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RESUMO

Neste trabalho foi estudada a possibilidade de degra
dagao das aflatoxinas B, e G, presentes em farinha de arroz, pe
lo processo de extrusao e pela adigao de amonia e/ou metilami-

na.

Preliminarmente foi avaliada a influéncia da umidade
inieial da farinha, da temperatura de extrusao e da rotagao da
rosca, na degradagao das aflatoxinas B, e G, presentes em fari-
nha de arroz altamente contaminada. Cada variqvel foil experimen
tada a tres niveis, de acordo com o delineamento fatorial 33. A
temperatura de extrusdo e a umidade inicial tiveram influéneia
sitgnificativa na redugao do teor de aflatoxinas, ao passo que o
efeito da rotagao foi nao significativo.

«

A adigao de amonia ou metilamina foi feita nos ni-
veis de 0;5; 1,0, 1,5 e 2,0%. Foram feitos fambém ensatos com
1% de amonia mais 0,25, 0,50, 0,75 e 1,0% de metilamina. O uso
de 1% de metilamina ou de 1% de amonia + 0,75% de metilamina re
duziu os teores de aflatoxina nos produtos extrudados a niveis
nao detectaveis. O uso de metilamina na extrusdo foi mais efeti

vo na degradagao das toxinas do que a amonia.

A quantificagao das aflatoxinas B, e G, presente nas
farinhas de arroz e nos produtos extrudados foi feita por croma

tografia em camada delgada.

Foi aplicada a metodologia deﬁsuperfﬂcie resposta pa

ra a analise dos dados e para se ter uma idéia da variabilidade

vAL



associada as estimativas feitas, foi usado um procedimento re-
centemente desenvolvido, o "Bootstrap'". As superficies de res-

posta mostraram que as matores porcentagens de redugao de B e

1
G, foram de 75%, obtidas na extrusao de farinha de arroz alta-
mente contaminada, a umidade de 17 a 20%, com temperatura mode-
rada (140-200°C). A rotagdo, sem influénecia significativa, foti
fixada em 130 rpm. O teor inicfal de aflatoxinas 81 e G, nas fa

rinhas de arroz teve influéncia na porcentagem de degradagac das

mesmas .

As farinhas extrudadas com amonia e/ou metilamina
apresentaram maitores valores de viscosidade inietal, em relagao
aos tratamentos sem adigao de bases. 0 mesmo ocorreu em relagdo
aos valores da viscosidade a frio e a quente. A adigao de amo-
nia e/ou metilamina praticamente nao afetou os valores do indi-
ce de dbsorg&o de agua, poréem provocou a redugao dos valores do
indice de solubilidade em agua, principalmente com o uso de me-

tilamina.

A extragao do amido de farinhas altamente <intoxica-
das parece ser uma forma de reaproveitamento do produto, visto
que nao foram detectadas as aflatoxinasz e G, nessa fragao,

)

obtida relo processo alcalino.



SUMMARY

In this research, the possibility .of aflatoxins 81
and G, in rice flours being degraded using the extrusion process
with and without the prior addition of ammonium hydroxide and/or

methylamine, was studied.

Initially, the influencé of different combinations
of flour moisture, extrusion temperature and screw velocity on
the degradation of high levels of afldtoxins B, and G, present
in rice flour, was evaluated. Every parameter was tested at three
levels, according to a factorial experimental design 33. The ex
trusion temperature and the flour moisture content significan—
thy reduced the' aflatoxins, whereas the effect of screw‘vehxﬁty

was not significant.

Ammonium hydroxide and/or methylamine were added at
levels of 0, 0.5, 1.0, 1.5 and 2.0%. The use of 1.0% ammonium
hydroxide together with 0.25, 0.50, 0.75 and 1.0% methy lamine
was also tested. The use of 1.0% methylamine or 1% ammonium hy-
droxide plus 0.75% methylamine reduced the aflatoxin contents
of extruded products to undetectable levels. In general, the use
of methylamine in the extrusion process was more effective than

ammonia in degrading toxins,

The quantification of aflatoxins B, and G, in rice
flours and extruded products was performed by thin layer chroma

tography.
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Surface response methodology was applied to analyse
the data, and the recently developed Bootstrap proceedure was
used to obtain an idea of the variability associated with the
estimates thus obtained. The surfacé response showed that the
highest rate of reduction of aflatoxins B, and Gl was 75%, this
being obtained using the extrusion of highly contaminated rice
flour containing 17 to 20% moisture content, and a moderate ex
trusion temperature (140-200°C). Due to its insignificant | in-
fluence, the screw rotation was fixed at 130 rpm. The <initial
contents of aflatoxins B, and G, in the rice flours, influenced

their degradation rates.

The rice flour extruded using ammonia and/or methyla
mine showed higher initial viscosities than that extruded wi-
thout the addition of these bases. The some results were obtai-
ned for cold and hot viscosities. The addition of ammonia and/or
methylamine had virtually no effect on the water absorption in-
dex, but caused a reduction in the water solubility index, es

pectally using methylamine.

The extraction of starch from highly contaminated ri
ce flour using the alkaline process might be a means of using
 such products, since the aflatoxins B, and G, were not detected

in this fraction.



I. INTRODUCKO

O arroz figura, indiscutivelmente,.entre 0s mais im-
portantes cereais em nosso pais, tendo sido sua producio média,
nos Ultimos 5 anos, de aproximadamente 9.0 milhdes de toneladas
anuais, o que representé cerca de 30% da producgao de cereais

(32).

A parte externa dos cereais e graos apresenta uma mi
croflora variavel, podendo ser encontrados fungos do grupo de
Asperngillus gLavus, onde se incluem varias linhagens capazes de

produzir metabo6litos toxicos denominados aflatoxinas.

A primeira informagao sobre o efeito toxico da afla-
toxina foi a morte de um grande numero de peruzinhos ocorrida em
1960 na Inglaterra, devido 2 ingestido de farelo de amendoim im-

portado do Brasil.

As normas brasileiras estabelecem em 30 ppb o nivel
maximo de aflatoxinas (By + G;) em produtos destinados a alimen
tagao humana. Em outros paises esse limite varia entre 50 ppb

e zero (31).

O problema da aflatoxina no Brasil assume um carater
sério porque infelizmente nao temos condigoes adequadas e sufi-
cientes para a limpeza e a secagem dos graos imediatamente apds
a colheita e também para seu armazenamento em boas condigoes.
Estes fatores sdo essenciais para minimizar o problema da proli
feragao da toxina na estocagem.. E grande, portanto, o risco

da perda de elevadas quantidades de alimentos contaminados ‘com



aflatoxina, os quais nao podem ser usados para consumo humano,

nem animal.

Para o aproveitamento do produto contaminado € de
grande importancia desenvolver procedimentos praticos para remo

ver ou degradar as aflatoxinas.

Varios processos, incluindo extragao com solvénte,
tratamentos térmicos, quimicos e microbioldgicos, tem sido am-
plémepte estudados,mas nenhum deles mostrou-se efetivo devido a
dificuldade de remogdo e da resisténcia a degradacdo térmica da
aflatoxina. Além disso, a maioria desses procedimentos parecem
ser comcrcialmente impraticaveis devido a sua complexidade, a
redugao da qualidade nutriqionai do produto ou ainda por serem

economicamente inviaveis (36) -

0 cozimento de alimentos por extrusao € uma tecnolo-
gia com caracteristicas Unicas, muito versatil e que vem sendo
empregado para controlar e desativar fatores antinutricionais e
enzimas e também para pasteurizar e esterilizar produtos alimen

ticios (72).

