametro,
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contendo uma tampa superior e duas aberturas (parte superior e
parte inferior dos silos-piloto) para a coleta da amostra e
aplicacdo de Os, respectivamente.

4.3.2 Métodos

4.3.2.1 Preparo dos silos-piloto e amostras para aplicacdo de Os

Os silos-piloto, depois de serem limpos, foram
preenchidos com 400 g de arroz que para aplicagdo de gas Os,
conforme indicado na Figura 1. Os silos-piloto foram divididos
em 4 grupos para a aplicacdo de gas ozonizado: Grupo C
(Controle: sem tratamento de Og), Grupo 1 (Os: 10 mg / L),
Grupo 2 (Os: 20 mg / L), o Grupo 3 (Os: 40 mg / L). Cada
tratamento foi realizado em dez repeti¢Ges (n = 10), exceto para
0 Grupo C (n=1).

4.3.2.2 Tratamento com O3

O gas O3 foi aplicado através da abertura inferior do
silo-piloto por meio de uma bomba de ar comprimido e de um
gerador de O3 a fim de obter a concentragdo estabelecida em
cada silo-piloto (10, 20 e 40 mg / L a um fluxo de 1 L / min). A
corrente de gas foi mantida até que o volume do silo-piloto fosse
completado com o gas ozonizado (tempo de exposigdo a corrente
de gas: 1,6 min) e entdo deixado em repouso por 30 minutos
(coleta de amostras de arroz tratado apds apds o tempo de
exposicdo a corrente de gas e ao tempo de repouso). Apos este
periodo, amostras de arroz tratado foram coletadas e
encaminhadas para os testes micoldgicos, analise de contetido de
umidade e atividade adgua. A concentracdo de O foi medida na
saida do gerador por meio do método iodométrico, de acordo
com APHA (1999); no qual o gas ozonizado foi borbulhado em
solucdo de iodeto de potassio, seguido da titulacdo com



tiossulfato de sédio para quantificacdo de ozbnio. O esquema
completo do tratamento de arroz em casca com gas Os estd
representado na Figura 1.

Figura 1 - Representagéo esquematica do tratamento de g&s 0z6nio no
arroz em casca (*) método iodométrico para quantificar a concentragao
de ozbnio.

Saida

«- Arroz em casca: 400g

<& Disoo seccionado

Compressor L~  Gerador §
dear de 020nio

4.3.2.3 Analises

4.3.2.3.1 Testes micoldgicos

A contagem total de fungos foi realizada em duplicata
utilizando o método de Samson, Hoesktra, Frisvad (2004) por
plaqueamento de diluicdes seriadas (10 a 10*) em meio PDA
com 50 ppm de cloranfenicol. A identificacdo de género
empregou microcultivo em MEA pela técnica de Riddell,
conforme descrito por Weber e Pitt (2000), e seguiu as chaves de
Samson, Hoesktra, Frisvad (2004).
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4.3.2.3.2 Distribuicdo de 4gua

Em relacdo a distribuicdo de agua, contetdo de umidade
e atividade &gua - a, foram avaliados. O contelido de umidade
foi determinado em triplicata pela secagem da amostra em estufa
(105°C + 5°C), de acordo com o método gravimétrico da AOAC
(2005). A a, foi realizada em triplicata, utilizando o
equipamento do Aqua Lab 4TE (Decagon Devices), que possui
uma lamina higroscopica de cloreto de litio, que alterna
resisténcia elétrica ou condutancia, fornecendo a atividade em
agua.

4.3.2.3.3 Estatistica

Os dados foram organizados em tabelas descritivas
contendo frequéncias absolutas, frequéncias relativas percentuais
(proporgdes), médias, desvios padrdo. Para comparar 0s
tratamentos entre si, com relagdo a varidveis quantitativas, foi
utilizado o Teste F da ANOVA. Para comparacdo das proporcdes
de fungos em cada tratamento e em cada género foi utilizado o
Teste k de proporc6es independentes da ANOVA. Para associar
0s géneros de fungos e leveduras com os tratamentos foi
utilizado o Teste Qui-quadrado de independéncia. Em todos os
testes utilizados na pesquisa 0 resultado foi considerado
significativo se o valor P < 0,05. Ainda, uma equacdo de
regressdo foi desenvolvida a fim de verificar o comportamento
logaritmico da reducdo da carga total de fungos ap6s os
tratamentos com ozOnio. Para anélise dos dados foi utilizado o
software Statistica, verséo 7.

