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RESUMO

TRAVAGLIA, Diana Paris, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de
2011. Crescimento de Aspergillus flavus e producgéo de aflatoxina em
graos de milho armazenados sob diferentes temperaturas. Orientador:
Adilio Flauzino de Lacerda Filho. Co-orientadores: José Benicio Paes
Chaves e Luiz Fernando Teixeira Albino.

Micotoxinas sdo metabolitos secundarios do metabolismo de fungos
podendo ser imunossupressoras, potencialmente carcinogénicas, teratogénicas
e mutagénicas, sendo que as aflatoxinas sdo as mais potencialmente
carcinogénicas. A melhor forma de prevenir a producdo de micotoxinas é
controlar os fatores que permitem o desenvolvimento de fungos. Assim,
objetivou-se com este estudo determinar o crescimento do fungo Aspergillus
flavus e sua producéo de aflatoxina total (B1, B2, G1 e G2) em meio de cultura
Yeast Extract Sucrose (YES) e em grdos de milho armazenados durante 14
dias, em ambiente com umidade relativa de equilibrio de 90 %, nas
temperaturas de 3, 10, 15, 20, 25, 30 e 42 °C. Foram utilizadas 4 repeti¢cbes e
os resultados foram avaliados de forma descritiva usando-se média simples e
desvio-padrdao. No 4¢ dia de incubacdo no meio YES, o diametro de
crescimento do fungo a 15, 20, 25, 30 e 42 °C foi de 4, 20, 56, 81 e 19 mm,
respectivamente, e a 3 e 10 °C néo foi observado crescimento. Entretanto, a
producdo de aflatoxina total neste meio, realizada no 14¢ dia de incubacao, foi
detectada apenas nas temperaturas de 25 e 30 °C, nas concentracoes de 8,7 e
10,3 pg.kg?, respectivamente. Nos grdos de milho, no 14 dia de
armazenamento, foi observado o crescimento visual do A. flavus em todas as
amostras armazenadas a 20, 25 e 30 °C, e em metade das amostras a 42 °C.
A producgédo de aflatoxina total foi detectada a 15, 20, 25, 30 e 42 °C nas
concentracdes de 4,6; 899,2; 5.104,0; 5.654,0 e 63,7 pug.kg™, respectivamente.
Assim, para as condicOes experimentais pode-se concluir que, no meio YES, o
Aspergillus flavus € capaz de se desenvolver em diferentes temperaturas e sua
capacidade de produzir aflatoxina total € maior na temperatura de 30°C. E, em
graos de milho, este microrganismo € capaz de se desenvolver em diferentes

temperaturas e de produzir maior quantidade de aflatoxina total em ambiente

Xi



de armazenamento com temperatura de 30°C, para 0 mesmo valor de umidade

relativa de equilibrio.
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ABSTRACT

TRAVAGLIA, Diana Paris, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, february,
2011. Growth of Aspergillus flavus and aflatoxin production in corn
grains stored at different temperatures. Adviser: Adilio Flauzino de
Lacerda Filho. Co-advisers: José Benicio Paes Chaves and Luiz
Fernando Teixeira Albino.

Mycotoxins are secondary metabolites of the metabolism of fungi and
can be immunosuppressive, potentially carcinogenic, teratogenic and
mutagenic. Among them, aflatoxins are the most potentially carcinogenic. The
best way to prevent the production of mycotoxins is to control the factors that
allow the development of fungi. Thus, the objective of this study was to
determine the growth of the fungus Aspergillus flavus and the production of total
aflatoxina (B1, Bz, G1 and Gy) in culture medium Yeast Extract Sucrose (YES)
and maize grains stored for 14 days, in an environment with equilibrium relative
humidity of 90%, at temperatures of 3, 10, 15,20, 25, 30and 42 °C. Four
repetitions were used and the results were analyzed descriptively using simple
average and standard deviation. On the 4th day of incubation in medium YES,
the diameter of fungal growth at 15, 20, 25, 30 and 42 °C was 4, 20, 56, 81 and
19 mm respectively, and at 5 and 10 °C was not observed growth. However, the
production of total aflatoxin, performed only in the 14 th day of incubation, only
occurred in this medium at temperatures of 25 and 30 °C, at concentrations
of 8,7 and 10,3 ug.kg™, respectively. In maize, on the 14th day of storage, the
visual growth of A. flavus was observed in all samples stored at 20, 25 and
30°C, and in half of the samples at 42 °C. Production of total aflatoxina in maize
grain was detected at 15, 20, 25, 30 and 42 °C at concentrations of 4,6; 899,2;
5.104,0; 5.654,0 e 63,7 pg.kg™t, respectively. Thus, for the experimental
conditions can be conclude that, in the medium YES, the Aspergillus flavus is
able to grow at different temperatures and it capacity to produce aflatoxina total
is higher in temperature of 30 °C. And, in maize, this microorganism is able to
grow at different temperatures and to produce greater quantity of total aflatoxin
in storage environment with temperature of 30 °C for the same value of

equilibrium relative humidity.
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1. INTRODUCAO

O milho (Zea mays) em funcédo de seu potencial produtivo, composicéo
quimica e valor nutritivo, € um dos mais importantes cereais cultivados e
consumidos no mundo. Devido a sua multiplicidade de aplicacdes, é uma
matéria-prima  impulsionadora de diversos complexos agroindustriais,
assumindo relevante papel socioeconémico (FANCELLI & DOURADO NETO,
2000).

No Brasil, cerca de 70 a 80% do milho produzido é destinado a industria
de racédo animal (EMBRAPA MILHO E SORGO, 2009). Devido a sua qualidade
nutritiva, o milho compde a maior parte das racdes animais.

Durante o armazenamento, este grao € submetido a diversos fatores que
podem reduzir sua qualidade, como temperatura, teor de agua e contaminacao
por fungos, sendo que, atualmente, esses microrganismos sédo considerados 0s
principais causadores de danos e deterioracao nos produtos agricolas.

O crescimento de fungos na massa de graos causa alteragcdo do odor,
descoloragdo, diminuicdo na quantidade dos nutrientes, producdo de
micotoxinas, como aflatoxinas, entre outros.

Micotoxinas sdo metabdlitos secundarios do metabolismo de fungos
podendo ser imunossupressoras; potencialmente carcinogénicas, teratogénicas
e mutagénicas; afetar 6rgdos como, rins e figado, e causar efeitos estrogénicos
tanto em animais quanto em humanos.

Essas toxinas sdo moléculas estaveis de dificil degradacdo e
termorresistentes, assim ndo sdo degradadas durante o processamento de
alimentos e também da ragéo, portanto permanecem nesses produtos podendo
contaminar pessoas e animais. As temperaturas elevadas nas quais esses
substancias poderiam ser degradadas sao inviaveis para o processamento de
alimentos e de racao, pois degradariam esses produtos.

Amaral et al. (2006), pesquisando a ocorréncia de aflatoxinas,
demonstraram baixa ocorréncia destas toxinas nos produtos a base de milho
analisados, entretanto a Ingestdo Diaria Provavel Média (IDPM) de AFB1 foi
acima da |Ingestdo Diaria Toleravel (IDT), indicando um risco de
hepatocarcinogenicidade na populacdo brasileira da Regido Sul do Brasil,
devido ao consumo de produtos a base de milho.
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Assim, o controle dos metabdlitos secundarios é de extrema importancia,
uma vez que as industrias de racdo e de alimentos, e o setor de producdo
animal estdo cada vez mais exigentes tanto para aumentar produtividade
quanto para obter alimentos seguros e com qualidade. A melhor forma de
prevencdo é controlar o desenvolvimento de fungos na massa de graos. E para
isto € extremamente importante o conhecimento de todos os fatores que
influenciam o crescimento de fungos para que estes fatores possam ser
controlados durante as etapas de producdo, colheita, secagem,
armazenamento, processamento e distribuicdo. Segundo Silva (2008b),
durante o armazenamento, a combinacdo baixo teor de agua e baixas
temperaturas é o meio mais eficiente para o controle desses microrganismos.

Realizando-se um levantamento da literatura existente a respeito das
condicbes de crescimento de A. flavus e das condicbes de producédo de
aflatoxina durante o armazenamento de milho, como temperatura, teor de
agua, umidade relativa do ambiente, entre outras, pode-se notar que ha poucos
trabalhos recentes sobre essas condi¢des, assim como poucas informacoes,
no Brasil, a respeito da quantificacdo desta toxina em graos de milho, produtos
a base de milho e em racoes.

Em vista disso, com este estudo objetiva-se determinar: (i) o crescimento
de Aspergillus flavus e sua producédo de aflatoxina total (B1, B2, G1 e G2) em
meio de cultura artificial nas temperaturas de 3, 10, 15, 20, 25, 30 e 42 °C; e (ii)
o crescimento de Aspergillus flavus e sua producéo de aflatoxina total (B1, B2,
G1 e G2) em graos de milho armazenados nas temperaturas de 3, 10, 15, 20,
25,30 e 42 °C.

Em vista disso, com este estudo objetivou-se avaliar: (i) 0 crescimento
de Aspergillus flavus e sua producédo de aflatoxina total (B1, B2, G1 e G2) em
meio de cultura artificial nas temperaturas de 3, 10, 15, 20, 25, 30 e 42 °C; e (ii)
o crescimento de Aspergillus flavus e sua producao de aflatoxina total (B1, B2,
G1 e G2) em graos de milho armazenados nas temperaturas de 3, 10, 15, 20,
25,30 e 42 °C.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Milho

O milho (Zea mays) em funcédo de seu potencial produtivo, composicéo
quimica e valor nutritivo, € um dos mais importantes cereais cultivados e
consumidos no mundo. Devido a sua multiplicidade de aplicacdes, é uma
matéria-prima  impulsionadora de diversos complexos agroindustriais,
assumindo relevante papel socioeconémico (FANCELLI & DOURADO NETO,
2000).

O uso do milho como alimentacdo animal é a principal forma de
consumo desse cereal, isto é, cerca de 70% do milho produzido no mundo e
entre 70 e 80% do milho produzido no Brasil (EMBRAPA MILHO E SORGO,
2009).

As principais substancias armazenadas pelas sementes Ssao
carboidratos, lipideos e proteinas, e, em pequenas quantidades, ainda podem
ser encontrados minerais, vitaminas e outras substancias. Em geral, as
sementes das gramineas, como o milho, possuem alto teor de carboidratos, e
as das leguminosas, alto teor de proteinas. O milho tem, em média, 64% de
carboidrato, 5% de lipideos e 10% de proteinas (SILVA, 2008a).

De acordo com Godoi (2005), o alto conteudo de carboidratos,
principalmente o amido, e de outros componentes, como proteinas e acidos
graxos, torna o milho importante produto comercial, que, em condi¢cdes
inadequadas de armazenamento, pode sofrer perdas nos valores quantitativos
e qualitativos decorrentes, sobretudo, da infestacdo de pragas e da

contaminagdo por fungos, desde o campo até a época de consumo.

2.2. Armazenamento

O objetivo do armazenamento € preservar as caracteristicas que 0s
grdos tém apoOs a colheita, como a vitalidade dos grdos, a qualidade de
moagem e as propriedades nutritivas como alimento (BROOKER et al., 1992).

Porém, durante o armazenamento, a massa de grdos é constantemente
submetida a fatores fisicos, quimicos e bioldgicos que afetam a sua qualidade,
como: temperatura, umidade relativa do ar, propriedades higroscopicas,
atividade de &gua, presenca de oxigénio, tempo de armazenamento,
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contaminacgao por fungos, presenca de insetos-praga e roedores, percentagem
de gréos quebrados, impurezas, matérias estranhas e condi¢cfes de limpeza e
higiene do local de armazenamento (VILLA & ROA, 1979; BROOKER et al.,
1992; SOUZA, 2003).