Com base nesses antecedentes, propusemo-nos a estu-
dar a possibilidade de se destoxificar arroz contaminado com

aflatoxina, através do processo de extrusao.

Dentro deste contexto, objetivamos:

1. Determinar, preliminarmente, as condigdes de extrusao (tempe
ratura, rotacao da rosca e umidade da farinha) que possibili
tassem uma maior degradagao das aflatoxinas B; e G; em fari-

nha de arroz.



2.

Estudar a degradacao das aflatoxinas B1 e G1 contidas nas fa

rinhas de arroz, em relagao as concentragdes iniciais, con-

forme as condigoes de extrusao estabelecidas em 1.

Investigar a influencia da adicao da amdnia e/ou metilamina
no pH da farinha e na degradacao das toxinas, conforme as con

digoes de extrusao estabelecidas em 1.

Extrair o amido da farinha de arroz intoxicada e verificar a
influencia do processamento no teor residual das toxinas, nes-

ta fracgao.



II. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A - Aflatoxina: tipos, estrutura quimica e efeitos toxicos

No inicio da década de 60, foi evidenciado o poten-
cial de alguns fungos para a producido de metabdlitos tdxicos em
alimentos. Apds a identificacgdo do fungo como sendo o Aspergillus
favus Link ex Fries, a substancia tdxica recebeu o nome de Afla

toxina (A. 4favus toxina).

Estudos subsequentes sobre os processos de purifica-
gao e dosagem, revelaram dois tipos de aflatoxinas, denominadas
de aflatoxina B (de "blue" = azul) e flatoxina G (de "green" =
= verde) devido as cores de suas fluorescéncias a luz ultravio-

leta.

Posteriormente foi verificado que a aflatoxina B.
correspondia a duas fracoes que foram denominadas de B, e B,, e
que a G, também a outras duas denominadés .de : G1 e GZ' Foi
verificado também que elas eram produzidas na proporgao de
40:1:50:1, respectivamente, para Bl,BZ,GleG2(31), embora hoje se

saiba que essa proporcao €& muito variavel.

Varios trabalhos citam a existencia das aflatoxi-
nas M1 e M2, excretadas no leite e na urina de animais alimen
tados com farelos toxicos, apresentando toxidez " praticamente
igual as das B1 e BZ’ respectivamente. Foram também isoladas as
aflatoxinas BZa e G2a com toxicidades de 60 a 100 vezes inferior

as das aflatoxinas B, e Gy, das quais derivaram (24). As estru



turas quimicas das principais aflatoxinas sao apresentadas na

Figura 1.

As aflatoxinas sao toxicas e carcinogénicas'para ani
mais domésticos e de laboratdrio. Obviamente,ndo foram realiza-
dos experimentos diretamente com seres humanos, mas para maca-
cos, uma dose diaria de 0,05 mg/kg (peso corporal) , mostrou-se
letal no curso de 1 a 3 meses, segundo CAMPBELL e STOLOFF (12).
Na Tailandia, entre varias pessoas que se alimentaram com arroz
.mofado, 25 delas ficaram doentes e 3 criancas morreram, conforme

estudo de TUNG e LING ( 81).

Foi determinada a'DL50 das quatro fragcoes em marre-
quinhos de um dia, com média de 50g de peso vivo, verificando-se
que eram 18,2, 39,2, 84,8 e 172,5 microgramas, respectivamente
para as aflatoxinas Bl’ BZ’ G1 e G2 ( 31). Nos animais, o orgao
atacado, por excelencia, € o figado que pode apresentar-se he-
morragico, com cirrose ou com carcinomas. Os rins podem apresen
tarem-se congestionados e hemorragicos, além da necrose do paren-
quima hepatico e proliferagao das células dos canais biliares

(31).

B - Prevencao da formagao das aflatoxinas em alimentos

A infecgao do A. fLavus em alimentos foi reconhecida
como uma fonte de contaminacao de micotoxinas. Tendo em vista
que esses fungos ocorrem naturalmente nos alimentos, os métodos
de prevencao da formagao de aflatoxina baseiam-se, fundamental-

mente, na inibigao da proliferacao do A. 6£avqb (21 ).
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FIGURA 1. Estruturas quimicas das principais aflatoxinas.



0 controle das praticas agricolas usadas no plantio,
cultivo, colheita e secagem dos produtos e o controle das con-
digoes de armazenamento dos mesmos, sao os principais fatores
relacionados . com a prevengao da contaminagao da aflatoxina ~em

alimentos.

Nao obstante os grandes esforcos direcionados 3 pre-
vengao, a contaminagao de aflatoxinas em alimentos pode ocorrer,
especialmente nos anos em que chove muito durante a colheita.
Por isso outros caminhos devem ser pesquisados visando deixar os
alimentos livres de aflatoxina, porém tendo sempre em mente que
eles poderao ser aplicédos somente se as medidas preventivas fa
lharem, e nunca como uma alternativa as boas praticas de cultu-

ra e de estocagem.

C - Remogao da aflatoxina em alimentos
1 - Remogao fisica da aflatoxina

Os métodos de remocdo fisica usados s3o basicamente
relacionados com o peso, tamanho, cOr, exame microscdpico e moa

gem dos graos.

A razao fundamental para a remogdao fisica das semen-
tes contaminadas por aflatoxina, € baseada no reconhecimento que
as toxinas sao frequentemente encontradas em pequena porcenta-
gem de sementes do material adulterado ( 73). 0 aci
mulo de aflatoxinas em alguns graos de amendoim alcangou niveis
elevados como 1 mg de toxina/g de amendoim, conforme relatado

por LEE ( 43).



Os resultados obtidos por WOGAN ( 86 ) em amostras de
amendoim contendo 150 ppb de aflatoxina mostraram que, atraveés
de sucessivas separacoes, 0,7% da amostra original, rejeitada
por separagao mecanica em peneiras apresentou 2.500 ppb de afla
toxina. As separagoes seguintes, usando célula fétoelétrica, se
guida de separagao manual, rejeitaram respectivamente,30 e150 a
-375 ppb de aflatoxina. O produto final, representando 83.7% de
toda a amostra, apresentou quantidades'negligenciéveis de afla-
toxina (<3 ppb). Outros autores, citados por DETROY et alil (21),
também obtiveram resultados similares usando a selegao de amen-

doins por separacdo mecanica, eletronica e manual.