O fluxograma do estudo arroz em casca em diferentes
tratamentos com gas 0z06nio é esquematizado na Figura 2.



Figura 2 - Representacéo esquematica do preparo de amostras,
tratamentos de 0zonio e analises realizadas no arroz em casca
armazenado estudado.
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4.4 RESULTADOS

Dados sobre o efeito do gas O3 no arroz em casca quanto
a carga total de fungos e distribuicdo de agua (conteldo de
umidade e a,) para cada tratamento de O3 (Grupos 1, 2 e 3)
foram avaliados estatisticamente por meio do teste ANOVA,
sendo que os resultados estdo apresentados na Tabela 1 e Figura
3.

Tabela 1. Resultados do arroz em casca tratado com gés ozoénio quanto
a carga total de fungos e distribui¢éo de gua

R Tratamento com O, Dados

Pz\rar?,?_teros G Concentragio o \1sdiasDP Amplitud P

naliticos rupo (mg/L) edlax mplitude
Carga total C 0 1 3,0x10°+tNA NA ~
de fungos 1 10 10 2,8x10*+8,1x10* 1,0x10-2,6x10° &
(ufc/mL) 2 20 10 1,6x10%+54x10  9,5x10-25x10° S
3 40 10 14x10%7,7x10  2,5x10-2,9x10*°
Conteldo C 0 1 12,03xNA NA ©
de 1 10 10 11,34+0,30 11,01-11,85 8
umidade 2 20 10 11,68+0,31 1123-1202 8
(%) 3 40 10 11,810,29 11,4-12,24 e
Atividade C 0 1 0,67+NA NA o
Agua 1 10 10 0,65+0,01 0,63-0,66 8
2 20 10 0,63%0,02 0,61-0,66 =]
3 40 10 0,61+0,02 0,56-0,64 e

“nimero de amostras analisadas; "Teste f se P<0,05: diferenca
significativa; DP: desvio padrdo; NA: ndo aplicavel



Figura 3 - Resultados gréaficos do arroz em casca tratado com 0zdnio
quanto a fungos e distribuicdo de umidade: (a.1) carga total de fungos,
(a.2) contetido de umidade, (a.3) atividade dgua para cada concentragdo
de ozdnio (10, 20 e 40 mg/L para os Grupos 1, 2 e 3, respectivamente)
aplicada.
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4.4.1 Distribuicdo de umidade e carga total de fungos

O teste estatistico aplicado mostrou que a carga total de
fungos e a distribuicdo de umidade variaram com as diferentes
concentragcBes de Oz aplicadas (P < 0,05). O contetdo de
umidade e a, também apresentaram diferencas entre 0s
tratamentos, tendo suas médias reduzidas apés a aplicacdo de Os
(Tabela 1). A carga total de fungos apresentou diferenca
significativa entre os tratamentos de Os, sendo expressa como
uma importante reducgdo: para o tratamento de 10 mg / L, houve
uma reducdo de 90,40 %, a qual atingiu a marca de 99,95 % para
ambos os tratamentos de 20 e de 40 mg/ L (Tabela 2).

Tabela 2 - Proporgdes da redugdo da carga total de fungos no arroz em
casca apos diferentes tratamentos com gas 0zonio

Grupos Tratamento com  Carga total de Proporcéo de
O3 (mg/L) fungos (ufc/mL) reducéo (%)
C 0 3,0 x 10° NA®
1 10 2,8x10° 90,40
2 20 1,6 x 10° 99,95
3 40 1,4x10° 99,95
?ndo aplicavel

4.4.2 Distribuicéo dos géneros de fungos versus tratamentos
com gas O;

A distribuicdo e a propor¢do dos géneros de fungos
isolados de amostras de arroz estdo apresentadas na Tabela 3, a
qual indica a presenca de Aspergillus, Penicillium, Acremonium,
Alternaria e Aureobasidium além de leveduras no substrato
analisado. Diferencas estatisticamente significativas (P < 0,05)
foram observadas entre a distribuicdo e propor¢do de géneros de
fungos para cada tratamento de gas O pelo Teste k da ANOVA.
Mesmo com a acentuada reducdo da carga fungica, os resultados
sugerem uma certa resisténcia dos géneros Aureobasidium,
Aspergillus, Penicillium e de leveduras frente ao gas Oz nas
condigdes de aplicacdo do presente estudo, j& que suas proporgdes



foram mantidas quando a concentragdo de gas Oz aumentou
(Tabela 3).

