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Resumo

Introducdo: A contaminacdo fingica ocorre frequentemente em arroz, apds a
colheita. Micotoxinas sdo metabdlitos secundarios produzidos por fungos toxi-
génicos considerados toxicos para humanos e animais e causam injiria em 6r-
gdos-alvo, como cancer hepatico. Objetivo: Neste estudo, objetivou-se determinar
os efeitos da radiagdo gama na descontaminacdo fungica, avaliar as alteragdes
em propriedades sensoriais e nos valores de Atividade de dgua (Aa) dos graos.
Métodos: Amostras de arroz foram irradiadas com doses de 2 e 4 kGy e semeadas
em agar Batata e Dicloran Glicerol 18 %. Resultados: Todos os grupos controle
de arroz apresentaram diversos géneros ftingicos, principalmente o grupo arroz
integral, se comparado com o polido. A presenca de fungos toxigénicos nas amos-
tras representa um risco potencial na formagdo de micotoxinas. Conclusao: O
tratamento nas doses de 2 e 4 kGy eliminou a contaminacao fiingica, garantindo a
qualidade do produto sem alteragdes significativas nas propriedades sensoriais.

Descritores: Arroz; Radiacdo gama; Fungos; Atividade de dgua.

Abstract

Introduction: Fungal contamination often occurs in rice after the harvest.
Mycotoxins are secondary metabolites produced by toxigenic fungi that are con-
sidered toxic to humans and animals and cause serious target-organ injury, as
hepatic cancer. Objective: The aim in this study was to determine the effect of
gamma radiation on fungal decontamination, evaluate changes on the sensorial
properties and on the water activity (Aw) values of grains. Methods: Samples of
rice were irradiated at dose of 2 and 4 kGy and in Potato and Dichloran glycerol
agar. Results: All control groups of the samples were contaminated with different
genera of fungi, mainly husked rice, comparing to polished rice. The presence
of toxigenic fungi in samples represents a potential risk to mycotoxins forming.
Conclusion: The treatment with dose of 2 and 4 kGy eliminated the fungal con-
tamination, ensuring the product quality without significantly changes in senso-
rial properties.

Key words: Rice; Gamma radiation; Fungi; Water activity.
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Introducéo

O armazenamento de graos sob condigdes
nao favoraveis sdao promotores do desenvolvi-
mento de fungos e durante seu desenvolvimento
esses produzem metabdlitos téxicos conhecidos
como micotoxinas, que afetam a satide humana
e dos animais que os consomem. Estudos pré-
vios ja demonstraram que o arroz pode estar
contaminado com micotoxinas'. Weidenboerner?
demonstrou a presenga de aflatoxinas de B,B,e
G, em duas de cinquenta amostras de arroz po-
lido no Brasil, numa concentragdao que variou de
26 a 96,3 ng/kg. Considerando as propriedades
ecoldgicas do plantio, o crescimento dos fun-
gos em arroz ocorre quando as concentragdes
de 4gua nos graos estdo acima de 14,6 % e, por
essa razdo, algumas espécies desses organismos
podem crescer no inicio da colheita, quando o
arroz ainda esta imido®. De acordo com Manabe
e Tsuruta?, os fungos, em sua maioria, sdo mesoé-
filos, ou seja, se desenvolvem em temperaturas
medianas na faixa de 22 a 35 °C, mas sdo capa-
zes de crescer também na de 5 a 45 °C.

As condigdes de umidade e temperatura
no Brasil sdo caracteristicas de paises tropicais e
subtropicais e apresenta condi¢oes ideais para o
desenvolvimento de fungos em culturas. Muitos
trabalhos validaram o emprego da radiagao io-
nizante no controle de insetos, além do aumen-
to da vida de prateleira de diversos produtos.
Varios autores também ja demonstraram que o
emprego da radiacdo gama pode prevenir ou re-
duzir a contaminacdo fingica.

Aziz e El-Aal® reportaram que a completa
eliminacdo de fungos toxigénicos em graos de
café e outros produtos foi alcancada com as do-
ses de 5 a 10 kGy. Em estudos posteriores, Aziz
et al.® observaram que a dose requerida para
uma completa inibi¢do de fungos contaminan-
tes em diversos tipos de alimentos variou de 4 a
6 kGy. A variagao dos efeitos em relacao a dose
empregada pode mudar conforme o substrato
irradiado. De acordo com Pitt e Miscamble” o bi-
nomio entre Atividade de 4gua (Aa) e tempera-
tura ideal para que ocorra o crescimento flingico

e consequente producdo de micotoxinas estd em
torno de 0,82 (25 °C), 0,81(30 °C) e 0,80 (37 °C).
Entretanto, ndo ha estudos que correlacionem a
Aa com a dose de radiacdo gama empregada no
tratamento para descontaminacgao de graos de
arroz. Aquino® demonstrou a redugao dos valo-
res de Aa em grdos de guarana irradiados nas
doses de 5 e 10 kGy, quando comparados aos va-
lores de amostras ndao irradiadas.