Entretanto, BREKKE ef afi{ (8) mostraram que va-
rios métodos de separacao fisica que incluiram a limpeza' Umida
e seca dos graos e a separacao manual, nao foram efetivas no
decréscimo do conteldo de aflatoxina em lotes de milho natural
mente contaminados, contendo de 10 a 450 ppb de toxina. A frag-
mentagao sob condigdes de impacto, seguida da separacgdo dos grios
inteiros por peneiragem também mostrou-se insatisfatoria. Entre
tanto CUCULU et alil ( 19) mostraram que apesar da separacgdo fi
sica contribuir para a rédugéo dos niveis de aflatoxina em amen
doins contaminados, graos intactos e éparentemente saudaveis po
dem conter aflatoxina porque o fungo pode desenvolver-se entre
os cotilédones da sementebe nao ser perceptivel do lado externo
do grao inteiro. Para superar esse problema, foi sugerido que o
processo de selegao final fosse feito nos graos bartidos ao meio

(36 ).



As sementes de algodao contaminadas com aflatoxina
nao podem ser distinguidas das nao contaminadas sob luz ordina-
ria. Foi observado uma alta correlagao entre a fluorescencia ama
relo esverdeada, sob luz ultravioleta, de sementes comprometi-
das, com seus conteudos de aflatoxina (36). Com base nisso,
ASHWORTH et alii (4) propuseram um equipamento para separagao
eletronica das sementes fluorescentes das nao fluorescentes. Ape
sar do custo ser proibitivo em grande escala, nao oferecendo uma
solucao pratica ao problema, a selecdo eletronica pode ser fa-
cilmente adaptada para a identificagao de aflatoxina em grandes
lotes de algodao, através de amostragem adequada, possibilitan-

do desta forma, uma segregacdo prévia.

As caracteristicas de densidade das sementes de algo
dao tem sido também usadas para discriminar sementes contamina-
das das ndao contaminadas, através da utilizagao de um aparelho
de projegao. As sementes sadias e maduras sao projetadas a uma
maior distancia que as sementes-contaminadas devido a sua maior
densidade. Em testes iniciais, sementes de algodao contendo 40-
-80 ppb de aflatoxina B1 apresentaram mais de 63% da toxina B1
concentrada em 6%'dassementes,enquanto que 85% da toxina pode-
ria ser obtida de 25% dassementes, conforme citado por GOLDBLATT
( 36). Entretanto, testes posteriores usando essa técnica, indi

caram que o método era inconsistente.

Conforme trabalho de AUSTWICK e AYERST (5), o exa-
me de amendoins em pequeno aumento microscopico facilitou a
identificagdo do talo do A. §favus, devido a certas caracteris-

ticas morfologicas. Alem disso, foi constatada por DICKENS e



WELTY (22), wuma correlagao significativa entre amendoins com
aflatoxina e a rapida identificagao do A. §favus pelo microscé-
pio.

Em estudos de laboratorio conduzidos por YAHL et alii .
(86) sobre a mogéem tmida de milho, contendo hiveis de aflato-
xina de 120 a 638 ppb, foi observado que a agua de maceragao
apresentou a maior parte da aflatoxina (39-42%), enquanto que a
fibra, o gliten e o germe apresentaram respectivamente 30-38%,
14-17% e 6-10% da toxina original. Na fracao amilicea foi recu-
perada cerca de 1% da aflatoxina contida originalmente no milho

e 80 a 90% na agua de maceracao, na fibra e no germe.

Em estudo feito em planta-piloto por BREKKE et afid
(10) foi determinada a distribuicdo da aflatoxina entre as va-
rias fragoes obtidas na moagem seca do milho naturalmente conta
minado. Os resultados obtidos mostraram que o germe, a casca ou
- a fragao de finos degerminados apresentaram os mais altos teo-
res de aflatoxina, enquanto. que os_grits, farelo e farinha de

baixo teor de gordura, tiveram os mais baixos valores.

SCHROEDER et alii{ (74) estudaram a efetividade do
processo de beneficiamento do arroz na remogao da aflatoxina.
Primeiramente foi inoculada no arroz em casca, uma linhagem de
A. parasiticus produtora de toxina, o qual foi estocado em atmos
fera umida (cerca'de 100% de umidade relativa) a 30°C. Desta for
ma , apos 15 a 33 dias foram obtidas amostras de arroz em casca

com concentragoes maximas de aflatoxina, as quais foram submeti -
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das ao processo de beneficiamento. Os resultados obtidos mostra
ram que uma média de 60 a 80% das toxinas, com base em peso, fo
ram encontradas no farelo e na fragao de polimento do grao, o
que representou uma concenfragéo 10 vezes superior a encontrada

nos graos polidos.

Apesar da contaminagao de aflatoxina em lotes. de
graos ser geralmente encontrada em apenas uma pequena porgao dos
mesmos, comumente inferior a 1%, os meétodos de separacgao e remo
cao fisica dos graos contaminados sao, em muitos casos, pouco
eficientes e de uso prético limitado. Entretanto, a selegao ma-
nual pode contribuir para uma remogao considerével de aflatoxi-
nas em determinados produtos como por exemplo, o amendoim para
consumo humano; onde esse tipo de selegdo € usualmente emprega-

do.
2 - Remogao quimica da aflatoxina

Varios tratamentos quimicos tem sido propostos com a
finalidade de reduzir o conteldo de aflatoxina de farelos e fa-

rinhas.

A possibilidade de remogdo da aflatoxina através de
uma simples lavagem dos graos com agua ou alcali diluido tem si
do objeto de muita discussao. Foi verificado que graos de amen-
doim com alto teor de aflatoxina apresentaram grande parte da
toxina profundameﬁte difundida no interior do grao, impossibili

tando uma remogao efetiva da mesma pela simples lavagem dos
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graos inteiros ou partidos ao meio (19). LEE (43) também veri
ficou que a distribuicao da toxina no interior do grao torna a
extragao da aflatoxina em sementes intactas, um método nao pra

tico.

Poer outro lado, um bom potencial para remover afla-
toxina € oferecido pela extracdo do Gleo de varias sementes olea
ginosas, tais como o algodao e o amendoim, com o uso de solven-
tes. As praticas correntes de processamento por esmagamento me-
canico ou extragdo com hexana comercial, deixam na torta desen-
gordurada a grande maioria da aflatoxina presente na semente. 0O
0leo bruto obtido pode conter quantidades variaveis de aflatoxi
na, dependendo da matéria-prima e das condigdes usadas no pro-
cessamento. Entretanto, a refinacao alcalina convencional, a la
vagem e o branqueamento do 0leo contaminado com toxina reduzi-

ram os niveis de aflatoxina no oleo para menos de 1 ug toxina/

/kg (36 ).

Varios trabalhos foram feitos visando a extracdao com
solventes das aflatoxinas presentes em produtos contaminados. A
adigao de 1% de bicarbonato de sodio a torta de amendoim conta-
minada, apos extragdao do 6leo, removeu completamente a toxina,
mas 33% da proteina foi também extraida. O uso de uma solugao
aquosa de cloreto de calcio al% mostrou-se promissor , retirando

80% da toxina e apenas 6% da proteina (77).

GARDNER et afi4 (34 ) obtiveram bons resultados, a
nivel de laboratorio usando um sistema de solventes terciario con

tendo 54% de acetona, 44% de hexana e 2% de agua (peso/peso),rg
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movendo simultaneamente o 6leo (12-15%) e a aflatoxina (100-300
ppb) da torta de amendoim ou algodao pré-prensada inicial. 0O
teor residual de lipideos da torta foi de 0,5-1,2%, eliminando
85 a 95% da aflatoxina B, inicialmente presente. A efetividade
da mistura terciaria de acetona-hexana-agua foi também citada

por ROBERTSON et aflii (70), usando torta de amendoim ou amendoim

moido.