Tabela 3 - Distribuigéo e proporcéo dos géneros de fungos no arroz em
casca apds diferentes tratamentos com gas 0zonio

NUmero total e proporcéo (%) de amostras positivas
Género de apés cada tratamento com gés 0z6nio (mg/L)

Pb
fungos Sem Grupol Grupo 2
tratamento® (10) (20) Grupo 3 (40)

Aspergillus 10 (100) 3(30) 6 (60) 6 (60) < 0,001
Penicillium 10 (100)  10(100) 6 (60) 7 (70) < 0,001
Acremonium 10 (100) 1(10)  NI°(NAY NI (NA) < 0,001
Alternaria 10 (100) 1(10) 1(10) NI (NA) < 0,001
Aureobasidium 10 (100) 1(10) 1(10) 1(10) < 0,001
Leveduras NI*(NA)” NI(NA)  3(30) 2 (20) <0,001

ZControle °Teste k se P<0,05: diferenca significativa “néo isolado °
ndo aplicavel

4.4.3 Ocorréncia de fungos e leveduras

A ocorréncia de fungos juntamente com leveduras bem
como apenas de leveduras isolados para cada tratamento com O;
das amostras de arroz em casca estdo na Tabela 4. O teste qui-
quadrado indicou diferenca significativa (P < 0,05) entre estes
dois eventos, indicando que as leveduras sdo mais resistentes ao
gas Oz quando comparadas aos fungos, nas condigdes aplicadas
ao presente estudo.

Tabela 4 - Efeito na distribuicdo de fungos e leveduras no arroz em
casca apos diferentes tratamentos com gés 0zdnio
Distribuicdo de fungos e leveduras versus

Fungos e/ou tratamento com O; (mg/L) b
leveduras Sem Grupol Grupo2 Grupo
tratamento”  (10) (20) 3 (40)
Fungos+leveduras 50 16 14 14
Leveduras NI° NI 3 2 0,0118

Controle ® Qui-quadrado se P<0,05: diferenca significativa °nao
isolado
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4.5 DISCUSSAO

Como esperado, os pardmetros analiticos (carga total de
fungos; conteldo de umidade; a,) que no arroz em casca hao-
tratado (Controle), estavam elevados (3,0 x 10° ufc / mL; 12,03
%; 0,67; respectivamente), nos Grupos 1, 2 e 3 tratados com O;
apresentaram variagfes tais como importante reducdo no
crescimento de fungos e reducdo na média da distribuicdo de
agua. Apds os tratamentos, o parametro analitico que mais foi
alterado no arroz em casca foi a carga total de fungos (de 10°
para 10% ufc / mL para os Grupos 2 e 3 de concentragio de O de
20 e 40 mg / L), seguido por contetido de umidade e a,, embora
em menor intensidade. Todos os dados foram estatisticamente
analisados, indicando que os resultados da carga total de fungos,
contetdo de umidade e a,, variaram significativamente (P < 0,05)
em relagdo as diferentes concentracfes de Os aplicadas.