Segundo Silva (2008b), o teor de agua € considerado o fator mais
importante que atua no processo de deterioracdo dos grdos armazenados.
Mantendo-o em niveis baixos, menor sera a contaminagc&o por microrganismos
e também a respiracdo dos grdos. Acasio (1997) sugeriu que grdos com teor
de agua acima de 13% (b.u.) devem ser secados para reduzir os riscos de
deterioracéo, na forma de perda de matéria seca pela respiracéo, infec¢éo por
fungos, producéo de calor espontaneo e reducao do percentual de germinacéo.

Para o armazenamento seguro do milho durante 12 meses, o teor ideal
de agua varia entre 12 e 13% (b.u.), podendo-se ter tolerancia maxima de 14%
(b.u.), quando aplicada corretamente a técnica de aeracdo. Para maiores
intervalos de tempo de armazenagem, aconselha-se que, mesmo com 0S
devidos cuidados, o teor de 4gua maximo ndo ultrapasse os 11% (b.u.),
principalmente para as regides mais quentes e umidas (SILVA et al., 2008c).

Segundo Padin et al. (2002), insetos-praga, acaros, roedores e fungos
sdo os principais causadores de perdas qualitativas dos grdos armazenados,
sendo o desenvolvimento desses organismos influenciados por fatores
ambientais. Entretanto, segundo Silva (2008b), atualmente os fungos sé&o
considerados os principais causadores de danos e deterioracdo nos produtos
agricolas, visto que no combate aos insetos-praga e roedores sdo empregadas
técnicas modernas de controle.

O crescimento de fungos na massa de gréos causa alteracédo do odor e
do poder germinativo; descoloracdo; acumulo de acidos graxos livres;
diminuicdo na quantidade e qualidade dos nutrientes; compactacao;
aquecimento, que pode até levar a incéndio e, ou explosdo; e producdo de
micotoxinas cuja presenca afeta a liberagdo e comercializagéao internacional de
produtos agricolas (JULIAN et al., 1995; SABINO, 1996).

Segundo Santin (2000), a melhor forma de impedir as perdas
nutricionais e a producdo de micotoxinas esta no controle de crescimento dos
fungos, pelo controle das matérias-primas desde o cultivo no campo até o

armazenamento. Segundo Silva (2008b) o melhor método para se evitar a
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proliferacéo de fungos em graos é a secagem do produto, em niveis de teor de
agua nos quais a disponibilidade de agua néo seja suficiente para ser utilizada
no desenvolvimento desses microrganismos, sendo a combinagao baixo teor
de umidade e baixas temperaturas o meio mais eficiente para o controle dos
fungos durante o armazenamento.

Para se evitar ou, ao menos, controlar a proliferacdo de fungos na

massa de grdos é necessario 0 conhecimento dos fatores que afetam o

desenvolvimento desses microrganismos.

2.3. Fungo

A maioria dos fungos encontrados, naturalmente, em graos pertence a
trés géneros: Aspergillus, Penicillium e Fusarium. Muitas espécies desse ultimo
género sdo patdgenas de plantas, produzindo micotoxinas antes e
imediatamente apds a colheita, mas algumas espécies podem infectar graos
durante o armazenamento. JA o0s géneros Aspergillus e Penicillium sé&o
comumente encontrados se desenvolvendo e produzindo suas toxinas em
graos durante o armazenamento, mas certas espécies desses géneros séo
capazes de infectar grdos no campo (PITT, 2000; RICHARD et al., 2003).

O desenvolvimento de fungos € dependente de fatores intrinsecos
(inerentes ao substrato) e de fatores extrinsecos (inerentes as condi¢cdes que
envolvem o substrato), como: a atividade de agua (a,) do substrato,
temperatura e umidade relativa do ambiente, pH do substrato, disponibilidade
de oxigénio, potencial de oxidacao-reducdo, interacdo microbioldgica
(competicdo microbiolégica), composicdo do substrato (disponibilidade de
nutrientes), linhagem do fungo contaminante, danos mecéanicos, presenca de
materiais estranhos e impurezas, que sao veiculos de contaminacdo, e
presenca de insetos-praga e acaros na massa de graos, que também sao
veiculos de contaminag¢do e causam o rompimento dos graos favorecendo a
absorcdo de agua e facilitando a invasdo e a penetracdo de fungos nestes
substratos, permitindo, desta forma, o desenvolvimento rapido de fungos
(SCUSSEL, 1998; JAY, 2005).

Durante o armazenamento de graos, o crescimento de fungos depende
guase gue exclusivamente do teor de agua do substrato em equilibrio com a

umidade relativa do ar (UR). E a temperatura determina a velocidade de
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crescimento desses microrganismos nos substratos, como gréos, nozes e
rac6es (DHINGRA & COELHO NETTO, 1998).

2.3.1. Atividade de agua (aw), teor de agua de equilibrio e umidade relativa

do ar

A &gua presente nos alimentos pode encontrar-se na forma de molécula
livre ou ligada ao substrato. A atividade de agua (aw) € uma medida qualitativa
que possibilita avaliar a disponibilidade de agua livre que € suscetivel a
diversas reagfes (enzimaticas, oxidativas, hidrélises, etc.) e pode ser usada
mais facilmente por microrganismos, ao passo que o teor de agua é uma
medida meramente quantitativa (massa de agua/massa de matéria seca —
kg/kg), medindo o percentual em peso, de toda agua presente no alimento,
tanto livre quanto ligada (SCOTT, 1957; FRAGA et al., 2003).

Essa disponibilidade de 4gua livre em materiais higroscépicos, tais como
frutos e graos, indicada pela atividade de agua pode ser, também, indicada
pelo teor de agua do produto quando em equilibrio com a umidade relativa do
ar ambiente, para determinada temperatura. A atividade de agua no gréo e a
umidade relativa do ar, quando atingido o equilibrio, sdo numericamente iguais
(HALL, 1980; BROOKER et al., 1992).

O teor de agua do produto, quando em equilibrio com o ambiente, é
denominado teor de agua de equilibrio ou equilibrio higroscépico. O conceito
teor de agua de equilibrio é importante porque esta diretamente relacionado a
secagem e armazenagem dos produtos agricolas e € util para determinar se o
produto ganhara ou perdera agua, segundo as condicdes de temperatura e
umidade relativa do ar. Quando a razdo da perda de agua do produto para o
ambiente é igual a razdo do ganho de agua, o produto estd em equilibrio com o
ar ambiente, isto é, equilibraram-se as taxas de vaporizacdo e condensacédo de
agua. O teor de agua de equilibrio €, portanto, o teor de agua que se observa
depois que os graos foram expostos durante um intervalo de tempo prolongado
a uma determinada condicdo ambiental (SILVA, 2008Db).

O teor de agua de equilibrio de uma amostra de grdos depende ou €

funcdo da temperatura, da umidade relativa do ar, das condi¢des fisicas do



grao (SILVA, 2008b), da espécie, da variedade e da maturidade do gréo
(BROOKER et al., 1992).

Segundo Rigueira (2005), inumeros autores tém estudado o
comportamento higroscépico de varios produtos agricolas utilizando métodos
diferenciados para expressar o teor de agua de equilibrio em funcédo da
temperatura e umidade relativa do ar (isotermas de sor¢do). Para o
estabelecimento de isotermas que representem essa relacdo de equilibrio séo
utilizados modelos matematicos empiricos capazes de predizer, com preciséo,
a umidade de equilibrio, para uma ampla faixa de temperatura e umidade
relativa do ar.

De acordo com Rodovalho (2008), o modelo de Chung & Pfost
modificado (PFOST et al., 1976) (Equacao 1) € utilizado por muitos autores
para representar o equilibrio higroscépico de cereais como Corréa et al. (2006),
Resende et al. (2006) e Goneli et al. (2007).

(1)

Ue = A — B * In(- (T+C)*In(UR))

em que,

UR = umidade relativa de equilibrio, decimal.

U = teor de agua de equilibrio dos graos em base seca, %.

T = temperatura, °C;

A, B e C = constantes dos graos e correspondem a 0,339; 0,059 e 30,205,
respectivamente, para o milho (SILVA, 2008b).

2.3.2. Crescimento de Fungos e Producédo de Micotoxinas

Sob determinadas condi¢des de temperatura e teor de agua, 0s esporos
dos fungos sdo capazes de germinar, formar hifas, desenvolver seu micélio
sobre a massa de gréos e produzir micotoxinas. Segundo Pereira et al. (2002)

tanto para o crescimento de fungos quanto para a producdo de micotoxinas sao



necessarias condicdes especiais que favorecam seu desenvolvimento e a
producdo da micotoxina.

As condi¢fes Otimas para a producdo de micotoxinas podem né&o ser as
mesmas para o crescimento do fungo (Tabela 1). Ramakrishna et al. (1996)
afirmam que a producao e concentracdo dessas substancias sao determinadas
por efeitos combinados das espécies de fungos presentes, da temperatura e do
teor de agua do gréao.

Assim, podem-se ter fungos crescendo na massa de grados sem que haja

producao de toxinas.

Tabela 1. Valores minimos de atividade de agua (a,) para o crescimento e
producgéo de toxina de fungos

a,, minima Micotoxina
Fungo _
Crescimento Producéo Produzida
Aspergillus flavus 0,78 -0,80 0,83 -0,87 Aflatoxina
Aspergillus ocrhaceus 0,77 -0,83 0,83-10,87 Ocratoxina A
Penicilliumm cyclopium 0,81-0,85 0,87-0,90 Ocratoxina

Fonte: adaptado de Beauchat, 1981.

Segundo a Organizacdo das NacOes Unidas para Agricultura e
Alimentacdo (FAO) estima-se que 25% dos grdos no mundo estejam
contaminados com micotoxinas (REDACAO, 2002), o que é um valor
consideravelmente alto.

Por outro lado, a auséncia de fungos no alimento, ndo significa auséncia
de micotoxinas, ou seja, o fungo pode estar ausente, mas a toxina pode estar
presente e ativa (OSBORNE, 1982; PITT & HOCKING, 1997; TANIWAKI &
SILVA, 2001). Isto ocorre, pois as condi¢cdes para crescimento do fungo se
alteraram e este ja ndo é mais capaz de se desenvolver no substrato, mas as
toxinas que ja foram produzidas permanecem no produto (FERREIRA et al.,
2006).

2.3.2.1. Aspergillus flavus

O género Aspergillus tem um grande namero de espécies presentes em

diversos nichos ecologicos. Embora sejam distribuidos mundialmente, esses
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fungos sdo mais comuns em clima subtropical e temperado quente (RICHARD
et al., 2003).

Entre esses fungos encontra-se o Aspergillus flavus, que é um fungo
produtor de aflatoxinas e é mesofilico, com o6timo de temperatura para
crescimento entre 35 e 38°C, minimo entre 8 e 15°C e maximo entre 40 e 45°C
(DHINGRA & COELHO NETTO, 1998; RICHARD et al, 2003). Este fungo
requer uma atividade de agua minima entre 0,78 e 0,80 para o crescimento e
0,83 a 0,87 para producao de toxina (BULLERMAN et al., 1984; MALLOZZI &
CORREA, 1998).

Desde que haja presenca de inéculo, em quantidade suficiente na época
mais suscetivel, altas temperaturas e estresse hidrico sdo os dois fatores
primordiais para colonizagdo e formagdo de aflatoxinas nos grdos em preé-
colheita. Durante o armazenamento, o crescimento deste fungo depende quase
qgue exclusivamente do teor de agua do substrato em equilibrio com a umidade
relativa do ar (UR) de 85 a 95%. E a temperatura determina a velocidade de
crescimento desse microrganismo nos substratos, como gréos, nozes e racdes
(DHINGRA & COELHO NETTO, 1998).