Os solventes puros como a acetona, o benzeno, o clo-
roformio, ndo permitiram a remocao quantitativa da toxina do pro
duto contaminado, como foi mostrado por FEUELL (29). Entretan-
to foram obtidos bons resultados utilizando esses‘solventes em
misturas binarias a base de agua. Desta forma, a mistura aceto-
na-agua (90 + 10), proposta por. GARDNER et alii (34), ou aceto-
na-agua (70 + 30) preconizado por PONS e EAVES (65), permiti--

ram eliminar cerca de 85% da toxina presente.

A remocgao de aflatoxina de tortas usando alcool e
agua foi estudado por RAYNER e DOLLEAR (68). O uso de isopropa
nol aquoso a 80% foi efetivo na remogao da aflatoxina de tortas
contaminadas de algodao e de amendoim. A extragao com 6 esta-
gios, 3 60°C resultou em remogao completa de aflatoxinas, em am
bas as tortas. Em condigoes similares de extragdao, a mistura
azeotropica isopropanol-agua (87,7% isoprapanol em peso) remo-
veu 88% e 79% das aflatoxinas totais da torta de amendoim e al-
godao, respectivamente. O uso de temperaturas mais baixas foi
menos efetivo em ambos sistemas de sol?entes. Foi tambeém obtida

boa redugao no conteldo de aflatoxina em tortas de algodio e
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amendoim contaminadas, atraves da extragao a 75°C com metanol

aquoéo a 95,6% (67).

Misturas de hexana-metanol, hexana-etanol, hexana-eta-
nol-agua e hexana-acetona-agua usadas por VORSTER (83) reduzi-
ram consideravelmente a porcentagem de aflatoxina de torta de
amendoim, usando o aparelho de Soxhlet, em escala de 1laborato-
rio. As maiores redugdes foram obtidas com hexana-acetona-agua

e hexana-metanol.

Segundo GOLDBLATT (36), varios sistemas podem ser

adequados para remocao de aflatoxinas de farelos ou farinhas es

pecialmente os sistemas baseados em alcoois como o isopropanol
e 0 etanol, ou em acetona. Tais sistemas de solventes tem a van
tagem de, sob condigdes adequadas, remover essencialmente todas
as aflatoxinas, com pouca probabilidade de formacao de produtos
derivados da mesma . com atividade fisiologica adversa, e
também sem uma reducdo apreciavel do conteiido de proteina ou da

sua qualidade nutricional.

Entretanto, para se considerar a remogao de aflatoxi
na de tortas usando solventes € preciso computar o custo adicio
nal do processamento, a necessidade de wuma extragdo especial,
equipamentos para recuperacao de solvente e a perdas de alguns
componentes da torta soliveis em agua, principalmente carboidra
tos. Também no caso de solventes contendo acetona pode ser nota

do efeitos adversos no sabor e odor (29).A

Portanto, considerando-se estes aspectos, a extragao

com solvente, como um instrumento na destoxificagao pratica, ne
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cessita ainda de maiores estudos. Entretanto, a sugestdo de
que as tortas contaminadas com aflatoxina sejam destinadas a fer
tilizantes fica como um impulso para posteriores desenvolvimen-

tos neste campo.
D - Degradagao da aflatoxina em alimentos

A degradagao da aflatoxina pode ser obtida por meios
fisicos, quimicos ou microbiolégicos. Oualquer um desses trata-
mentos deve nao apenas degradar as aflatoxinas mas também re-
ter o valor nutritivo do material processado, sem deixar resi-

duos nocivos.

1 - Degradagao fisica da aflatoxina

Embora as aflatoxinas sejam muito estaveis a altas
temperaturas, varios trabalhos foram feitos visando sua degrada

gao através de tratamentos térmicos dos produtos contaminados.

Devido a sensibilidade das aflatoxinas a luz ultra-
violeta e aosraios gama, alguns investigadores estudaram a DOSsi
bilidade de sua  degradacao em produtos contaminados,

usando essas radiacoes.
a - Degradacdao termica

Na ausencia de agua, as moléculas de aflatoxina sio
muito estaveis termicamente, o que explica os resultados pouco
efetivos obtidos em tortas e em graos de amendoim tratados por

calor seco (63).
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Em ensaios de destruicao por cozimento
em meio seco, as aflatoxinas isoladas mostraram-se estaveis até
seu ponto de fusdo (250°C). De fato, a destruigao das moléculas
de aflatoxina é iniciada pela hidrélise da lactona, o que impli
ca, necessariamente, além da energia térmica, a presenga de agua
(7).

Estudos de MANN et afii (51) confirmaram essa rela-
cao entre a taxa de umidade do substrato tratado e a taxa de
‘destruicao da toxina pelo calor. Os resultados mostraram que,
torta de algodao aquecida a 100°C por 1 hora, com teor de umida
de de 6.6%, apresentou uma taxa de destruicao de aflatoxina Bl
nao superior a 25%, porém, quando o teor de umidade aumentou pa
ra 30%, a taxa.de destruicdo foi proxima a 80%. Resultados simi
lares foram também obtidos por COOMES et afi4{ (18) com tortas de
amendoim tratadas em autoclave. Os testes bioldgicos <dindicaram
que a aflatoxina no farelo autoclavado foi convertida em produ-

tos nao toxicos.

LEE et alii (46) avaliaram o efeito da torragao a
seco e com o0leo de pequenas amostras de amendoins contendo niveis
de aflatoxinas totais de 130, 260, 2560 e 6300 ug/kg. As torra-
coes foram feitas em cinco condigoes de tempo-temperatura, simu
lando aquelas usadashna indistria de amendoim torrado. A redu-
cao média no conteldo de aflatoxina variou de 45 a 83%, denen-
dendo das condicdes de torracdao e do nivel inicial de toxina na
amostra. Houve uma reducao total de 65% em By e 62% em G, na tor
ragao com oleo e 69% em B, e 67% em G, na torragao a seco. 0

grau de redugdo no conteldo de aflatoxina foi maior nos niveis
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de contaminagao mais elevados, para ambas as torragoes usadas.
OQutras pesquisas, usando amendoins e necas também demonstraram
que é torracao pode baixar acentuadamente a péﬂﬁentragéo de afla
toxina. Os niveis de aflatoxina Bl.fofé% reduzidos em aproxima-
damente 50 a 70%, dependendotkiconcmﬂnncéo:hﬁcial da toxina e do
tipo e temperatura de torragao (28, 84). Estudos anteriores

feitos por LEE et alii ( 4%) mostraram redugdes meédias das afla

toxinas B1 e B2 de 70% e 45%, respectivamente, apd0s a torracgao.

CONWAY et afdiL ( 17) usando dois tipos de torradores
continuos obtiveram reducoes de 40 a 80% no teor de aflatoxina
em‘milho através de uma Gnica passagem pelo torrador. Entretan-
to, o tratamento prévio do milho contaminado, acondicionando-se
a 20% de umidade com solugao aquosa de am@nia, por 3 horas se-
guido pela torragao, provocou redugoes superiores a 90% em rela

¢ao ao teor de aflatoxina original do mesmo.