Segundo a legislagdo brasileira, o uso de
métodos empregados na elimina¢do de contami-
nantes deve ser estudado a fim de prever qualquer
alteragdo ou mudanca na matéria-prima®. Alguns
autores ja relataram que o processo pelo tratamen-
to por irradiacdo causou mudangas nas caracte-
risticas de arroz do tipo integral, em termos de
coloracdo, amilose, absor¢do de dgua, perdas de
solidos durante o cozimento, viscosidade, dureza
(apds o cozimento) e rancificagdo oxidativa’!.

O objetivo neste estudo foi analisar a mico-
biota em cinco tipos de arroz, coletados no mer-
cado varejista da cidade de Sao Paulo, avaliar a
presenca e eliminagdo da contaminagao fangica
(empregando as doses de 2 e 4 kGy) e a redugao
da Aa do substrato e, consequentemente, possi-
veis altera¢des nas propriedades sensoriais das
amostras irradiadas ap6s o cozimento.

Materiais e métodos

Amostras de arroz

As amostras de cinco tipos de arroz (con-
tendo 1 kg de cada tipo) foram adquiridas no
comércio varejista da cidade de Sdo Paulo e di-
vididas em cinco grupos: agulhinha polido, in-
tegral com casca, integral sem casca, tailandés e
parbolizado. Em seguida, foram fracionadas em
sacos de polietileno em aliquotas de 100 gramas
para os tratamentos e analises (Figura 1).

Tratamento pelo processo
de irradiagdo

Amostras de arroz acondicionadas e ve-
dadas em sacos de polietileno, contendo 100



gramas cada, foram irradiadas com a dose
de 2 e 4 kGy usando uma fonte de cobalto 60
(Gammacell 220) no Instituto de Pesquisas
Energéticas e Nucleares (IPEN), localizado na
cidade de Sao Paulo.

Contagem da micobiota

Apbs o processo de tratamento por irra-
diacdo, amostras irradiadas foram analisadas
em comparagdo com amostras controle (ndo ir-
radiadas). Os graos (10 g) foram colocados em
frascos contendo 90 ml de 4gua destilada esté-
ril (primeira dilui¢do) e agitados por 30 minu-
tos em mesa agitadora horizontal. A amostra da
primeira diluicdo foi submetida a dilui¢oes se-
riadas até 10 e, em seguida, uma suspensao de
0,1 ml foi semeada por plaqueamento de super-
ficie em duplicata. Dois meios de cultura foram
utilizados: agar Dicloran Glicerol 18% (DG 18) e
agar Batata Dextrose (ABD). Apés a incubacgao a
25 °C durante sete dias, a contagem (média da
duplicata) foi expressa em unidades formadoras
de coldnias por grama (UFC/g).

Determinac¢do da atividade de
dgua (Aa)

A atividade de agua (Aa) das amostras foi
determinada por meio do uso de equipamento
AQUALAB CX-2 (Decagon Devices), pertencente
ao Laboratério de Micotoxinas do Instituto de
Ciéncias Biomédicas II (USP).

Teste de aceitag¢do por escala
hedénica

As amostras de arroz (200 g) foram cozi-
das apenas em agua e analisadas por 16 julga-
dores, que receberam (individualmente) fichas
impressas nas quais anotaram suas avaliag¢des.
As amostras (identificadas apenas por ndme-
ros de trés digitos) foram avaliadas por meio de
uma escala hedénica para determinar a prefe-
réncia entre as amostras cozidas, considerando
a nota um (1) como “ndo gostei”, e a nove (9),

como “gostei muito”. Atributos sensoriais como
aparéncia, odor e sabor foram analisados con-
juntamente na mesma ficha. A analise estatisti-
ca dos resultados foi realizada por meio do teste
de multipla comparacao de Tukey e analise de
variancia ANOVA.