2.3.2.2. Micotoxinas

Micotoxinas sdo metabdlitos secundarios produzidos por fungos com
diferentes estruturas (DESHPANDE, 2002).

Segundo Jay (2005), os metabdlitos primarios dos fungos, como os de
outros organismos, sdo aqueles essenciais ao crescimento. Ja os metabdlitos
secundarios sdo formados durante o final da fase exponencial de crescimento e
nao possuem significdncia aparente para o crescimento ou metabolismo do
organismo produtor. Em geral, os metabdlitos secundarios parecem ser
formados quando grandes quantidades de precursores de metabdlitos
primarios, tais como aminoécidos, acetato, piruvato e outros, sdo acumuladas.
A sintese de micotoxinas representa uma maneira dos fungos reduzirem a
guantidade desses precursores.

Existem mais de 100 espécies de fungos produtores de toxinas e até
agora ja foram identificados mais de 300 compostos como micotoxinas
(MURRAY et al., 2006).



Estes compostos possuem propriedades toxicologicas que induzem uma
variedade de efeitos toxicos em humanos e animais, quando sao ingeridos
alimentos contaminados com esses compostos. Os efeitos toxicos incluem
toxicidade, carcinogenicidade, mutagenicidade, teratogenicidade e efeitos
estrogénicos (DESHPANDE, 2002).

As micotoxinas que possuem maiores riscos potenciais a sautde humana
e animal, como contaminantes de alimentos e ragOes, sdo as aflatoxinas,
tricotecenos, fumonisinas, zearalenona, ocratoxina A e o ergot. (RICHARD et
al, 2003).

Peraica et al. (2002) afirmaram que € possivel encontrar residuos de
micotoxinas em produtos de origem animal, como carne, ovos, leite e queijos,
devido a ingestdo de produto contaminado na dieta utilizada na alimentacéo de
animais. Murphy et al. (2006) relataram a presenca de residuos de fumonisinas
em carne de aves e suinos e em ovos de poedeiras e encontraram aflatoxinas
também em carne de aves e suinos.

A presenca de micotoxinas contribui para a redugcdo da qualidade dos
alimentos, pois, dependendo da concentracdo encontrada de micotoxina, estes
alimentos deixam de ser seguros para o consumo humano. Como exemplos, a
ingestdo de fumonisinas, que tem sido associada a cancer esofagico em
humanos (SCUSSEL, 2000; MARASAS, 1996), e a ingestao de aflatoxinas que
tem sido associada ao cancer hepatico (FERREIRA et. al., 2006).

Amaral et al. (2006), pesquisando a ocorréncia de aflatoxinas em
produtos derivados de milho, demonstraram que das 123 amostras analisadas,
apenas 5,7% foram positivas por Cromatografia em Camada Delgada (CCD); e,
embora as quantidades de aflatoxinas encontradas na maioria destas
amostras estivessem abaixo do permitido pela legislacdo brasileira (BRASIL,
2002), esses valores eram de extrema importancia, pois mesmo em pequenas
guantidades as aflatoxinas poderiam causar problemas de salde em longo
prazo. E ainda concluiram que, considerando o peso médio da populacdo
adulta como sendo 70 kg, a Ingestdo Diaria Provavel Média (IDPM) de
aflatoxina B; foi de 0,34 ng/Kg p.c./dia. Portanto, a ingestdo média estimada de
aflatoxina B1 foi maior que a Ingestdo Diaria Toleravel (IDT), que é de 0,15
ng/Kg p.c./dia, segundo Kuiper-Goodman (1995).
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As matérias-primas e derivados sdo, normalmente, contaminados por
mais de uma micotoxina, porque alguns fungos sao capazes de produzir
diferentes micotoxinas (PERAICA et al., 2002). A coexisténcia de mais de uma
substancia micotéxica pode gerar efeitos sinérgicos, agravando os efeitos
gerados por estes metabdlitos secundarios (RICHARD et al, 2003).

Os sintomas iniciais e a gravidade de uma micotoxina dependem do tipo
de micotoxina, da quantidade ingerida, da duracdo e da via de exposicao, da
idade, do sexo e do estado da pessoa ou do animal exposto (MURRAY et al.,
2006; RICHARD et al, 2003).

As micotoxinas podem se manifestar como um processo agudo ou
cronico que compreende desde a morte rapida até a formagdo de um tumor

tanto em seres humanos (MURRAY et al., 2006) quanto em animais .

2.4. Aflatoxinas

Aflatoxina € um termo coletivo para um grupo de toxinas produzidas por
algumas cepas de Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus, entre outros,
durante o crescimento destes em substrato favoravel a sua producédo. Todas as
formas de aflatoxinas sdo compostos heterociclicos altamente oxigenados e
tém um ndcleo de cumarina fundida com bifurano e contém um anel
pentenona ou uma lactona. As duas principais formas de aflatoxinas, B e G
(blue e green), caracterizadas e visualizadas pela cor da sua fluorescéncia em
UVP (ultravioleta proximo), sdo subclassificadas como Bi, By, G; e G, de
acordo com a cor e seqUéncia da localizagdo no cromatograma de camada
delgada. A pequena diferenca estrutural entre elas € responsavel por altissima
diferenca, na toxidez de cada uma, sendo aflatoxina B1 a mais toxica e a mais
comum de todas (DHINGRA & COELHO NETTO, 1998). As aflatoxinas B; e G;
sdo consideravelmente mais toxicas que B, e G, (JAIMEZ et al., 2000; JAY,
2005).

Segundo Taniwaki (1993), existem linhagens de A. flavus que nao
produzem aflatoxinas, outras que sé produzem as do grupo B e outras que sO
produzem as do grupo G. E inUmeras pesquisas tém demonstrado que ha
consideravel variacdo na capacidade para produzir aflatoxinas por essas
linhagens, mesmo quando sao isoladas da mesma fonte.

Essas toxinas podem ser encontradas em milho, amendoim, algodéao,

améndoa, pistache, nozes, entre outros (RICHARD et al, 2003).
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As aflatoxinas causam efeitos patologicos, tanto em humanos quanto em
animais, como hepatotoxidade (lesbes no figado), hiperplasia dos ductos
biliares, hemorragia, carcinogénese (tumores hepaticos), reducdo da
imunidade, entre outros (RICHARD et al., 2003).

A faixa de temperatura 6tima para a producdo de aflatoxina, segundo
Gourama & Bullerman (1995) é de 25 a 28 °C, e segundo Richard et al. (2003),
€ de 25 a 30 °C. De acordo com Guo et al. (2008), agucares simples com
glicose, sacarose e maltose promovem a formag&do dessa toxina, enquanto
peptona, sorbose ou lactose ndo promovem sua formacdo. Fontes de
nitrogénio afetam a formacéo de aflatoxinas de diversas formas e os niveis de
producéo séo diferentes quando Aspergillus spp. esta em meio com nitrato ou
em meio com nitrito.

As aflatoxinas tém ponto de fusdo alto e sdo estaveis ao calor sendo
decompostas a temperatura de cerca de 220 °C (SCUSSEL, 1984). Como este
valor de temperatura é invidvel para o processamento da maioria dos alimentos
e racdes, e, segundo Souza (2003), outros métodos, como remocéao fisica de
graos contendo fungos, remocdo de aflatoxina por solventes polares e
degradacéo de aflatoxinas por substancias quimicas ou microorganismos, sdo
muitas vezes economicamente inviaveis, estas substancias permanecem

nesses produtos podendo assim contaminar pessoas e animais.

2.4.1. Métodos Analiticos para Determinacao de Micotoxinas

Os métodos analiticos convencionais para micotoxinas incluem
cromatografia de camada fina, cromatografia liquida de alta resolucédo e
cromatografia gasosa (GILBERT & VARGAS, 2003; ZHENG et al., 2006).
Contudo, em razéo de extensivas etapas na preparacdo das amostras antes da
andlise, algumas vezes torna-se limitada sua aplicagdo pratica (LUCIO et al.,
2007).

Como alternativas, tém sido utilizados métodos imunoquimicos,
considerados rapidos e baratos (LUCIO et al., 2007). Os mais comuns S&0 0
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) aprovado como método oficial
da Assotiation of Official Analitical Chemist's (AOAC) para triagem de
aflatoxina, Radio-Imuno-Assay (RIA) e Immunoaffinity Chromatography (IAC)
(AMADO, 2002). Dentre esses métodos, a técnica ELISA, que inclui testes
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diversos, tem sido utilizada por mais de uma década em analises de
micotoxinas (CHU, 1998), principalmente em testes competitivos
(RAMARISHMA & MEHAN, 1993).

Na analise pelo método ELISA competitivo direto, a micotoxina extraida
da amostra € misturada ao conjugado toxina-enzima e esta mistura é
adicionada a micropoc¢os contendo anticorpos. Assim, a micotoxina da amostra
e 0 conjugado toxina-enzima competem pela ligacdo aos anticorpos. Quanto
maior a quantidade de toxina presente na amostra, menor € a ligacao entre o
anticorpo e o conjugado toxina-enzima e menor € o sinal gerado pelo ensaio (a
intensidade da cor é inversamente proporcional a concentragcdo de micotoxina
na amostra). Essa cor € mensurada opticamente usando-se um leitor de
micropocos com filtro de absorbéncia. As densidades oOpticas (DO) das
amostras sdo entdo comparadas as DO dos padrdes e um resultado
interpretativo é determinado (RICHARD et al., 2003; ROMER LABS, 2007).

Como vantagens, os testes baseados na técnica ELISA podem ser
quantitativos, simples, especificos, sensiveis e requerem pequenos volumes de
amostras. Além disso, apresentam potencial de utilizacdo no campo e exigem
procedimentos simples de extracdo se comparados aos métodos analiticos
convencionais, permitindo processamento de um grande nimero de amostras
em tempo relativamente curto (BERGERE, 1991; HEFLE, 1995; BARNA-
VETRO, 1996; LUCIO et al., 2007).

Como desvantagem desta técnica existe o fato de que qualquer fator
que diminua a ligacao entre o conjugado toxina-enzima e o anticorpo, pode ser
confundido com a micotoxina da amostra. Assim, o teste indicard um valor
superestimado de micotoxina. Mas, para reduzir esse tipo de interferéncia, os
kits ELISA devem ser wusadossomente nos alimentos para 0s
quais tenham sido extensivamente testados (RICHARD et al., 2003).

De acordo com Richard et al. (2003), o Departamento de Agricultura dos
Estados Unidos aprova "kits" para a analise de micotoxina em graos.

2.5. Legislacao

No Brasil, os niveis de micotoxinas permitidos em determinados
alimentos destinados ao consumo humano sdo definidos pelo Ministério da
Saude pela Resolucdo - RDC n° 274, de 15 de outubro de 2002 (BRASIL,

2002). Esta resolucéo aprova o “Regulamento Técnico Sobre Limites Maximos
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de Aflatoxinas Admissiveis no Leite, no Amendoim, no Milho". Na Tabela 2,
encontram-se 0s valores maximos permitidos da concentracdo dessas

substancias nos alimentos abrangidos por esta resolucéo.

Tabela 2. Limites maximos admissiveis de concentracdo de aflatoxinas

Limite

Alimento Aflatoxina Méximo
Leite fluido M, 0,5 ng/L
Leite em po6 M; 5 pg/L

Milho em grao (inteiro, partido, amassado, moido) (B1+B,+G,+G,) 20,0 pg.kg™
Farinhas ou sémolas de milho (B1+B,+G1+G,) 20,0 pg.kg'l
Amendoim (com casca, descascado, cru ou tostado) (B;+B,+G1+G,) 20,0 pg.kg™

Pasta de amendoim ou Manteiga de Amendoim (B1+B,+G,+G,) 20,0 pg.kg™

Fonte: BRASIL, 2002.