A destruicao da aflatoxina em arroz por diferentes
métodos.de cozimento foi estudado por REHANA et afii (69). Os
resultados mostraram que a cocgao normal destroi 49% da aflato-
xiha e os cozimentos sob pressao e com excesso de agua destroem

aproximadamente 73 e 82% das toxinas, respectivamente.

A efetividade da torragao por microondas na redugao
da contaminagao das aflatoxinas em amendoim foi estudada por LU
TER et alii{ ( 50). Aos niveis de potéencia de 1,6 kW por 16 minu
tos ou 3,2 kW por 5 hinutos, foi observada uma redugao de no mi
nimo 95%. Em ambos os tratamentos, o graﬁ de torragao resultan-

te foi satisfatorio, e os teores de proteina e gordura nao fo-
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ram afetados. Foi notado que em todos os casos a temperatura fi
. 0~ . . .
nal foi 150°C ou superior, e os niveis de aflatoxina foram redu

zidos a 5 ppb.

Pelos trabalhos discutidos nesse paragrafo, foi evi-
denciado que, parece dificil pretender chegar-se auma destoxifi
cacao total, por um simples tratamento térmico. Além disso, essa
técnica acarretou o prejuizo da qualidgde das proteinas no subs

trato tratado.

b - Degradacao por radiagao

0 uso da irradiacdo como um método de inativagao de -
material contaminado com aflatoxina tem sido considerado por di

versos grupos de pesquisa ( 21).

Varios investigadores tém observado que as aflatoxi-
nas sao sensiveis a luz ultra-violeta, conforme citado por MARTH
e DOYLE ( 53). Foi observado a formagao de fotovprodutos da irfg
diagao ultra-violeta das aflatoxinas B; e G; em nlacas de croma
tografia de camada delgada ou em solugdes metanolicas, enquanto
que pouca modificagao foi notada em tratamento analogo da afla-
toxina so6lida ou de solugoes de aflatéxina em cloroformio ou em
cloroformio-metanol (95:5). O principal fotoproduto de B1 foi
marcantemente menos toxico que o material original (3). Foiob
servada a conversao da aflatoxina B1 a derivativos metoxilados
de B,, em solugoes metandlicas irradiadas com ultra-violeta, con

forme citado por DETROY et afid (21).
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Foi feito um estudo extensivo sobre os efeitos da
irradiacdo ultra-violeta na destruigao da aflatoxina B1 em ben-
zeno, clorofdérmio, etanol e_metanol ( 21). A toxicidade dessas
solugoes de aflatoxina foram fortemente reduzidas, apds a irra-
diacdo ultra-violeta, conforme mostraram os testes biolégicoé.
A fotossensibilidade. da molécula de aflatoxina aos raios ultra-
-violetas dependeu muito da natureza do solvente no qual se en-
contraram as aflatoxinas. A inati?agéo da aflatoxina foi devido
'3 uma interacao entre certos solventes e as moléculas da toxina,

sendo a reagao catalizada pela radiacdo ultra-violeta (3).

WEI e CHU ( 85), estudaram a influéncia destas
radiagoes sobre as aflatoxinas B e G em solucao de diver-
sos solventes. Foi mostrado que a luz ultra-violeta cataliza as
reagoes de adigao das moléculas de alcool e de agua na dupla 11
gacao do anel furanico, o que explica . a sensibilidade estrita

das aflatoxinas By e G; a essa radiagao. .

FEUELL ( 29) fez uma avaliagao do uso pratico da ra-
diagdo ultra-violeta na degradacdo da toxina. Nesse estudo, ca-
madas finas de 10cm de torta de  amendoim contaminada com aflato
xina foram expostas durante 8.horas a luz ultra-violeta, nao re
sultando em mudangas aparentes na fluorescencia da toxina e mno
grau de toxicidade das mesmas. Resultados similares foram obti-

dos pela exposigao da torta 3 raios gama na dosagem de 2,5Mrad.

Outros trabalhos mostraram que as aplicagoes de ra-
diacdo gama em baixas dosagens como as normalmente usadas na

agricultura (50-100 Krads) produziram aumento pronunciado na

19



sintese de aflatoxinas. Entretanto, o uso de altas doses (400~
-600 Krads) garantiram a eliminagao total do crescimento do fun
go e a formagao das toxinas mas infelizmente,  -causaram a dete-

rioracao da qualidade do grao (37).

De uma forma geral, apesar da fotodegradagao em so-
lugoes ter sido demonstrada, a degradagao total das moléculas
de aflatoxina por irradiacdo direta de alimentos € muito difi-

cil e inviavel como método pratico de destoxificagao.
2 - Degradagao quimica da aflatoxina

A degradagdio quimica da aflatoxina em alimentos con-
taminados requer um sistema capaz de converter a toxina em deri
vados nio toxicos, sem mudancas prejudiciais no material origi-
nal. Muitas substancias quimicas tem sido selecionadas como rea
gentes para tal finalidade, principalmente acidos, bases e agen

tes oxidantes.
a - Acidos

A agdo de degradagao que exercem as solugoes aquosas
de acidos fortes sobre as aflatoxinas B, e G, € amplamente co-
nhecida. Virios investigadores tém relatado que acidos fortes ca
talizam a adicdo de agua ao grupo vinileno da molécula dihidro-

furano das aflatoxinas By e Gy, produzindo as hidroxiaflatoxi-
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nas denominadas aflatoxinas Bza e GZa’ respectivamente (15, 24,

64) . Segundo-PONS et alii ( 64) a reagdo de transformagao de

B, e G, a B

1 1
cionada com as condigoes de temperatura.

2a © G2a em meio acido (pH = 1) foi diretamente rela

Resultados obtidos por CIEGLER e PETERSON (15), mos
traram que o tratamento da aflatoxina com uma solucao 0,1 molar
de acido citrico a 28°C, durante dois dias resultou nas aflato-
xinas BZa e G,,, que apresentaram 1/500 da toxicidade da aflato
xina Bl.'

POHLAND et alii (62) mostraram que o tratamento de
uma solugdo de aflatoxina B, com dcido cloridrico 0,01 N, a uma
temperatura de 37°¢C, apresentou uma taxa de conversao em hidro-
xiaflatoxina B2a muito baixa (4%); entretanto, em solucoes | de
HCZ 0,1 N e 0,5 N foram obtidas 30 e 90% de taxa de conversao,

respectivamente.

~

Os tratamentos com solucdes acidas fortes nao tem
possibilidade de serem usados na destoxificacdo industrial de pro
dutos agricolas, por diversas razoes. Primeiramente pela neces-
sidade de condigoes relativamete drasticas para que ocorra a
e G

conversao das aflatoxinas B1 e G1 a B: respectivamente,

2a z2a’
o que fatalmente acarreta degradagao de parte das proteinas. Além
disso, as aflatoxinas B2 e G2 nao sao degradadas em meio écido,
e .embora sejam- menos tdxicas e menos abundantes que a afla
toxina By sio também . nocivas a salde dos animais. Enfim,

nao pode ser esquecida a possibilidade da reagao inversa, ou sg

ja, a desidratagao das aflatoxinas BZa e GZa’ particularmente

s
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no estomago dos animais, com a re-formagdo das aflatoxinas B1 e

B2 originais'(7).
b - Bases

As bases fortes organicas ou inorganicas, reagem com
as moléculas de aflatoxina pelo ataque da molécula no anel lac-
tonico. As bases foram consideradas, entre todos os agentes qui
micos testados em laboratdorio, como produtoras dos resultados

mais promissores na degradacao das aflatoxinas (7).