Coleta de arroz (contendo 1 kg de cada tipo)
do mercado varejista

|

Fracionamento das amostras (100 gramas) e
analise da micobiota

|

Analise da atividade de 4gua das amostras
de arroz

l

Tratamento por radiacdo ionizante (gama)
nas doses de 2 e 4 kGy

l

Anélise da descontaminacao fungica apés o
tratamento por radiacao

Analise da atividade de 4gua das amostras
de arroz ap0s a irradiacao

Andlise sensorial das amostras irradiadas e
grupo controle (nao irradiado)

Figura 1: Fluxograma experimental

Resultados

Isolamento fingico

Neste estudo, demonstrou-se que 80% das
amostras cruas estavam contaminadas por bo-
lores e leveduras, cuja contagem total variou de
0,5 x10* a 5,0 x10° nos grupos controle ou nao
irradiados (Tabelas 1 e 2), considerando os dois
meios de cultura empregados (DG18 e ABD).
Géneros de fungos toxigénicos, como Aspergillus
spp. e Penicillium spp., foram observados em 80
e 20%, respectivamente, no grupo controle. As
amostras de arroz integral com casca irradiadas
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com a dose de 2 kGy apresentaram o crescimen-
to de fungo do género Alternaria. Nenhum cres-
cimento fangico foi observado em todos os tipos

Tabela 2: Contagem total em UFC/g de
fungos contaminantes do grupo controle, 2 e
4 kGy em meio ABD

Amostras* | Controle (0 kGy) 2 kGy 4 kGy
tratados com a dose de 4 kGy. _Arrozh - N -
Tabela 1: Contagens de géneros fungicos talandes
isolados dos grupos controle e tratados com agulrl:?rfha FNE** FNE** ND***
as doses de 2 e 4 kGy, em meio DG 18 polid (1,0x10%) (0,5x10?)
Amostras* | Controle (0.0 kGy) 2 kGy 4 kGy Curvularia spp.
Arroz Aspergillus spp. 0,5 x10? .
tailandés (1,0 x10%) ND™ ND™ AT SCt(qulario;)Jsis SO
A : integral sop.(1.5x10) spp. ND***
rroz sem casca PPt (0,5x10?)
agulhinha ND ND*** ND*** Aspergillus spp.
polido (0,5x10%)
Aspergillus spp. Aspergillus spp.
(3,5x102) (1,0x10?)
* % i
Arroz (5F ':5102) ND*** | ypwses Arroz Af’fédﬁﬁf)p' Rhogsostsoﬁ(lli)spp'
integral Rhiz’ Alternaria spp. ND*** integral Rhizlo Uss Ab.s:idias ND***
com casca 0pUS SPP. (1,5x10?) com casca p App. fp'
(2,0x10?) (1,0 x10%) (0,5x10?)
Cladosporium spp. Rhodotorula spp.
(0,5 x102) (5,0 x109)
FNE** FNE**
(4,0x102) (5,0 x10?)
Penicillium spp. Arroz Scopulariopsis
irﬁcrargorZI (1,5x10?) ND*** ND** parbolizado spp.(],.O x10%)
Aspergillus spp. Aspergillus spp.
sem casca (2,5 x10?) (1,0x107)
Af’osgd;ﬂgf)p' *Média de duplicata
adbles FNE** — Fungo nao esporulado
C/ad?;;;or;%/gspp. ND#*#** — Nao detectado
5 X
Arroz Aspergillus spp. ND*** ND***
JelbRlizEte Hho(c}z;[t)otjl(l);)spp de bolores (Alternaria spp., Scopulariopsis spp. e
(0,5x10?) ' Absidia spp.) e leveduras (Rhodotorula spp.).

*Média de duplicata
FNE** — Fungo nao esporulado
ND*** — Nao detectado

O isolamento em meio ABD do grupo con-
trole demonstrou que, com excegdo de amostras
de arroz tailandés, todas as amostras estavam
contaminadas por fungos (Tabela 2). Foi obser-
vado também o crescimento de leveduras em ar-
roz polido e integral, além da presenga do fun-
go toxigénico Aspergillus spp. em 60% do grupo
controle. As amostras tratadas com a dose de 2
kGy apresentaram crescimento de fungos fila-
mentosos e leveduras, exceto a do arroz tailan-
dés. Nenhum fungo foi observado nas amostras
tratadas com a dose de 4 kGy. A dose de 2 kGy,
aplicada neste estudo, ndo evitou o crescimento

Atividade de dgua (Aa)

Os valores de Aa nas amostras controle va-
riaram de 0,58 a 0,63, apresentando um decrésci-
mo com o aumento das doses, apés o tratamento
(Figura 2). Ja os valores das amostras nao irradia-
das demonstraram uma diferenga significativa,
quando comparadas com as amostras irradiadas
nas doses de 2 kGy (p < 0,05) e 4 kGy (p < 0,01). As
amostras irradiadas (2 e 4 kGy) ndo apresentaram
diferenca significativa entre si (p > 0,05).