Para os demais alimentos ainda prevalece a Resolugéo - CNNPA n° 34,
de 1976, do Ministério da Saude (BRASIL, 1977). De acordo com esta
resolucéo o nivel de aflatoxinas (B1+G1) permitido é de 30 pg.kg™.

J4 o0s niveis de micotoxinas nas matérias-primas e nas racdes
destinadas a alimentagédo animal sdo definidos pelo Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) pela Portaria MA/SNAD/SFA No. 07, de
09/11/88 (BRASIL, 1988). De acordo com esta portaria o nivel maximo de
aflatoxinas permitido € de 50 pg/kg. O MAPA néo especifica quais metabdlitos,
mas depreende-se que seja a somatéria de B;+B,+G;+G,. O limite é vélido
para todo e qualquer produto, seja para alimentacao direta ou como ingrediente

para racdes. A Portaria citada especifica quais os produtos nela enquadrados.
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3. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Protecdo de Plantas do
Departamento de Fitopatologia (DFP) e no Nucleo de Pesquisa e Treinamento
em Pds-Colheita (NUPETRE) do Departamento de Engenharia Agricola, da
Universidade Federal de Vigcosa (UFV).

3.1. Analises estatisticas

O experimento foi realizado, com 4 repeticbes, incubando-se meio de
cultura YES e grdos de milho inoculados com A. flavus, em camaras
incubadoras do tipo BOD (BOD), nas temperaturas de 3, 10, 15, 20, 25, 30 e 42
°C, durante 14 dias.

Os resultados foram analisados por meio de analise descritiva utilizando-

se média aritmética simples e desvio-padrao.

3.2. Isolado utilizado

O isolado de Aspergillus flavus foi obtido na micoteca do DFP/UFV.

3.3. Gréos de milho

Foram adquiridos 30 kg de grédos de milho provenientes da regiao de
Vicosa-MG. Para a analise de aflatoxina total (B1, B2, G1 e G2) foram
coletadas 10 amostras aleatoriamente, contendo 100 g, utilizando-se um
amostrador CM 2260 7/8 x 60 cm.

3.3.1. Anélise de micotoxina

A analise quantitativa de aflatoxina total (B, B2, G € G2) nos graos de
milho foi realizada no Laboratério MercoLab, unidade de Céascavel — PR,
utilizando-se o Kit ELISA AgraQuant® Mycotoxin, fornecido pelo Romer Labs,
de acordo com as instrucdes deste fabricante (ROMER LABS, 2007).

O Kit ELISA AgraQuant® € um ensaio por competicdo direta de enzimas
imuno-adsorvidas (ELISA) que determina quantitativamente o nivel presente de
micotoxinas e foi desenvolvido para uso em graos, cereais, castanhas, racéo

animal e outros produtos.
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3.4. Colonizacdo em meio de cultura artificial

3.4.1. Meio de cultura artificial

O meio de cultura artificial utilizado foi o Yeast Extract Sucrose (YES),
contendo 2 g de extrato de levedura, 150 g de sacarose, 20 g de Agar, 0.5 g de
sulfato de magnésio e 1000 mL de agua destilada, e atividade de agua em
torno de 0,98.

No preparo do meio YES, apo0s o extrato de levedura, a sacarose, 0
sulfato de magnésio e a agua destilada serem misturados e homogeneizados,
0 pH dessa mistura foi ajustado para 5,9 com adi¢cédo de gotas de NaOH 0,1 N,
com auxilio de um pagametro 654 Metroh. Isto foi realizado para promover a
producado de aflatoxina, pois segundo Molina e Giamuzzi (2002) nesse valor de
pH a producao aflatoxina B; € elevada.

Em seguida, o Agar foi adicionado a mistura e, apds homogeneizagéo, o
meio foi fundido e esterilizado a 120 °C durante 20 min, a 1 atm, em autoclave
vertical mod. 415 da FANEM.

3.4.2. Inoculagdo em meio de cultura

Para o preparo dos discos de micélio, foi realizada uma suspenséo de
esporos adicionando-se 5 mL de agua destilada e esterilizada a uma placa de
Petri (diametro de 60 mm) contendo col6nia de A. flavus com 5 dias de
crescimento (Figura 1) em BOD a 25 °C, no meio Agar Batata Dextrose (BDA —
200 g de infusdo de batata, 20 g de dextrose e 15 g de Agar). Apés agitacado
manual, 1 mL dessa suspenséao foi pipetada e adicionada a uma placa de Petri
(diametro de 86 mm) contendo o meio BDA. A suspenséo foi entdo espalhada
com alca de Drigalsky ao longo da superficie do meio e o seu acumulo foi
retirado vertendo-se a placa, que, entdo, foi selada com filme de plastico
(rolopack). Assim, os discos de micélio foram recortados e retirados desse
meio (Figura 2).

No centro de cada placa de Petri de 86 mm de diametro, previamente
esterilizada e contendo o meio de cultura YES, foi inoculado 1 disco de micélio
de 5 mm de diametro (Figura 3). A inoculacao foi realizada em camara de fluxo

para se evitar contaminacao.
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Figura 1. Coldnia de A. flavus com 5 dias de crescimento em meio BDA,

incubada em camara incubadora BOD a 25 °C.

Figura 2. Meio BDA de onde foram retirados discos de micélio de 5 mm.
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Figura 3. Disco de micélio de 5 mm de didmetro inoculado no centro da placa

de Petri contendo meio de cultura YES.

3.4.3. Incubacé&o do meio de cultura

Imediatamente apos a inoculacdo, as placas inoculadas com A. flavus
foram incubadas por 14 dias, em camaras incubadoras BOD’s, no escuro, nas
temperaturas de 3, 10, 15, 20, 25, 30 e 42 °C. Para cada temperatura, foi

incubada também uma placa contendo apenas o meio YES (Figura 4).

Figura 4. Placa de Petri contendo meio de cultura YES sem inoculagéo.
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As placas foram armazenadas de forma invertida para se evitar a
dispersao de esporos, que possivelmente seriam produzidos, e assim impedir
que novas colbnias comegassem a crescer e confundissem a medicdo da
colbnia que estava sendo acompanhada.

Durante o periodo de incubacdo, a temperatura das BOD’s foi
monitorada diariamente com termo-higrébmetro digital da marca Incoterm, com

precisdo de = 1 °C.

3.4.4. Determinacéao do crescimento da colbnia

O crescimento radial da colonia foi determinado em intervalos regulares
de 24h, em duas direcBes perpendiculares, utilizando-se régua milimetrada,
sendo descontados 5 mm (diametro do disco de micélio) do valor medido e

mantendo-se a placa invertida.

3.5. Colonizagcao em gréos de milho

3.5.1. Preparo dos graos de milho

ApoOs a analise de aflatoxina total e a confirmacéo de que os graos de
milho estavam isentos desta micotoxina (ANEXO 1), o milho foi esterilizado a
120 °C, durante 20 min, a 1 atm, em autoclave SERCON, em frascos
Elenmeyers de 500 mL contendo, aproximadamente, 192 g de gréos. Durante a
esterilizacdo os frascos estavam tampados com algoddo e papel aluminio, e
vedados com elastico.

No fim desta etapa, os frascos foram deixados em repouso durante 3
dias, sobre a bancada do laboratério, para homogeneizacao do teor de agua, a
temperatura de 25 °C, aproximadamente.

Apods 0 repouso, o teor de agua dos grdos de milho foi determinado e
posteriormente foi ajustado utilizando-se o modelo modificado proposto por
Chung & Pfost (PFOST et. al, 1976) (Equacéao 1). Para cada temperatura de
armazenamento foi calculado o teor de agua de equilibrio para os graos,
correspondendo ao ambiente de armazenagem a 90% de umidade relativa de
equilibrio. Isto para garantir que os grdos de milho usados em cada
temperatura tivessem o mesmo valor de atividade de agua (0,90).
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Além disso, para a temperatura de 15°C, foi calculado também o teor de
agua de equilibrio correspondendo a um ambiente a 70 % de umidade relativa
de equilibrio, e assim, graos com atividade de agua de 0,70.

O ajuste do teor de agua foi realizado com adi¢cdo de agua, deionizada e
esterilizada, aos frascos de 500 mL contendo os gréos, de acordo com a
equacao 2, que foi utilizada para 100 g de gréo. Apés a adicdo dessa agua, 0s
frascos foram agitados manualmente e deixados em repouso durante 3 dias, a
temperatura de, aproximadamente, 25 °C, para obtencdo da homogeneizagao

do teor de agua dos graos.

my= (Us — U;) / (100 — U;) x 100 (2)

em que,
m, = massa de agua a ser adicionada em 100 g de gréo, g.
U; = teor inicial de agua em base Umida, %.

Us = teor final de 4gua em base Umida, %.

Apoés os 3 dias para homogeneizacao, o teor de agua das amostras de
graos foi novamente determinado. Esse valor corresponde ao teor de agua
inicial do armazenamento.

Dos frascos de 500 mL foram retiradas as amostras para a determinacao
do teor de agua e 100 g de grdos de milho. Esta quantidade de graos foi
transferida para cada frasco Erlenmeyer de 250 mL.

Para a determinacdo do teor de agua dos graos de milho foi utilizado o
método de estufa com circulacdo forcada de ar, a temperatura de 105 + 2 °C,
durante 24 horas, em trés repeticdes, conforme as recomendacdes contidas

nas Regras para Analises de Sementes (BRASIL, 2009).

3.5.2. Inoculagéo dos gréaos de milho

Para a inoculacéo, os discos de micélio foram retirados de placas de
Petri contendo colbnias de A. flavus, com 19 dias de crescimento, incubadas
em meio BDA, em BOD a 25 °C (Figura 5).
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Foram inoculados 5 discos de micélio de 10 mm de diametro em 100 g
de milho esterilizado, com teor de agua ajustado, contidos em Erlenmeyer com
capacidade de 250 mL. Este procedimento foi realizado em camara de fluxo
para se evitar contaminacdo. Os frascos foram agitados manualmente,

tampados com algodao e papel aluminio, e vedados com elastico (Figura 6).

Figura 5. Colbnia de A. flavus, com 19 dias de crescimento, incubada em meio
BDA, em camara incubadora BOD a 25 °C, de onde foram retirados

os discos de micélios (10 mm de diametro).
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Figura 6. Grdos de milho inoculados com 5 discos de micélio de 10 mm de

diametro e 19 dias de crescimento.

3.5.3. Incubacao dos graos de milho

Os frascos contendo grédos de milho inoculados com A. flavus foram
incubados, imediatamente apds a inoculagdo, por 14 dias, em camaras
incubadoras BOD’s, no escuro, nas temperaturas de 3, 10, 15, 20, 25, 30 e 42
°C.

Para cada temperatura foi incubado um frasco contendo apenas graos
de milho a fim de se confirmar que estes ndo continham aflatoxina total (B1, B>,
G e Gy).

Durante o periodo de incubacdo, a temperatura das BOD’s foi
monitorada diariamente com termo-higrébmetro digital da marca Incoterm, com

precisdo de £ 1 °C.

3.5.4. Avaliagcao do crescimento fungico

A formacdo de hifas e a presenca de conidios ao redor dos gréos de
milho foram avaliadas visualmente no 14¢ dia de armazenamento, em camaras

incubadoras BOD'’s, nas temperaturas de 3, 10, 15, 20, 25, 30 e 42 °C.
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3.5.5. Determinacéo do teor de agua ao final do periodo de incubacéo

Apés a avaliacdo do crescimento do fungo, foram retirados 30 g de milho
de cada frasco de 250 mL, que continha 100 g de milho inoculado, para
determinacao do teor de 4gua ao final do periodo de incubacédo em estufa com
circulacao forcada de ar (BRASIL, 2009).