Os dados relativos a carga total de fungos apresentou
diferenca significativa entre os tratamentos (Tabela 1), indicando
que houve uma diminuicdo de 90,40 % para o tratamento de 10
mg / L de O3 (Grupo 1) e alcangando 99,95 % de destruicdo de
fungos, para os tratamentos de concentracdo de gas Oz mais
elevados (20 e 40 mg / L nos Grupos 2 e 3, respectivamente).
Esta taxa de reducdo na carga total de fungos corresponde a uma
reducéo na ordem de 3 log (de 10° a 10° ufc / mL), de forma que
se mostrou na mesma propor¢do que Tiwari et al. (2010) e
McDonough et al. (2011), relataram em grdos de cereais ap0s
submetidos a tratamentos com o gas Os. Ndo obstante, Antony-
Babu e Singleton (2009) verficaram ainda que a inibi¢do fangica
ocasionada pelo tratamento com gas Os foi proeminente mesmo
em organismos que foram expostos a niveis bastantes baixos (0,2
pmol / mol) de Ospor curto periodo de tempo (10 minutos),
sendo j& capaz de degradar tanto o micélio quanto os esporos dos
fungos estudados. Ainda, este comportamento de reducédo
observado no estudo corresponde a uma regressdo logaritmica, a
qual, depois de uma determinada concentracdo de O (no caso:
20 mg / L nas condicdes de aplicacdo realizadas neste estudo),
ndo é mais esperada uma reducdo da carga total de fungos. Por



conseguinte, esta informacdo proveniente da regressdo
logaritmica estabelecida no estudo pode ser empregada como
uma ferramenta para o desenvolvimento de avalia¢Bes de custo-
beneficio para a aplicacdo Oz em arroz em casca em larga escala.

No que diz respeito a distribuicdo e proporcdo de
géneros dos fungos isolados de amostras de arroz em casca
analisadas (Tabela 3), identificou-se a presenca de Aspergillus,
Penicillium, Acremonium, Alternaria, Aureobasidium, bem como
de leveduras. Diferencas significativas (P < 0,05) foram
observadas entre a propor¢do géneros de fungos para cada
tratamento de O3 aplicado no arroz em casca, 0 que demonstra
que um aumento na concentracdo de Os leva a uma reducéo
significativa dos fungos isolados. Além disso, os dados sugerem
uma resisténcia dos géneros Aureobasidium, Aspergillus,
Penicillium e leveduras frente ao Os, j& que suas proporcoes
mantiveram-se quando a concentra¢do de Oz aumentou. Cérdenas
et al. (2011) relataram que uma variedade de resultados vem
sendo registrada na literatura cientifica em funcdo das
concentracbes de O; aplicados, dos tipos de aplicacdo (gas ou
liquido), bem como da matriz de alimento (grdos, frutos,
alimentos para animais) . Contudo, 0s resultados obtidos
estiveram de acordo com o relatado por White et al (2007), cujo
estudo realizou uma avaliacdo da degradagéo de fungos pelo Os
em milho e verificou susceptibilidade dos géneros na seguinte
ordem: Rhizopus> Fusarium> Aspergillus> Mucor> Penicillium.
Além disso, os mesmos autores sugeriram que o Oz pode ser
mais eficaz para determinados géneros de fungos em diferentes
concentracOes, que também foi observado no presente estudo.

Ainda, a ocorréncia de fungos e leveduras
simultaneamente foi significativamente diferente (P < 0,05) da
ocorréncia de somente leveduras para cada tratamento de O;
(Tabela 4). Portanto, estes dados confirmam que as leveduras séo
mais resistentes que os fungos frente ao tratamento com gas Os,
conforme sugerido pela Tabela 3. Este fato vem a corroborar
com as preocupacdes sobre a contaminagdo por micotoxinas, ja
que estes microrganismos ndo sdo conhecidos por produzirem
estes compostos.
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E importante enfatizar que o género Fusarium n&o foi
isolado das amostras de arroz em casca analisadas, ja que estas
foram armazenadas, apresentaram baixo conteido de umidade
(12,03 %) e as condigOes de armazenagem ndo foram adequadas
/ 6timas para o desenvolvimento deste género de fungo. O
conteldo de umidade ideal para fungos de campo, incluindo
Fusarium, é conhecido por variar de 20 a 23% (Scussel et al.,
2011). White et al (2007) apresentou um crescimento de
Fusarium no milho no em niveis de conteido de umidade téo
baixo como 16 %. No entanto, as amostras de arroz em casca
deste estudo ndo alcancaram estes niveis de conteldo de
umidade. Além disso, 0 arroz armazenado e suas condi¢des de
temperatura, luz e ventilagdo também podem impedir o
crescimento de Fusarium.