Andlise sensorial
A cor amarelada dos graos crus de arroz
agulhinha polido, tailandés e parbolizado foi



0,62 | =—4—Tailandés
0,6 1 . .
== Agulhinha polido
0,58
0,56 —&—Integral com casca
0,54 -
=<==Integral sem casca
0,52 -
0,5 == Arroz parbolizado

0kGy 2kGy 4kGy

Figura 2: Valores de atividade de dgua (Aa)
de amostras de arroz do grupo controle (0
kGy) e irradiadas (2 e 4 kGy)

observada nas amostras tratadas com a dose de
4 kGy, por 25%, 18% e 6% dos julgadores, res-
pectivamente, que ndo observaram em arroz
integral com ou sem casca, quando compara-
das ao grupo controle. Apés o cozimento das
amostras controle e irradiadas (mantendo as
mesmas condi¢oes de volume de dgua e tempo
de cozimento), 25 e 31% consideraram macias as
amostras irradiadas com as doses de 2 e 4 kGy,
nessa ordem. A classificacdo, segundo o teste de
aceitagdo, demonstrou que 87% dos julgadores
gostaram muito do arroz do grupo controle e
81% das amostras irradiadas com 2 kGy e 4 kGy,
igualmente. Apenas 6% acharam ambas as irra-
diadas, mais “borrachudas” na mastigacao e ob-
servaram ainda que, o grao cozido estava mais
“quebrado”. Quanto ao sabor, 12% atribuiram
gosto e odor de “queimado” nas amostras cozi-
das irradiadas com 4 kGy. Entretanto, as pontua-
¢Oes para odor, aparéncia e gosto para amostras
irradiadas (com 2 e 4 kGy) e néo irradiadas nao
apresentaram diferengas significativas (p>0,05).

Discussdo

Isolamento fingico

Alguns dos géneros isolados nesta amos-
tragem ja foram relatados em outros estudos.
Hussaini et al.? analisaram amostras de arroz
coletadas na Nigéria e demonstraram que os gé-
neros flingicos contaminantes presentes eram

Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Alternaria,

Mucor,  Rhizopus,  Trichoderma,  Curvularia,
Helminthosporium e Cladosporium. Uraguchi
e Yamazaki " também reportaram a presen-
ca de Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Phoma,
Curvularia,  Helminthosporium,  Cladosporium
e Alternarin em arroz japonés. Penicillium,
Aspergillus, Mucor e Rhizopus sdo fungos conhe-
cidos como de armazenamento' . Penicillium,
Aspergillus e Rhizopus germinam em determina-
das condi¢des de armazenamento em campos
de regides tropicais e subtropicais durante peri-
odos de estiagem e devido a infestacdo de inse-
tos. Entretanto, tais géneros tém sido isolados de
culturas de arroz recém colhidas' *°.

A presenca de leveduras em amostras de
arroz ja foi descrita como fungo deteriorante de
cereais e arroz” . O género Alternaria spp. re-
quer umidade relativa e teores dgua elevados e,
por isso, ndo é considerado competitivo em con-
di¢des de armazenamento', sendo comum em
cereais no campo. Saleh et al.®® encontrou espé-
cies de A. alternata, Cladosporium cladosporioides,
Curvularia lunata e C. geniculata mais resistentes
a radiagdo gama dentre dez espécies de fungos,
representando o género Alternaria, Cladosporium,
Curvularia, Fusarium e Penicillium. Aziz et al.°
mostraram que as contagens de micoflora viavel
diminuiram quase que exponencialmente com
as doses de radiacdo; e a dose efetiva na elimi-
nacdo de fungos foi 5 kGy para todas as plantas
medicinais usadas em seu trabalho.

O fungo Alternaria alternata é conhecido
por se desenvolver em ambientes com elevada
radiacao e ja foi estudado como modelo para in-
vestigacOes genéticas a fim de explicar o fend-
meno da radiorresisténcia. Um exemplo foi a sua
presenca em localidades poluidas com radiois6-
topos como o reator n°. 4 ChNPP em Chernobyl®”.
Esse fungo é conhecido também por produzir e
armazenar melanina, um pigmento negro, den-
tro de seu micélio. Existem indicagdes de que
a radiorresisténcia de micro-organismos pode
resultar da melanizacdo de suas células®. Os
mecanismos de reparo do Deoxyribonucleic Acid

(DNA) sdo predominantemente responsaveis
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pela resisténcia a radiacdo e pode ter um papel
importante na sobrevivéncia de fungos?.