3.6. Avaliagdo de aflatoxina no meio de cultura artificial e nos gréos de
milho

No final do periodo de incubacéo, as amostras do meio de cultura YES e
de grédos de milho foram acondicionadas em freezer a -20 °C para que o0
crescimento do fungo fosse paralisado até que as andlises de micotoxinas
fossem realizadas.

A andlise quantitativa de aflatoxina total (B, By, G; e G,) foi realizada
utilizando-se o Kit ELISA AgraQuant® Determinacéo de Aflatoxinas Totais 4/40,
fornecido pelo Romer Labs, tanto no meio de cultura artificial quanto nos graos
de milho. Este kit tinha limite de deteccdo de 3 pg.kg™, limite de quantificacdo
de 4 ug.kg™ e faixa de quantificacéo de 4 a 40 pg.kg™.

O preparo da amostra, a extracdo e a quantificacdo da aflatoxina total
foram realizadas segundo as instru¢des do fabricante contidas no manual do kit
ELISA para aflatoxina total (ROMER LABS, 2007), e estdo descritas no item
3.6.1. Durante esses procedimentos as amostras, 0S reagentes e O0s
componentes do kit foram mantidos a temperatura de, aproximadamente, 25 °C
para que o resultado da andlise ndo fosse comprometido, pois a temperatura

interferiria nas reac¢des ocorridas durante essa analise.

3.6.1. Andlise quantitativa de aflatoxina no meio YES

Todo o conteudo do interior da placa de Petri (meio de cultura, colonia
fungica e disco de micélio) foi removido e macerado para a homogeneizacao
da amostra. Deste macerado foram retirados 5 g, que foram misturados com 25
mL de solucéo de extracdo metanol/agua (70/30 % - V/V), para as amostras em
que se esperava contaminacdo de aflatoxina entre 4 e 40 pg.kg™, e com 100
mL, para as amostras em que se esperava contaminacdo maior que 40 pg.kg™.
A mistura foi agitada, vigorosamente, durante 3 min e o extrato foi filtrado, com
papel de filtro qualitativo n°® 1, sendo o filtrado coletado. Como condicdo

excessivamente alcalina (pH > 8) ou acida (pH < 6) poderia afetar o resultado
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da analise de micotoxina, o pH do filtrado foi medido, em peagametro Quimis®,
e quando esse se encontrava fora da faixa de 6 a 8, gotas de NaOH ou HCI a
0,1 N foram adicionadas para adequa-lo a estes valores. O extrato filtrado foi
armazenado em camara incubadora BOD a 5°C até o momento da analise com
o Kit ELISA.

A quantidade de solucdo de extracdo foi determinada para que o
resultado de aflatoxina se enquadrasse na faixa de quantificacdo (4 a 40
ng.kg™) do método de ELISA. De acordo com o manual do kit (ROMER LABS,
2007), para quantificacdo de amostras com nivel acima de 40 pg.kg™, as
amostras deveriam ser diluidas até que o resultado da amostra diluida se
situasse na faixa de 5 - 40 pg.kg™, sendo este método validado para amostras
com concentragéo acima de 320 pg.kg™.

As placas de Petri contendo apenas o0 meio YES também foram
analisadas quanto a presenca de aflatoxinas, como descrito acima, para se ter
certeza de que as aflatoxinas ndo estavam presentes no meio utilizado.

A descricao das etapas da analise para quantificacdo da aflatoxina total
foram descritas a seguir de acordo as informacfes contidas no manual do Kit
ELISA AgraQuant® Determinacédo de Aflatoxinas Totais 4/40 (ROMER LABS,
2007).

I. O numero necessario de tiras de diluicdo azul/verde foi colocado num
recipiente para tiras de micropocos, sendo que um poco diluicdo foi
requerido para cada padrdo (ex. 0, 4, 10, 20 e 40 pg.kg’) e cada
amostra,;

II. Tiras de micropogos revestidos com anticorpos foram colocadas, em
igual nimero do item anterior, num recipiente para tiras de micropocos;

II. Usando uma pipeta de canal unico, 100 pL do conjugado (frasco de
tampa verde) foram colocados dentro de cada micropoco de diluicdo
azul/verde;

V. Usando uma pipeta de canal unico, foram acrescentados 50 pL de cada
padrdo ou amostra dentro de cada poco de diluicdo azul/verde contendo
100 pL de conjugado. A mistura foi entdo agitada, cuidadosamente,
pipetando-se e esvaziando-se a ponteira 3 vezes. Ponteiras novas foram

utilizadas para cada padrdao ou amostra.
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VI.

VII.

VIII.

Imediatamente ap0s a mistura descrita no item 1V, foram transferidos
100 pL da mistura de cada micropoco de diluicdo azul/verde para cada
micropocgo, correspondente, revestido com anticorpos. OS micropogos
foram incubados a temperatura ambiente (25 °C) durante 15 min,
contados a partir do ultimo micropoc¢o que foi preenchido;

Apods esses 15 min, os micropocos foram esvaziados dentro de um
recipiente de descarte e cada micropoco foi preenchido com &agua
deionizada e, em seguida, esvaziado. Esse procedimento foi repetido 4
vezes, num total de 5 lavagens;

Apébs a 52 lavagem, os micropocos foram levemente batidos sobre papel
absorvente para expelir o maximo possivel de agua residual e o fundo
de cada micropoco foi secado com papel absorvente;

Usando uma pipeta de canal Unico, 100 pL do substrato (frasco de
tampa azul) foram pipetados para dentro de cada micropog¢o seco. Os
micropocos foram, entdo, incubados por exatos 5 min a partir do primeiro
micropoco preenchido;

Imediatamente apds os 5 min, 100 pL da solucao stop (frasco de tampa
vermelha) foram pipetados, com pipeta de canal Unico, para dentro de
cada micropoco. Nesta etapa a cor da solucdo mudou de azul para
amarelo, conforme deveria ocorrer;

Os micropocgos foram lidos no leitor de ELISA “STAT FAX 303+”, que
determinou a absorbéancia da amostra e gerou o resultado da
concentracédo de micotoxina em partes por bilh&o (ppb), sendo que 1 ppb

equivale a 1 ug.kg™.

3.6.2. Andlise quantitativa de aflatoxina no milho

O milho inoculado, aproximadamente 70 g, que restou em cada

Erlenmeyer com capacidade de 250 mL, apés a determinacéo do teor de agua

no final da incubacéo, foi triturado, sem os discos de micélio, em liquidificador,

modelo Osterizer blender 4655-812/ Y 332VZ, na velocidade média, até que

75% da quantidade triturada passassem através de uma peneira de 0,85 mm.

O tempo total de trituracdo foi de 14 min, mas foram realizadas pausas de 1

min a cada 4 min de trituracéo.
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Foram misturados 20 g de milho triturado com 100 mL de solucédo de
extracdo metanol/agua (70/30 % - V/V), no caso das amostras em que se
esperava contaminacdo de aflatoxina entre 4 e 40 pg.kg™, e 5 g de milho
triturado foram misturados com 100 mL de solucdo de extracdo metanol/ agua
(70/30 % - VIV), no caso das amostras em que se esperava contaminacao
maior que 40 pg.kg™, isto para que os resultados se enquadrassem na faixa de
quantificacdo do método de ELISA utilizado, conforme descrito no item 3.6.1. A
mistura foi agitada, vigorosamente, durante 3 min e seguidamente deixada em
repouso por 15 min, para decantacdo. O extrato foi filtrado, com papel de filtro
qualitativo n2 1. Como a condi¢cdo excessivamente alcalina (pH > 8) ou &cida
(pH < 6) podia afetar o resultado da analise de micotoxina, o pH do filtrado foi
medido, em peagametro Quimis®, e quando esse se encontrava fora da faixa
de 6 a 8, gotas de NaOH ou HCIl a 0,1 N foram adicionadas para adequa-lo a
estes valores. O extrato filtrado foi armazenado em camara incubadora BOD a
5°C até o momento da analise com o Kit ELISA.

A descricdo das etapas da analise para quantificacdo da aflatoxina total
nas amostras de milho foi descrita no item 3.6.1 de acordo as informacdes
contidas no manual do Kit ELISA AgraQuant® Determinacdo de Aflatoxinas
Totais 4/40 (ROMER LABS, 2007).
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4. RESULTADOS

4.1. Crescimento de A. flavus acompanhado em intervalos regulares de
24h, durante 14 dias, no meio YES

Durante os 14 dias de armazenamento, nao foi observado crescimento
de A. flavus nas temperaturas de 3 e 10 °C. Nas temperaturas de 15 e 42 °C, o
diametro de crescimento da colbnia atingiu 47 e 34 mm, respectivamente.
Observou-se na colonia armazenada a 42 °C que o crescimento foi paralisado
a partir do nono dia de incubacéo.

Nas temperaturas de 20, 25 e 30 °C o didmetro de crescimento foi
acentuado (81 mm) atingindo a borda da placa de Petri no décimo, no sexto e
no quarto dia de incubacéo, respectivamente. Assim, o efeito da temperatura

sobre o crescimento deste fungo foi analisado no quarto dia de incubacéao.

4.2. Efeito da temperatura no crescimento de A. flavus no meio YES

Na Figura 7 pode-se observar o efeito das temperaturas testadas (3, 10,
15, 20, 25, 30 e 42 °C) sobre o crescimento de Aspergillus flavus, incubado
durante 4 dias no meio YES com a, de 0,98, e o desvio-padrdo devido as 4

repeticoes.
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Figura 7. Média de crescimento de Aspergillus flavus, incubado durante 4 dias

em meio de cultura artificial YES, nas temperaturas de 3, 10, 15, 20,

25, 30 e 42 °C. A barra de erro representa o desvio-padréo das 4

repeticbes de cada tratamento.

Notou-se que, entre as temperaturas testadas (3, 10, 15, 20, 25, 30 e 42
°C), o microrganismo foi capaz de crescer nas temperaturas de 15, 20, 25, 30 e

42 °C atingindo 4, 20, 56, 81 e 19 mm, respectivamente.

4.3. Determinacao da producéao de aflatoxina total (B1, B2, G1 € G2) no meio
YES

Os resultados médios para a producdo de aflatoxina total (B;, B2, G; e
G,), em pg.kg?, por A. flavus incubado em meio de cultura YES, durante 14
dias, nas temperaturas de 3, 10, 15, 20, 25, 30 e 42 °C, estdo apresentados na

Tabela 3 e na Figura 8.
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Tabela 3. Producdo média de aflatoxina total (B1, B,, G1 e G>), em ug.kg™, por
A. flavus incubado no meio de cultura YES, durante 14 dias, em

diferentes temperaturas

Média da producéao

de AET (ug.kg'l) Desvio- Padréao

Temperatura (°C)

3 ND* -
10 ND -
15 ND -
20 ND -
25 8,7 59
30 10,3 3,5
42 ND -

*ND = néo detectado

14 -

12 -
10,3 pg.kg-1

107 8,7 ug.kg-1

Concentracédo de Aflatoxina Total (ug.kg-1)

0 T T
25 30

Temperatura (°C)

Figura 8. Média da producéo de aflatoxina total (B1, B, G1 e Gy), em pg.kg™,
por A. flavus incubado em meio de cultura YES, durante 14 dias, nas

temperaturas de 25 e 30 °C.
Observou-se que entre as temperaturas testadas o fungo, incubado

durante 14 dias, so foi capaz de produzir aflatoxina a 25 °C e a 30 °C, no meio
de cultura YES com a,, de 0,98.
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O meio de cultura contido nas placas de Petri que ndo foram inoculadas
ndo apresentou aflatoxina total detectada, confirmando que o meio YES

formulado ndo continha aflatoxinas B4, B>, G1 ou G».