Os 0leos comestiveis refinados constituem um exemplo
de que o uso de bases pode degradar a aflatoxina (61). O oleo
bruto obtido na extracao com solvente ou por prensagem épresen-
tou pequenas fragoes da aflatoxina original (5.500 ppb) presen-
te no amendoim. Entretanto, durante o refinamento alcalino co;
mercial e a lavagem do 0leo, 90-95% da aflatoxina presente mno
6leo bruto foram eliminadas (61). Admite-se que, a solugao de
NaOH atue no anel lactonico da molécula de aflatoxina, formando
um sal de sodio soluvel em agua, o que explica a eliminagao da
maior parte da aflatoxina nas operagoes de lavagem, apds a neu-

tralizacao (7).

Torta de amendoim contendo 70 ppb de aflatoxina 3B,

30 ppb de aflatoxina B, e 11 ppb de aflatoxina G foi submeti-

1’
da ao tratamento térmico com hidroxido de sodio (2% do peso da
torta) e 30% de umidade, por 2 horas a 100°c, com redugdo do ni
vel de aflatoxina total a tragos da substancia. Nas mesmas condi

goes, o uso de metilamina (1,25% do peso da torta) ou de amonia (15
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minutos, 15% de umidade, 739, 43 1b/in2 e 6,7% de <concentra-
¢ao de amonia) foram igualmente efetivos na diminuigao da afla-
toxina a quantidades tragos nas tortas de amendoim tratadas. Po
rém, o tratamento com gas ozona (umidade de 30%, por 2 horas a
100°C, com um fluxo de 1,5 g/hr) deixou remanescente na torta
final, 5 ppb de aflatoxina Bl’ 10 ppb de B2 e 3 ppm de Gl' To-
das as tortas tratadas foram submetidas a avaliagao biolodgica,
nao sendo notadas alteragdoes no figado, em testes com perﬁs; En
tvetanto, foi observado uma reducao na qualidade da proteinadas
tortas de amendoim submetidas aos varios tratamentos, a qual foi
avaliada pelas caracteristicas fisico-quimicas e pelo PER. As
maiores reducdes foram observadas nos tratamentos com hidroxido
de sédio e ozona. Os resultados mostraram que o tratamento com
amonia produziu uma torta com baixo contelido de aflatoxina, no
menor tempo de tratamento e com moderada alteragao na qua

lidade das proteinas (23).

0 uso de metilamina na degradagao das aflatoxinas deu
otimos resultados tanto em tortas de amendoim ( 23), como em tor
tas de algodao ( 52). Os produtos resultantes da reagao nao apre

sentaram qualquer toxidez.

Foi descrito.um procedimento de destoxificagao, combi
nando a acgao de uma base inorgénica nio volatil, o hidroxido de
calcio, a de uma base organica volatil, a monometilamina.
Sabendo que, a destruicdo da molécula de aflatoxina nao & verda
deiramente efetiva, se o pH da torta ndo atingir 9.5 a iO, GID-
DEY et afli{ ( 35) misturaram 1.5 a 2.0% de Ca(OH)2 e 0.4 a 036%

de monometilamina, com base no peso da torta, elevando o pH a
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valores proximos a 10. Em misturador continuo, a pressdo atmos-
férica, foi feito o tratamento térmico da torta de amendoim a
85°C por 30 minutos. O grau de destoxificagao total obtido foi de
96% e os testes toxicolBgiéos efetuados em embrioces de frango
mostraram que o procedimento usando o hidroxiddo de calcjo/meti-

lamina nao pareceu induzir a novas substancias toxicas.

PARK et aflii (660) trataram torta de amendoim natu-
ralmente contaminada, a qual foi adicionada aflatoxina com car-
bono marcado, pelo processo metilamina-hidroxido de calcio. Foi
adicionado 2% de Ca(OH)2 e 0.5 de metilamina, , a torta con-
tendo 24% de umidade, em um misturador aquecido a 100°C por 1
hora. Nessas condicoes, o conteudo de aflatoxina foi reduzido de
94 a 100%. Foi'observado que 69-86% da radioatividade permane-
,éeu no residuo ap6s extracao com clorofSrmio/HZO, metanol, aci-
do acético ou agua. A digestao enzimatica da torta tratada au-
mentou a quantidade de compostos na extracao, mas 38% da radio-

atividade permaneceu no residuo. Os produtos obtidos, derivados

da aflatoxina, apresentaram menor toxicidade.

Torta de amendoim contaminada com 600 ppb de aflato-
xinas foi tratada com formaldeido e/ou hidroxido de calcio em
um reator operado fechado e a pressao atmosférica. Em geral, a
adicao de hidroxido de calcio ao formaldeido causou maior
inativacao das toxinas, em relagao ao formaldeido apenas. Os
tratamentos com o reator fechado usando 25% de umidade na torta,
0,5% e 1,0% de formaldeido com 2,0% de hidroxido de calcio, por
1 hora, apresentaram produtos finais com 3 e 1 ppb de aflatoxi-

na, respectivamente. O refluxo a pressao atmosférica com 20% de
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umidade, tratamento de 1 hora com 1,0% de hidroxido de calcio,

deram produtos com 5 ppb de aflatoxina (16).

Dentre os métodos de destoxificacdao de tortas contami
nadas com aflatoxina usando base, a amoniagao parece ser um dos
tratamentos mais eficientes e praticos. Ensaios feitos por GARD
NER et afii (33) em planta-piloto, usando torta de amendoim con
tendo 121 ppb de aflatoxina e torta de algodao com 350 ppb de
aflatoxina, indicaram que a amoniagao inativou as aflatoxinas na
torta de amendoim original a niveis ndao detectaveis, em todos
os ensaios e a 4 ppbdb, na torta de algodao. Foi observado também
que o aumento na pressao de amonia ou no conteiido de umidade ini
cial da torta resultaram em maior decréscimo de aflatoxina. O
uso de torta de algodao tratada com amonia em ragoes de ruminag
tes foi aprovada pela '"Food and Drug Administration'" nos Esta-

dos Unidos, desde 1968.

ApGs amoniagao e estocagem em escala de laboratdrio,
de milho condicionado a 17,6% de umidade, a 25°C por 14 dias, o
nivel de aflatoxina B; foi reduzido de 1.000 para 10 ppb. O ex-
perimento em escala piloto em milho com 11% de umidade foi tra-
tado com 1,1% de NH;, o nivel de aflatoxina B, no milho foi re-
duzido de 90 ug/kg a niveis nio detectiveis, apos 7 meses de es
tocagem. Os testes de alimentacdo de suinos usando o milho tra-
tado deu bons resultados. Os experimentos em laboratorio, usando
'NHS gasoso ou aquoso foram igualmente efetivos na inativagao da

aflatoxina no milho (9, 11).