Atividade de dgua (Aa)

Os valores encontrados de Aa estdo em
uma faixa considerada segura para o cresci-
mento e produ¢do de micotoxinas no substra-
to. Sirisoontaralak e Noomhorm? analisaram
a qualidade do arroz no cozimento e observa-
ram que um menor teor de dgua foi absorvido
nas amostras controle, sendo um significativo
aumento observado em tratamentos com doses
acima de 1,5 kGy. Os autores concluiram que
as proteinas e o amido se fragmentariam com a
irradiagdo, causando uma elevagdao no ndamero
de pontos de ligagdes de dgua. Juliano® elabo-
rou uma teoria de que a irradiagdo poderia que-
brar a matriz protéica ao redor dos granulos de
amido que serviria como uma barreira fisica a
absor¢ao de agua. Chaudhry e Glew? relataram
que a irradiagdo poderia modificar os granulos
e permitir que a dgua penetrasse com relativa
facilidade e causar danos fisicos e, com isso, de
acordo com Meredith®, a menor particula de
amido teria sua drea de superficie aumentada
para hidratacdo. Diehl* relatou que a presenca
de 4gua tem um importante papel no processo
de irradiagdo, uma vez que a radidlise da agua
do substrato leva a formagado de radicais livres
altamente reativos (produtos dessa radidlise),
quando a energia da radiagdo quebra as molé-
culas de dgua e, consequentemente, uma maior
energia da radiacdo gama poderia resultar num
aumento da formagdo de radicais livres (alta-
mente reativos). Isso também poderia explicar a
diminuicdo da 4gua livre em graos irradiados
e esse efeito poderia influenciar na absorcao de
dgua pelo grao de arroz (mais seco quando ir-
radiado), corroborando resultados observados
neste estudo.

Andlise sensorial
Em relacdo a dose absorvida, a RDC n°
21, publicada em 26 de janeiro de 2001 pela

ANVISA?, determina que ndo haja limite mini-
mo e maximo para o tratamento pelo processo
de irradiacao de qualquer alimento, desde que
a dose minima absorvida seja suficiente para
alcancar a finalidade pretendida, e a méaxima
absorvida seja inferior aquela que comprome-
teria as propriedades funcionais e ou os atribu-
tos sensoriais do alimento. Portanto, em qual-
quer estudo em que se submeta um produto
ao processo por irradiacdo, esse deve ser ana-
lisado considerando as alteracdes sensoriais
(de acordo com as doses minimas e maximas
empregadas). O odor desagradavel e sabor al-
terado podem ocorrer em razao da presenga de
produtos oriundos da degradacao lipidica e de-
vido a concentragdo de alquenos formados por
autoxidagao®. Sirisoontaralak e Noomhorm?
compararam arroz nao irradiado com irradia-
do e estocado por um ano e observaram me-
nores pontuagdes para odor e sabor de amos-
tras irradiadas em decorréncia da formacao de
produtos da oxidagao lipidica como perdxidos
e compostos de carbonila (que surgem imedia-
tamente apds a irradiagdo). De acordo com os
mesmos autores, efeitos adicionais em termos
de hidroélise e oxidagao lipidica natural pioram
com o tempo de prateleira do arroz irradiado,
inviabilizando a comercializagdo do produto
no mercado varejista e atacadista.

Conclusodes

Neste estudo, demonstrou-se que arroz in-
tegral (com ou sem casca) e arroz do tipo par-
bolizado apresentaram uma variedade de gé-
neros fuangicos, além de elevada contaminacao,
se comparados com o agulhinha polido e com o
tailandés. A presenca de fungos toxigénicos em
arroz representa um risco potencial na forma-
¢do de micotoxinas nesses graos, em condigdes
inadequadas de armazenamento. O tratamento
pelo processo de irradiacdo elimina o cresci-
mento fingico, além do efeito adicional da re-
ducao da Aa, como demonstrado nas doses de
2 e 4 kGy. Entretanto, apenas o tratamento pelo



processo de irradiacao ndo garante a qualidade
do produto, se ndo observadas as boas praticas
de armazenamento. O tratamento por radiagao
ionizante na dose de 4 kGy, ndo causou mudan-
cas significativas nas propriedades sensoriais
imediatamente ao processo; entretanto, estudos
complementares sobre as propriedades senso-
riais, em periodos varidveis de armazenamento,
sdo necessarios para avaliar as reais condigdes

da vida de prateleira no mercado varejista.
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