4.4. Determinacéo do teor de 4gua dos gréos de milho

Na Tabela 4 encontram-se os valores médios do teor de agua apos
esterilizacdo; do teor de agua calculado para o armazenamento em cada
temperatura e dos teores de agua determinados no inicio e no fim do

armazenamento durante 14 dias.

Tabela 4. Temperatura e valores médios dos teores de agua (% b.u.) dos gréaos

de milho
Teor de agua — (% b.u.)
Armazenamento

Tempoeratura A_p_os ~ Calculado Inicio Fim Média DP*

(°C) esterilizacao

3 ** 10,6 20,7 21,1 18,7 19,9 1,7

10** 10,6 20,2 20,1 18,9 19,5 0,8

15** 10,6 19,8 195 18,3 18,9 0,8

20** 10,6 194 19,3 17,8 18,5 11

25%* 10,6 19,0 171 208 19,0 26

30** 10,6 18,7 18,8 18,1 18,4 0,5

42** 10,6 18,1 180 129 154 3,6

15%** 10,6 14,9 14,7 14,8 14,7 0,1

* DP = desvio-padrao.

** Amostra armazenada com teor de agua de equilibrio correspondendo a um ambiente de
armazenamento com umidade relativa de equilibrio de 90 %.

*** Amostra armazenada a 15 °C com teor de agua de equilibrio correspondendo a um

ambiente de armazenamento com umidade relativa de equilibrio de 70 %.

Pode-se observar que o teor de agua determinado no inicio do
armazenamento correspondeu, aproximadamente, ao teor de agua calculado,
exceto para a amostra armazenada a 25 °C, que variou em 1,9 pontos
percentuais.

O teor de 4gua determinado ao final dos 14 dias, em ambiente com 90 %
de umidade relativa de equilibrio (UReq) do ar, variou em relacéo ao valor inicial
em 0,7 pontos percentuais na temperatura de 30 °C; em 1,2 pontos percentuais
a 10 e 15 °C; em 1,5 pontos percentuais a 20 °C; em 2,4 pontos percentuais a
3 °C; em 3,7 pontos percentuais a 25 °C e em 5,1 pontos percentuais a 42 °C.
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Em ambiente com 70 % de URey do ar, essa variacdo foi de 0,1 pontos

percentuais a 15 °C.

4.5. Avaliacdo do crescimento fungico nos grdos de milho
Na Tabela 5 encontra-se a porcentagem de amostras nas quais houve
crescimento visual de A. flavus em graos de milho armazenados por 14 dias,

com 4 repeticoes.

Tabela 5. Porcentagem de amostras em que se observou crescimento visual de
A. flavus em grédos de milho armazenados em diferentes

temperaturas durante 14 dias, com 4 repeticoes

Temperatura | Média do teor de agua Crescimento visual
) (%b.u) (%)
3* 19,9 0
10* 19,3 0
15* 18,9 0
20* 18,5 100
25* 19,0 100
30* 18,4 100
42* 154 50
15** 14,7 0

* Amostra armazenada com teor de agua de equilibrio correspondendo a um
ambiente de armazenamento com umidade relativa de equilibrio de 90%.
*Amostra armazenada a 15 °C com teor de agua de equilibrio
correspondendo a um ambiente de armazenamento com umidade relativa de
equilibrio de 70 %.

A formacéo de hifas e, ou, a presenca de conidios de A. flavus ao redor
dos graos de milho armazenados, a 90 % de umidade relativa de equilibrio do
ar, ndo foram observadas visualmente nas temperaturas de 3, 10 e 15 °C, mas
foram observadas nas temperaturas de 20, 25 e 30 °C em todas as amostras
avaliadas e a 42 °C em metade das amostras.

Para o ambiente a 70 % de umidade relativa de equilibrio do ar,
observou-se que nao houve formacédo de hifas e, ou, presenca de conidios de
A. flavus a 15 °C.

Na Figura 9, encontra-se o crescimento visual de A. flavus nas amostras
de milho no inicio e no final do armazenamento durante 14 dias em ambiente
com umidade relativa de equilibrio do ar de 90 %, nas temperaturas de 20, 25,

30 e 42 °C.
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Inicio do Armazenamento Fim do Armazenamento

Temperatura de 20 °C Temperatura de 20 °C

Temperatura de 25 °C

Temperatura de 25 °C

Temperatura de 30 °C Temperatura de 30 °C
- -
Temperatura de 42 °C Temperatura de 42 °C

Figura 9. Crescimento visual de A. flavus em graos de milho armazenados por

14 dias, em ambiente com umidade relativa de equilibrio de 90%, nas

temperaturas de 20, 25, 30 e 42 °C.
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4.6. Determinacao da aflatoxina total (B1, B2, G; € G,) nos graos de milho
Na Tabela 6 e na Figura 10, encontram-se os resultados da analise de
aflatoxina total em grados de milho armazenados durante 14 dias em ambiente
com umidade relativa de equilibrio (URgg) do ar de 90%, nas temperaturas de 3,
10, 15, 20, 25, 30 e 42 °C, e em ambiente com umidade relativa de equilibrio

do ar de 70% na temperatura de 15 °C.

Tabela 6. Producdo média de aflatoxina total (B1, B2, G;1 e Gy) por A. flavus, em
ng.kg?, em grdos de milho armazenados em diferentes

temperaturas, durante 14 dias, com 4 repeticfes

Temperatura Média da producéo Desvio-

(°C) de AFT (ug.kg™) Padrao
3* ND*** -

10* ND -
15* 4,6 5,6
20* 899,2 521,8
25* 5.104,0 1.278,2
30* 5.654,0 660,8
42* 63,7 35,5
15** 11,6 6,5

* Amostra armazenada com teor de &gua de equilibrio
correspondendo a um ambiente de armazenamento com umidade
relativa de equilibrio de 90 %.

** Amostra armazenada a 15 °C com teor de agua de equilibrio
correspondendo a um ambiente de armazenamento com umidade
relativa de equilibrio de 70 %.

*** ND = ndo detectado.
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Figura 10. Valores médios da producéo de aflatoxina total (B1, B2, G1 e G») por
A. flavus, em pg.kg™?, em gréos de milho armazenados em diferentes
temperaturas, durantel4 dias, em ambiente com umidade relativa de
equilibrio do ar de 90 %.

Pbdde-se observar que nado foi detectada presenca de aflatoxina em
grdos de milho armazenados em ambiente com 90 % de URcq € atividade de
agua de, aproximadamente, 0,9, nas temperaturas de 3 e 10 °C, mas houve
quantificacao de aflatoxina total nas temperaturas de 15, 20, 25, 30 e 42 °C.

Nos graos de milho armazenados a 15 °C e no ambiente a 70% UReq do
ar foi detectada aflatoxina total num valor de 11,6 pg.kg™.

Os gréaos de milho contidos nos frascos que ndo foram inoculados nao
apresentaram aflatoxina total (B;, B;, G; e G;) detectada, confirmando que o

milho utilizado ndo continha as aflatoxinas B, B>, G ou G
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5. DISCUSSAO

Nas condi¢des testadas neste trabalho, o crescimento do microrganismo
A. flavus no meio de cultura YES foi maior a 30 °C (Figura 7), o que esta de
acordo com a maioria dos trabalhos realizados, independentemente do meio
testado, conforme demonstrado por Marin et al. (1998), que relataram que a
temperatura 6tima de crescimento, em meio de extrato de milho, foi de 30 °C ;
por Sautour et al. (2001a,b), que estimaram a temperatura 6tima de 31 °C em
meio BDA, e por Hussein & Brasel (2001), que determinaram a faixa de
temperatura 6tima sendo de 25 a 30 °C.

Nas temperaturas de 3 e 10 °C ndo houve deteccao de aflatoxina total
(B1, B2, G1 e G2) no meio YES, o que pode se explicado pelo o fato do A. flavus
nao ter se desenvolvido nessas temperatura. Estas observacbes estao de
acordo com BULLERMAN et al. (1984), que afirmaram que a producédo de
toxina esta ligada ao crescimento do fungo: sem o crescimento a producdo nao
ocorre, porém com crescimento a producdo pode ou ndo ocorrer. O que
também pbde ser notado neste trabalho, uma vez que, o A. flavus foi capaz de
crescer nas temperaturas de 15, 20 e 42 °C, mas néo de produzir aflatoxina
(Tabela 3).

Entre as temperaturas em que houve producdo de aflatoxina total no
meio YES (figura 8), a de 30 °C apresentou a maior producdo, o que esta de
acordo com o observado por Gqgaleni et al. (1997), que concluiram que a
temperatura 6tima para producdo de aflatoxina foi a de 30 °C, no meio YES,
nas atividades de agua de 0,9; 0,95 e 0,996 durante 15 dias de incubacao.
Entretanto, nesta pesquisa néo foi detectada aflatoxina total a 20 °C, no meio
YES, o que difere do observado por Gqgaleni et al. (1997), que observaram
producdo desta toxina a 20 °C no meio YES em a, de 0, 95 e 0, 996; e por
Ritter (2007), que analisou as temperaturas de 20, 25, 30, 35 e 40°C no meio
YES, em diferentes valores de pH e tempo, e observou que apenas as
temperaturas de 20 e 25°C mostraram-se propicias para a producao de
aflatoxina B1.

Analisando-se as médias dos teores de agua inicial e final e seus
respectivos desvios-padroes (tabela 4) para cada temperatura de

armazenamento, pode-se observar que o0s desvios apresentaram valores
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baixos (entre 0,5 e 1,7), o que indica que os valores dos teores de agua se
mantiveram praticamente constantes durante os 14 dias de armazenamento,
garantindo assim o armazenamento em ambiente a 90% de umidade relativa
de equilibrio (URgg). Para a temperatura de 15 °C em ambiente a 70 % de URgq
do ar, o desvio-padrdo também foi baixo (0,1), o que garantiu o
armazenamento nesse valor de URgq.

Para as temperaturas de 25 e 42 °C, os desvios-padroes foram um
pouco mais elevados (tabela 4). Na temperatura de 25 °C observou-se que o
valor do teor final de agua diferiu apenas em 1,8 pontos percentuais do valor
calculado, o que pode indicar que no momento em que o teor inicial de agua foi
determinado as amostras ainda nao estavam completamente homogeneizadas,
assim pode-se admitir que o armazenamento a 90% de UReq foi garantido.
Para a temperatura de 42 °C a diferenca de 5,1 pontos percentuais entre 0s
teores de agua do inicio e do fim do armazenamento pode ser explicado
porque houve grande perda de agua dos grdos para o ambiente de
armazenamento, demonstrando que a UReq de 90 % néo foi mantida constante
ao longo dos 14 dias de armazenamento.

Na temperatura de 42 °C, a formacdo de hifas e, ou, a presenca de
conidios de A. flavus (tabela 5) em apenas metade das amostras de milho
podem ser explicadas pela diminuicdo do teor de 4gua de 18,0 % (b.u.) para
12,9 % (b.u.) (tabela 4) ao longo do armazenamento, 0 que reduziu a agua
disponivel para o desenvolvimento do fungo A. flavus. De acordo com Moss
(1991), o crescimento de A. flavus ocorre em atividade de agua minima de
0,80, a qual é observada em grdos de milho com teor de agua de 16 % (b.u.).
Isto também reforca o fato de n&o terem sido observadas a formacgéo de hifas
e, ou, a presencga de conidios a 15 °C, em ambiente com UR¢q de 70 % (tabela
5), uma vez que o teor de agua médio entre o inicio e o fim do armazenamento
foi de 14,7 % (b.u.) (tabela 4).