Estudos similares feitos por 'BAGLEY (6) mostraram

a redugao do nivel de aflatoxina de 600 para menos de 20 ppb em
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cerca de 3 semanas 3 25°C, e em apenas 3 dias a 38°C, usando
0,5% de NH; e 15% de umidade no milho. O processo foi aplicado
em grande escala na alimentagao de gado, aves e suinos, reduzin
do os niveis de aflatoxina de 1000 ppb a valores inferiores a

20 ppb.

Considerando a amoniagao como um método efetivo, eco
nomicamente viavel e comercialmente pratico para inativagao da
aflatoxina em torta de algodao, KOLTUN et alii (42Z)  estudaram
as condigbes oOtimas de processamento para destruir aflatoxinas
com o minimo decréscimo na solubilidade do nitrogénio. Um rea-
tor adequado para amoniagao foi modificado para possibilitar a
retirada de amostras em cada 5 minutos durante o processo, sem
interferir nas suas condic¢Oes de realizacac. Destaforma foi possivel
monitorar o progresso das condigoes de reagao em cada 5 minutos,
para acompanhar o processo de inativagao das aflatoxinas. Assim,
torta de algoddo contendo em média 340 ppb de aflatoxinas to-
tais foram tratadas com amonia anidra liquida sob varias condi-
goes de tempo, temperatura e concentragao, mantendo-se a umida-
de da torta em 10%. Os resultados obtidos desse estudo -mostra-
ram que, a inativacao de aflatoxinas em tarta de algodao, de
acordo com testes quimicos, pode ser obtida com sucesso usando-
-se condigcbOes menos rigorosas de tempo/temperatura, pressao e
contelido de umidade em relagao aquelas que os estudos prévios

haviam indicado.

Embora a toxicidade das tortas com aflatoxina trata-

das com amonia seja grandemente reduzida, em relagao as nao tra
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tadas (23, 60) ou mesmo eliminada (37), as modificagGes quimi-
cas que ocorrem na aflatoxina B1 nao estao ainda totalmente es-

clarecidas.

E sabido que a amonia atua na molécula da aflatoxina
B, em um primeiro estagio, pela abertura do anel lactonico com
fofmagéo de um sal de amonio de um B ceto acido. Na presencga de
dcido esse sal de amonio pode reformar a molécula inicial de
aflatoxina B1 (7). Entretanto em um segundo estagio do tratamen
to alcalino ocorrem reagoes irreversiveis que levam a formacgao

das aflatoxinas D1 e D2 (37).

LEE et alii (48) que estudaram a reacao de amoniagao
com a aflatoxina B, pura, conseguiram isolar, na forma cristali
na, um composto fendlico, nao fluorescente, de peso molecular
286, tendo por formula C6H14OS' Esse composto proveniente da des

carboxilacdao do 8 ceto acido foi denominado de aflatoxina D, .

CUCULLU et afiL (20), isolaram e carécterizaram um
segundo composto da reagao de amoniagao da molécula de aflatoxi
na Bl’ denominado aflatoxina DZ' Esse composto fenolico, nao
fluorescente, de peso molecular 206 & similar a molécula de afla
toxina D,, mas tendo perdido o anel ciclopentano. O esquema com
pleto da reagdo de amoniagao da molécula de aflatoxina B1 € apre

sentado na Figura 2.

A taxa de conversao da aflatoxina B, em aflatoxinas
D, e D, por amoniacao foram determinadas por CUCULLU et alil
(20) usando cromatografia liquida de alta pressao do extratoclo

roformico dos produtos de amoniagao da aflatoxina B,. Os resul-
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FIGURA 2. FEsauema completo da reacdo de amoniacdo da molé€cula

~de aflatoxina B,, segundo CUCULLU (20).
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tados obtidos por esses autores mostraram que, apds 3 horas de
reagdo, as proporgoes das aflatoxinas D, e D, sao, respectivamen
te, 19 e 10%. Ao contrario, os resultados obtidos com tortas de
algodao e de amendoim naturalmente contaminadas mostraram que a
taxa de conversao da aflatoxina B1 em D1 nio & superior a 0,40%

(45).

c - Agentes oxidantes

A investigacao feita por DOLLEAR et afii (23) sobre
o desempenho de um grande nimero de compostos quimicos revelou
que, além das bases organicas e inorganicas, as substancias oxi
dantes sao igualmente efetivas na redugao da toxicidade das afla

toxinas.

Em 1967, TRAGER e STOLOFF (80) testaram a‘agéo de va
rios oxidantes fortes com relagao aos seus efeitos sobre as aflg
toxinas. Alguns desses oxidantes reagiraﬁ apenas com as aflato-
xinas B1 e Gy originando a abertura da dupla ligagdo da molécu-
la furanica terminal, como foi o caso do peroxido de benzoila,
tetroxido de osmio e solugdo iodeto-iodo. Outros oxidantes como
o hipoclorito de sodio, o permanganato de potassio, o borato de
s6dio e a mistura de 3% de H,0, + NaBO, (1 + 1) reagiram com as
aflatoxinas Bl’ Bz; G1 e Gz, sendo a destoxificacao confirmada
por experimentos bioldgicos. Nestes casos a agao desses agentes
oxidantes foram relacionados com a abertura do anel lactonico
das aflatoxinas (7). “

Varios investigadores tem recomendado o uso de hipo-

clorito de sodio para destoxificagao de tortas e de material
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contaminado de laboratoério, conforme citado no trabalho de MARTH
e DOYLE (53).

Os resultados das pesquisas de NATARAJAN et afi4 (58)
mostraram que o pH e a concentragao de hipoclorito de sddio fo-
ram fatores importantes na redugao da concentragao das aflatoxi
nas a niveis nao detectaveis em isolados protéicos, partiﬁdo-se
de amendoim e de torta de amendoim desengordurada. O tratamento
com 0,4% de hipoclorito de sddio a pH 8 produziu isolados protéi
cos com quantidades insignificantes das aflatoxinas B1 e BZ’
usando amendoim contaminado com 725 ppb de aflatoxina B1 e com
148 ppb de aflatoxina BZ' A temperatura e o tempo da reagao nao
afetaram a destruigao das aflatoxinas significativamentc. O tra
tamento das aflatoxinas com solugao a 5% de hipoclorito de so-
dio, durante varios segundos, resultou na perda da toxicidade e
da fluorescencia, conforme relatado por FISCHBACH e CAMPBELL
(30). Esses autores também relataram que 90% da toxina na torta
foi destruida quando usado cloro gasoso, o qual deixou um odor

residual na torta. O cloro, também agiu nas gorduras formando

produtos toxicos (29, 78).

Farelo de amendoim desengordurado foi suspenso em
agua (10% solidos) e seu pH foi ajustado para 9,5 com alcali for
te. A suspensao foi tratada com diferentes quantidades de H,0,
e aquecida a 80°C por 30 minutos. Nessas condigoes, 97% da toxi
na foi destruida, como confirmada por testes bioldgicos usando

perus e embrioes de marrecos (78).