No que diz respeito aos dados de contetido de umidade e
ay em funcdo dos tratamentos de Os, houve diferengas
registradas na forma de reducdo destes parametros, mesmo que
ligeiramente, ou seja , de 12,03 para 11,61 % de contetdo de
umidade e 0,67 para 0,63 de ay. Essa reducdo ndo foi acentuada
provavelmente devido ao fato de que o fluxo da corrente de gas
de ozonizado (1L / min) e o tempo da aplicagdo desta corrente
(1,6 min) foram provavelmente curtos, ndo permitindo uma
grande percentagem de liberagdo de umidade a partir de tecidos
mais internos do arroz em casca. Outros estudos relatam
tratametos de outros alimentos com exposi¢des mais longas de
O3, de 60 a 189 minutos, permitindo maior tempo de efeito do
gas sobre a estrutura quimica das toxinas (Tiwari et al., 2010;
Scussel et al, 2011; Giordano et al, 2012). Contudo, Mendez et
al. (2003) observaram a ocorréncia de alterages organolépticas
indesejaveis quando o arroz foi submetido a concentracdes de Os
maiores que 50 mg / L; devido a este fato, o tempo de exposicao
do gas O3 no presente estudo foi mantido curto de maneira que a
concentracdo do gas ficasse abaixo deste limite.



4.6 CONCLUSOES

Este trabalho demonstrou que o gas Os, pode ser uma
alternativa eficaz e confidvel para a redugdo da contaminacao
fangica de arroz armazenado e para, consequentemente, evitar
danos na salde humana provenientes da ocorréncia fungos
toxigénicos viaveis no cereal. Além disso, a taxa de reducdo da
carga total de fungos demonstrou um comportamento
logaritmico, que pode ser empregado como uma ferramenta para
0 desenvolvimento de avaliagdes de custo-beneficio para a
aplicacdo de O3 em arroz em casca armazenado em larga escala.

O tratamento com Os, do ponto de vista ecoldgico, é
mais valioso que meios quimicos de desinfeccdo, o que se torna
apropriado, ja& que legislacbes relacionadas a alimentos
demandam o uso de aditivos seguros ao meio ambiente, bem
como ha cada vez mais incentivos para o desenvolvimento de
novas alternativas para desinfectar gréos.

Este € o primeiro trabalho realizado com Os; sobre
fungos e micotoxinas em arroz em casca, alimento basico dos
brasileiros e também de paises orientais como China, Japdo,
Tailandia, Indonésia, Malésia e llhas do Pacifico Sul.
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5 CONCLUSOES GERAIS

e Todas as cultivares de arroz recém-colhido apresentaram
comportamento semelhante, sendo que nenhuma cultivar
especifica apresentou resisténcia ou suscetibilidade
significativa para algum dos pardmetros analisados.

e Ainda que a contaminacdo flingica tenha ocorrido, 0
tempo de espera no caminhdo ndo apresentou relagdo
direta com o contetdo de umidade, atividade agua, carga
total de fungos e micotoxinas; 0 que demonstra que este
o tempo de espera ndo influenciou estas variaveis.

e A distribuicdo de géneros de fungos indicou uma
presenca ubiqua de Aspergillus e Penicillium no arroz
recém-colhido; no entanto, ndo foram detectadas
micotoxinas neste estudo. De qualquer forma, o
conhecimento sobre os padrdes de infeccdo flngica em
arroz  recém-colhido pode corresponder a uma
importante  ferramenta para na prevencdo da
deterioracdo flngica tanto no campo como no
armazenamento.

e O tratamento com g&s Oz demonstrou ser uma
alternativa eficaz para a reducdo da contaminacédo
fungica de arroz armazenado e para, consequentemente,
evitar danos na salde humana provenientes da
ocorréncia fungos toxigénicos viaveis neste alimento.

e A taxa de reducdo da carga total de fungos com o
tratamento estudado demonstrou um comportamento
logaritmo, que pode ser empregado como uma
ferramenta para o desenvolvimento de avaliagdes de
custo-beneficio para a aplicacdo de Oz em arroz em
casca armazenado em larga escala.

e O tratamento com O3, do ponto de vista ecoldgico, é
mais valioso que meios quimicos de desinfeccao, ja que
legislagdes relacionadas a alimentos demandam o uso de
aditivos seguros ao meio ambiente.