Nas condi¢des deste experimento, verificou-se que nas temperaturas de
25 e 30 °C a producao de aflatoxina total em grdos de milho foi bastante
elevada (tabela 6) confirmando o0 encontrado por muito pesquisadores.
Segundo Diener & Davis (1966) a producdo méxima de aflatoxina, em cereais,
ocorreu em teor de agua de 25 % (b.u.) a 30 °C, sendo que a faixa de umidade

relativa minima exigida foi de 83 a 88 % e houve aumento na producao de
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aflatoxina com o acréscimo da umidade relativa para 99 %. Leeson et al. (1995)
descreveram que umidade relativa de 80 a 85 %, teor de agua de 17% (b.u.) e
temperatura entre 24 e 35 °C sdo condi¢gdes Otimas para a producdo de
aflatoxinas em cereais.

Segundo ICMSF (1996), a faixa de temperatura para a producédo de
aflatoxina é de 13 a 37 °C. Entretanto, verificou-se nesta pesquisa que houve
producao de aflatoxina total na temperatura de 42 ° C.

A quantificacéo de aflatoxina total em gréos de milho a 15 °C (tabela 6),
em ambiente com URe, de 70% e com atividade de agua (aw) de,
aproximadamente, 0,7, neste trabalho, provavelmente ndo se refere a presenca
desta toxina, pois segundo Beauchat (1981), Bullerman et al. (1984) e Mallozzi
& Corréa (1998) a faixa minima de atividade de &gua necessaria para o
crescimento de A. flavus € de 0,78 a 0,80 e a faixa minima para a producao de
micotoxina é de 0,83 a 0,87.

O valor detectado de aflatoxina total pode ser atribuido a pequena
alteracdo de cor que o milho pode ter sofrido ao ser autoclavado, pois a técnica
de Elisa utiliza um espectrofotdbmetro para determinacdo da absorbancia da
amostra, assim qualquer alteracdo na cor da amostra pode ser interpretada

como presenca ou auséncia de toxina.
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6. CONCLUSOES

Para as condi¢Ges experimentais conclui-se que:

a) o Aspergillus flavus é capaz de se desenvolver em diferentes temperaturas
no meio YES;

b) a capacidade de producdo de aflatoxina total por A. flavus € maior na
temperatura de 30°C, no meio YES;

c) em graos de milho, o A. flavus é capaz de se desenvolver em diferentes
temperaturas para o mesmo valor de umidade relativa de equilibrio;

d) a capacidade de producdo de aflatoxina total por A. flavus, em graos de
milho, € maior na temperatura de 30°C, para ao mesmo valor de umidade
relativa de equilibrio; e

e) em graos de milho, a capacidade de producdo de aflatoxina total por A.
flavus ndo atingiu niveis criticos, conforme a literatura, quando o milho foi
armazenado na temperatura de 15 °C, umidade relativa de equilibrio de 70 % e
teor de agua de 14,7 % (b.u.).

38



7. BIBLIOGRAFIA

ACASIO, A. Handling and storage of soybeans and soybean meal.
Manhattan, 1997. 17 p.

AMADO, M. A. Métodos imunologicos na deteccdo e determinacdo de
aflatoxinas em alimentos: vantagens e inconvenientes. Repositorio Cientifico do
Instituto Politécnico de Viseu. Revista Millenium, n. 26, ISSN: 1647-662X, Jul.
2002.

AMARAL, K. A. S. do; NASCIMENTO, G. B.; SEKIYAMA, B. L.; JANEIRO, V,;
MACHINSKI, JR. Aflatoxinas em produtos a base de milho comercializados no
Brasil e riscos para a saude humana. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos,
Campinas, v. 26, n. 2, p. 336-342, Abr./Jun. 2006.

BARNA-VETRO, I. et al. Sensitive ELISA Test for determination of ochratoxin
A. Journal of Agricultural and Food Chemistry, Easton, v. 44, p. 4071-4074,
1996.

BERGERE, J. L. Technigues d'analyse immunochimiques. In: Tecniques
d'analyse et controle dans les Indrustries Agro-Alimentaires. Linden G.
Goord. Paris: Abr. 1991. p. 343-370.

BRASIL. Ministério da Saude. Resolucdo RDC n®274, da ANVISA, de
15/10/2002. Publicada no Diario Oficial da Unido, de 16 de outubro de 2002.
Disponivel em: <http://www.anvisa.gov.br/legis/resol/2002/274_02rdc.htm>.

Acesso em: 28 mar. 2011.
BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA). Portaria

MA/SNAD/SFA Ne2. 07, de 09/11/88. Publicada no Diario Oficial da Unido de 09
de novembro de 1988 - Secéo I, p. 21968, 1988.

39



BRASIL. Ministério da Saude. Resolucdo n.34/76 da Comissdao Nacional de
Normas e padrbes para alimentos. Fixa padrbes de tolerancia para as
aflatoxinas em alimentos. Publicada no Diario Oficial da Unido, em 19 de
janeiro de 1977 - Segéo I, p. 710, 1977.

BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Regras para
Andlises de Sementes. Brasilia, DF: MAPA, 2009. Disponivel em:
<http://www.agricultura.gov.br/images/MAPA/arquivos_portal/ACS/sementes_w
eb.pdf>. Acesso em: 18 mar. 2010.

BEAUCHAT, L. R. Microbial stability as affected by water activity. Cereal Food
World. n. 26, p. 345-349, 1981.

BROOKER, D.B.; BAKKER-ARKEMA, F.W.; HALL, C.W. Drying and storage
of grains and oilseeds. Westport: The AVI Publishing Company, 1992. 450 p.

BULLERMAN, L.B.; SCHROEDER, L.L.; PARK, K.Y. Formation and control
of mycotoxins in food. J. Food Prot., v. 47, n. 8, p. 637-646, 1984.

CHU, F. S. Recent studies on immunoassays for mycotoxin. In: BEIER R.
C.; STANKER, L. H. (Ed.). Immuassays for residue analysis. Washington, DC:
American Chemical Society, 1998. p. 294-313.

CORREA, P. C.; JUNIOR, P. C. A.; RIBEIRO, D. M.; SILVA, F. Equilibrio
higroscopico de milheto, alpiste e painco: Obtencdo e modelagem. Revista
Brasileira de Engenharia Agricola e Ambiental, Campina Grande, v. 10, n. 1,
p. 162-167. 2006.

CHRISTENSEN, C.M.; KAUFMANN, H.H. MICROFLORA. In: CHRISTENSEN,
C.M. Storage of cereal grain and their products. St. Paul: American
Association of Cereal Chemists, p. 158-192, 1974.

DESHPANDE, S.S. Handbook of food toxicology. Nova York: Ed CRC Press,
2002. 903 p.

40



DHINGRA, O. D.; COELHO NETTO, R. A. Micotoxinas em grédos. Revisao
Anual de Patologia de Plantas, Passo Fundo, v. 6, p. 49-101, 1998.

DIENER, U. H.; DAVIS, N. D. Aflatoxin production by isolates of Aspergillus
flavus. Phytopathology, v. 56, p. 1390-1393, 1966.

EMBRAPA MILHO E SORGO. Sistemas de Producdao, 2. ISSN 1679-012X
Versao Eletrénica - 5 2 edi¢do. Set./2009. Disponivel em:
<http://www.cnpms.embrapa.br/publicacoes/milho_5_ ed/economia.htm>.

Acesso em: 25 jan. 2011.

FANCELLI, A. L., DOURADO NETO, D. Producdo de milho. Guaiba: Livraria
e Editora Agropecuaria Ltda., 2000. 360p.

FERREIRA, H.; PITTNER, E.; SANCHES,H. F.; MONTEIRO, M. C. Aflatoxinas:
um risco a saude humana e animal. Ambiéncia - Revista do Centro de
Ciéncias Agrarias e Ambientais, Guarapuava, PR, v. 2, n. 1, p. 113-127
jan./jun. 2006. Disponivel em:
<http://www.unicentro.br/EDITORA/REVISTAS/AMBIENCIA/V2Nn1/9-
Revis%E30%20Biblio%20-%20Aftatoxinas...pdf>. Acesso em: 15 mar. 2010.

FRAGA, M. E.; SILVA, F. O.; CORREA, T. B. S.; COSTA, R. A.: FARIAS, A. X.
Fungos Potencialmente Ocratoxigenos em Café. Documentos 53. Ministerio da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. EMBRAPA. ISSN 0103-6068. Outubro,
2003. Disponivel em: <http://www.ctaa.embrapa.br/publicacao/upload/doc53-
2003.pdf>. Acesso em: 27 jan. 2011.

GILBERT J.; VARGAS, E. A. Advances in Sampling and Analysis for

Aflatoxins and Animal Feed. Journal of Toxicology - Toxin Reviews, New
York, v. 22, p. 381-422, 2003.

41



GODOI, M. J. S. Utilizacdo de aditivos em racdes, formuladas com milho
normal e de baixa qualidade, para frangos de corte. 2005. 51 f. Tese

(Mestrado em Zootecnia) — Universidade Federal de Vigosa, Vigcosa, MG.

GONELI, A. L. D.; CORREA, P. C.; RESENDE, O.; NOGUEIRA, B. L
BOTELHO, F. M. Modelagem matematica do equilibrio higroscépico dos gréos
de arroz em casca obtido pelos métodos estatico e dinamico. Revista
Brasileira de Armazenamento, Vigosa MG, v. 32, n. 2, p. 152-260, 2007.

GOURAMA, H.; BULLERMAN, L. B. Aspergillus flavus and Aspergillus
parasiticus: aflatoxigenic fungi of concern in foods and feeds: a review.
Journal of Food Protection, v. 58, n. 12, p. 1395-1404, Dez. 1995.

GQALENI, N.; SMITH, J. E.; LACEY, J.; GETTINBY, G. Effects of temperature,
water activity, and incubation time on production of aflatoxins and cyclopiazonic
acid by an isolate of Aspergillus flavus in surface agar culture. Applied and
Environmental Microbiology, v. 63, n. 3, p. 1048-1053, Mar. 1997.

GUO, B.; CHEN, Z. Y.; LEE, R. D.; SCULLY, B. T. Drought stress and
preharvest aflatoxin contamination in agricultural commodity: genetics,
genomics and proteomics. Journal Integrative Plant Biology, v. 50, n. 10, p.
1281-1291, Out. 2008.

HALL, C. W. Drying and storage of agricultural crops. Westport: The AVI
Publishing Company, 1980. 382 p.

HEFLE, S. L. Immunoassay fundamentals. Food Technology, Chicago, v. 49,
n. 2, p. 102-107, 1995.

HUSSEIN, H. S.; BRASEL, J. M. Toxicity, metabolism, and impact of mycotoxin
on humans and animals. Toxicology, Amsterdam, v. 167, p. 101-134, 2001.

JAIMEZ, J.; FENTE, C. A.; VAZQUEZ, B. |.; FRANCO, C. M.; CEPEDA, A,
MAHUZIER, G.; PROGNON, P. Review: Application of the assay of aflatoxins

42



by liquid chromatography with fluorescence detection in food analysis. Journal
of Chromatography , v. 882, p.1-10, 2000.

ICMSF - International Comission on Microbiological Specifications for Foods.
Microorganismos de los alimentos: caracteristicas de los patégenos

microbianos. Zaragoza: Acribia, 1996. p. 403-428.

JAY, J. M. Microbiologia de Alimentos. Tradugédo Eduardo Cesar Tondo et al.
— 6. ed. Porto Alegre: Artmed, 2005. 711p.

JULIAN, A. M., WAREING, P. W., PHILIPS, S. |, MEDLOCK, V. F. P.,
MACDONALD, M. V., RiO, L. E. Fungal contamination and selected
mycotoxins in pre- and post-harvest maize in Honduras. Mycopathologia, v.
129, n. 1, p. 5-16, 1995.

KUIPER-GOODMAN, T. Mycotoxins: risk assessment and legislation.
Toxicology Letters, v. 82/ 83, p. 853-859, 1995.

LEESON, S., GONZALO, J. D .G., SUMMERS, J. D. Poultry disorders and
mycotoxins. Ontario, Canada: Guelph, 1995. 350 p.

LUCIO, C. H.; PINTO, N. F. J.; MARRIEL, I. E. Otimizacdo do método de
Elisa indireto ndo-competitivo para deteccédo e quantificacdo de aflatoxina
B1 em cereais. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento.
Comunicado Técnico 152. ISSN 1679-0162. Sete Lagoas, MG. Dezembro,
2007.

MALLOZZI, A. B.; CORREA, B. Fungos Toxigénicos e Micotoxinas. Boletim
Técnico Instituto Biolodgico, Sdo Paulo, n.12, p. 5-26, 1998.

MARASAS, W. F. O. Fumonisins: hystory, world-wide occurrence and impact.

In: JACKSON, L. S., DelVRIES, J. W., BILLERMAN, L. B. (Ed.), Fumonisins in
food. New York: Plenum Press, 1996. p. 1-17.

43



MARIN, S.; SANCHIS, V.; SA'ENZ, A. J.; RAMOS, |.; MAGAN, N. Ecological
determinants for germination and growth of some Aspergillus and Penicillium
spp. from corn grain. Journal of Applied Microbiology, ISSN 1364-5072, v.
84, n. 1, p. 25-36, 1998.

MOLINA, M.; GIAMUZZI, L. Modelling of aflatoxin production by Aspergillus
parasiticus in a solid medium at different temperatures, pH and propionic acid
concentrations. Food Research International, London, v. 35, p. 585-594,
2002.

MOSS, M. O. Mycology of cereal grain and cereal products. In: CHELKOWSKI,
J. Cereal grain: mycotoxins, fungi and quality in drying and storage.

Amsterdam: Elsevier Science, 1991. cap. 2, p. 23-52.

MURPHY, P. A.; HENDRICH, S.; LANDGREN, C.; BRYANT, C. M. Food
Mycotoxins: An Update. Journal of Food Science, v. 71, n. 5, 2006.

MURRAY, P. R.; ROSENTHAL, K. S.; PFALLER, M. A. Microbiologia Médica.
Elsevier Espafia, 2006. 5. ed. 976 p.

OSBORNE, B. G. Mycotoxins and the cereals industry - a review. International

Journal of Food Science & Technology, 1982. v. 17, p. 1-9.

NILES, E. V., NORMAN, J. A., PIMBLEY, D. Growth and aflatoxin production of
Aspergillus flavus on wheat and barley. Transactions of the British
Mycological Society, v. 84, p. 259-66, Mar. 1985.

PADIN, S.; BELLO, G. D.; FABRIZIO, M. Grain loss caused by Tribolium
castaneum, Sitophilus oryzae and Acanthoscelides obtectus in stored durum
wheat and beans treated with Beauveria bassiana. Journal of Stored
Products Reseach, Oxford, v. 38, p. 69-74, 2002.

44



PERAICA, M.; DOMIJAN, A. M.; JURJEVIC, Z.; CVJETKOVIC, B. Prevention of
exposure to mycotoxins from food and feed. Archives of Industrial Hygiene
and Toxicology, v. 53, p. 229-237, 2002.

PEREIRA, M. M. G.; CARVALHO, E. P. de; PRADO, G. Crescimento e
producao de aflatoxinas por Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus.
Boletim Centro de Pesquisa de Processamento de Alimentos, Curitiba, v. 20, n.
1, jan./jun. 2002.

PFOST, H. B.; MAURER, S. G.; CHUNG, D. S.; MILLIKEN, G. Summarizing
and reporting equilibrium moisture data for grains. Saint Joseph: ASAE,
1976. 11 p. (Paper, 76-3520)

PITT, J. I. Toxigenic fungi and mycotoxins. British Medical Bulletin, v. 56, p.
184-192, 2000.

PITT, J. I.; HOCKING, A. D. Fungi and food spoilage. London: Blackie
Academic & Professional. 1997. 593p.

RAMAKRISHNA, N.; LACEY, J.; SMITH, J. E. Aspergillus flavus colonization
and aflatoxin B1 formation in barley grain during interactions with other fungi.
Mycopathologia, v. 136, p. 53-63, 1996.

RAMAKRISHMA, N.; MEHAN, V. K. Direct and indirect competitive
monoclonal antibody- based ELISA of Aflatoxin B1 in groundnut. n. 1, p.
53-63, 1993.

REDACAO. Micotoxinas estio presentes em 25% dos grdos. Avicultura
Industrial, S&o Paulo, 06 mar. 2002. Disponivel em:
<http://www.aviculturaindustrial.com.br/PortalGessulli/WebSite/Noticias/bmicoto
Xinabs-estao-presentes-em-25-dos-graos,1497.aspx>. Acesso em: 18 fev.
2010.

45



RESENDE, O.; CORREA, P. C.; GONELI, A. L. D.; RIBEIRO, D. M. Isotermas e
Calor Isostérico de Sorcédo do Feijdo. Ciéncia e Tecnologia dos Alimentos,
Campinas, v. 26, n. 3, p. 626-631. 2006.

RICHARD, J. L.; PAYNE, G. A. et al. Mycotoxins: Risks in Plant, Animal, and
Human Systems. p. cm. -- (Task force report, ISSN 0194-4088 ; n. 139).
Council for Agricultural Science and Technology, Ames, lowa, USA, 2003.199p.

RIGUEIRA, R. J. A. Avaliacdo da qualidade do café processado por via
Umida, durante as operacfes de secagem e armazenagem. 2005. 76 f.
Tese (Doutorado em Engenharia Agricola) — Universidade Federal de Vigosa,
Vigosa, MG.

RITTER, A. C. Potencial toxigénico de Aspergillus flvaus testado em
diferentes meios e condi¢gdes. 2007. 72 f. Dissertacdo (Mestrado em
Microbiologia Agricola e do Ambiente) - Universidade Federal do Rio Grande

Do Sul - Faculdade De Agronomia, Porto Alegre, RS.

RODOVALHO, R. S. Determinacdo e modelagem mateméatica das
iIsotermas de Sorcdo do arroz-vermelho (oryza sativa |.). 2008. 84 f.
Dissertacdo (Mestrado em Engenharia Agricola) — Universidade Estadual de

Goias, Anapolis. GO.

ROMER LABS SINGAPORE PTE LTD. Agraquant® Determinacdo De
Aflatoxinas Totais 4/40. Order #: COKAQ1000. Ano 2007.

SABINO, M. Micotoxinas em Alimentos. In: OGA, S. (ed.) Fundamentos de
Toxicologia. Sdo Paulo: Atheneu Editora, p. 461-472, 1996.

SANTIN, E. Micotoxicoses. In: Doencas de aves. Editado por BERCHIERI JR.,
A., MACARI, M. Campinas: FACTA, 2000. p. 379-388.

SAUTOUR, M.; DANTIGNY, P.; DIVIES, C.; BENSOUSSAN, M. A temperature-

type model for describing the relationship between fungal growth and water

46



activity. International Journal of Food Microbiology, v. 67, p. 63-69. July
2001a.

SAUTOUR, M.; ROUGET, A.; DANTIGNY, P.; DIVIES, C.; BENSOUSSAN, M.
Application of Doehlert design to determine the combined effects of
temperature, water activity and pH on conidial germination of Penicillium
chrysogenum. Journal of Applied Microbiology, v. 91, p. 900-906. Nov
2001b.

SCOTT, W. J. Water relation of food spoilage microorganisms. Advances in
Food Research, v. 7, p. 83-127, 1957.

SCUSSEL, V. M. Atualidades em micotoxinas e armazenagem de graos. In:
HIROOKA, E. Y (Ed.). Fumonisinas. Organizado e editado por Vildes Maria
Scussel. Florianopolis: Editora da autora, 2000. p. 22-24.

SCUSSEL, V. M. Micotoxinas em Alimentos. Florianopolis: Insular, 1998. 144
p.

SCUSSEL, V. M. Estudo da incidéncia de aflatoxinas em amendoim
(Arachis hypogae L.), milho (zea mays L.) e produtos derivados. 1984. 138
f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia de Alimentos) — Universidade Estadual de

Campinas, Campinas, SP.

SILVA, J. S. Secagem e armazenagem de produtos agricolas. In: CORREA, P.
C.; SILVA, J. S. (Ed.). Estrutura, composicao e propriedades dos gréos. 2
ed. Vicosa: Aprenda Facil, 2008a. cap. 2, p. 22.

SILVA, J. S. Secagem e armazenagem de produtos agricolas. In: SILVA, J. S.;
BERBERT, P. A.; RUFATO, S.; AFONSO, A. D. L. (Ed.). Indicadores da
qualidade dos grédos. 2 ed. Vicosa: Aprenda Facil, 2008b. cap. 4, p. 63-107.

SILVA, J. S. Secagem e armazenagem de produtos agricolas. In: SILVA, J. S.;
LACERDA FILHO, A. F. de; RUFFATO, S.; BERBERT, P. A (Ed.). Secagem e

a7



Armazenagem de Produtos Agricolas. 2 ed. Vicosa: Aprenda Facil, 2008c.
cap. 17, p. 417.

SOUZA, A. V. C. Valor nutricional de grados atacados por insetos ou
contaminados por micotoxinas para frangos de corte. 2003. 160 f. Tese

(Doutorado em Zootecnia) — Universidade Federal de Vicosa, Vicosa, MG.

TANIWAKI, M. H.; FONSECA, H.; PIZZIRANI-KLEINER, A. A. Variabilidade de
producdo de aflatoxinas por linhagens de aspergillus flavus em diferentes
tempos de manutencdo. Scientia Agricola. Piracicaba, v. 50, p. 140-150,
fev./maio, 1993.

TANIWAKI, M. H.; SILVA, N. da. Fungos em alimentos: ocorréncia e
deteccéo. Campinas: Nucleo de Microbiologia/ITAL, 2001. 82 p.

VILLA, L. G.; ROA, G. Secagem e armazenamento da soja industrial e

sementes a granel. Campinas: Fundacao Cargill, 1979. 64 p.

ZHENG, M. Z.; RICHARD, J. L.; BINDER J. A review of rapid methods for the
analysis of mycotoxins. Mycopathologia, The Hague, v. 161, p. 261-273, 2006.

48



ANEXOS

49



Anexo |
|. Resultado de aflatoxina do milho usado

MercoLeh

Terologka 8 Cradis icode 2 Sewico 43 ledse

RESULTADO DE ANALISE LABORATORIAL MLCV-10039019

CLIENTE: Universidade Federal de Vigosa
ENDEREGQ: Aw. Peter Henry Relfs s/n, 38570-000. Vicosa- MG
MATERIAL ENVIADO: Milho DATA ENTRADA: 11-11-2010
ANALISE(S) SOLICITADA(S): Detecgdo de Micotoxing (Aflatoxina) DATA SAIDA: 18-11-2010
PROTOCOLO IDENTIFICAGAD DA AMOSTRA RESULTADO
MERCOLAB {conforme dados do cliente) Aflatoxina (ppb)
MLCV-10035508 Milha I, Diana Paris UFWY, 04711110 MEo detectado.
TOTAL DE AMOSTRAS : 1

Comentirios :
Pesoc da amostra recebida: 1000g

Técnica: ELISA direfo por competigdo.

Método: ELISA - AgraQuant, Romer Labs, Singapore Pte Lid.

Condigdes de Analize: Temperatura controlada (13-30°C).

Miveis maximos em grios: Aflatoxina: 20ppb (Regulamente (CE) 1126/2007).

ot

Alberto Back, Med. Vet, M, PhD
Responsavel Técnice CRMY - PR 5115

Cascavel, terga-faira, 16 de novembro de 2010,
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