Tortas de algodido e de amendoim com conteldo de umi-
dade de 22 a 30%, respectivamente, foram tratadas com ozona a

temperaturas de 100°C. Os maiores tempos de tratamento favorece
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ram uma maior inativagao das toxinas. As aflatoxinas B; e G; fo
ram prontamente destruidas pelo processo de ozonizagao, enquan-
-to que as aflatoxinas B2 e G, pareceram relativamente resisten-
tes. Na torta de algodao, 91% da aflatoxina total foi deétrufda
em duas horas, a 100°C com decréscimo de 214 a 20 ppb, enquanto
que em tortas de amendoim, foi destruido 78%, em 1 hora, com de
créscimo de 82 a 18 ppb. Em ambas as tortas, a aflatoxina B1 e
Gl»foram totalmente inativadas nos tempos especificados (25) .
Os ensaios feitos com patinhos e ratos mostraram perfeita

inocuidade dos alimentos tratados com ozona.

A reacao de oxidacao da aflatoxina por ozona féi ca-
talizada pelo calor, o que provocou a diminuigdo do teor de 1li-
sina disponivel no alimento tratado, diminuindo assim o valor

nutritivo do mesmo ( 37).

d - Uso do bissulfito

0 bissulfito € um composto quimico altamente reativo
e um aditivo aceito para uso em alimentos. Ele € comumente usa-
do na moagem Umida do milho e no processamento de Vinho, sucos
de frutas e frutas secas. MARTH e DOYLE ( 53) demonstraram que
o bissulfito pode degradar as aflatoxinas B, e Gl.‘Foi estudada
a velocidade de degradacao das mesmas durante 96 horas, wusando
varias concentragdoes de bissulfito, obtidos pela adigao de sul-
fito de potassio, em pH 5,5. A quantidade de aflatoxina Bl
degradada aumentou a medida que a con;entragéo de sulfito de

-

potassio aumentou. O aumento da temperatura de 25 a 55°C resul-

31



tou em um aumento marcante na velocidade ao qual o sulfito de
potassio (aproximadamente 3.000 ppm de SOZ) degradou a aflatoxi
na Bl' Cerca de 80% da quantidade inicial (200 ppb) foi degrada
da em 48 horas a 55°C, enqﬁanto que apenas cerca de 30% foi de-
gradada em 96 horas a 25°C. Resultados similares foram obtidos

com a aflatoxina Gl.
3 - Degradacao bioloaica da aflatoxina

Foi observado pvor varios investigadores que culturas
toxicogenicas de Asperngillus fLavus e A. parasiticus comumente
produzem,qﬁantidades maximas de aflatoxina andés 5-9 dias de in-
cubagao, dependendo das condigdes. A incubagdo continuada das
culturas foi acompanhada invariavelmente pelo decréscimo na quan

tidade de aflatoxina presente ( 53).

Pela monitoragao da produgdo de aflatoxina em fermen
tadores, CIEGLER et afii ( 14) obser?aram que concentracdes ma-
ximas das aflatoxinas foram atingidas em 72 horas, declinando
rapidamente a seguir. Esses investigadores conclqiram que foi
necessaria a autdolise do miceélio para a degradacao da aflatoxi-

na nelo fungo.

No estudo realizado por SHIH e MARTH e citado por
MARTH e DOYLE ( 53) foi observado que as aflatoxinas Bl’ BZ’ G1
e G, foram degradadas vor micélio de A. parasiticus NRRL 2999
apés 8 e 16 dias de incubacdo a 28°C. 0 micélio avds 16 diaé,

degradou a toxina mais rapidamente.
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Outros microrganismos, além de A. §Lavus e de A. pa-
nasiticus podem também degradar as aflatoxinas. CIEGLER et afii
( 14) selecionaram aproximadamente 1.000 microrganismos, incluin
do leveduras, fungos, bactérias, actinomicetos, algas e esporos
de fungos para testar as suas possibilidades com relacado a de-
gradagao das aflatoxinas. Alguns fungos e esporos de fungos
transformaram parcialmente a aflatoxina B1 €m Nnovos compostos
fluorescentes, entretanto, apenas uma bactéria, FLavobacterium
aurantiacum (NRRL B-184) removeu irreversi?elmente a aflatoxiné
B, da solugao nutriente. A agao dessa Bactéria'ocorreu também

nas aflatoxinas G1 e }H} conforme citado por BLANC (7).

Como resultado de numerosas investigacoes foi estabe
lecida a possiBilidadeda destoxificagdo bioldgica completa ou
parcial das aflatoxinas. Leite, 0leo de milho, pasta de amendoim, -
amendoim e milho foram completamente destoxificados por células
de F. aurantiacum. Ns testes com perls mostrarambqué a destoxi-
ficagao foi completa, néd sendo formédas novas substancias toxi
cas. O metabolito fofmado a partir da aflatoxina B1 foi identi-
ficado como sendo o hidroxidihidro-aflétoxina Bl' 0 método de
destoxificagao com o uso do Flavobacterium aurantiacum NRRL B-
-184 foi patenteado em 1969 por CIEGLER, conforme citado por
GOLDBLATT ( 36). Todévia, outros métodos baseados na destoxifi-
cagao bioldogica nao encontraram maior anlicagao em escala comer

cial ( 37).
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E - 0 processo de extrusao

1 - Definigao

0 extrusor de rosca Unica foi pela primeira vez anli
cado no processamento de alimentos em 1935, na extrusao conti-
nua de produtos de pasta. Desde entao, seu uso vem crescendo e
hoje, extrusores de diferentes desenhés sao utilizados na produ
cao de alimentos pré-cozidos, cereais para o desjeium, ''snacks",
proteinas vegetais texturizadas, bebidas instantaneas em po, SO
pas instantaneas, alimentos infantis, farinhas e amidos pré-ge-

latinizados para fins industriais (71).

0 cozimento de alimentos por extrusao pode ser defi-

. - - - . -
nido como o processo continuo e unitario no qual produtos ami-
laceos e/ou proteinaceos, geralmente na forma de farinha ou
"grits', sao introduzidos em um cilindro aquecido e empurrado,
por meio de um parafuso giratorio, em diregao a uma matriz, que
é projetada para dar forma e/ou expansao, secagem ao produto

extrudado.e contra-pressao.

0 principio basico do processo € a modificagao do ali
mento pela aplicagdo de umidade, calor, pressao e atrito mecani
co. Uma das grandes vantagens da extrusdo & a possibilidade da
execugao das vrincipais fungoes deste sistema ao mesmo temno,
ou seja, misturar, cozinhar e estruturar o alimento. Como o tem
po de processamento € de poucos segundos, 0 cozimento por extru
sao pode ser propriamente classificado como um processo HTST

("High Temperature Short Time').
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2 - Elementos basicos

O extrusor € basicamente formado nelo cilindro, para
fuso e matriz. Em extrusores de cozimentq, a parte interna do
cilindro € normalmente ranhurada, para evitar o deslizamento da
massa, aumentando assim a taxa de cizalhamento. O cilindro € nor
malmente encamisado,vpara permitir a circulacdo de vapor ou agua
fria. A matriz do extrusor tem a funcao de moldar o produto na
forma desejada e também funciona como um restritor do fluxo, au

mentando a pressao nas zonas de cocgao do extrusor.

A maior parte dos extrusores de cozimento usa um Uni
co parafuso, embora existam os extrusores gemeos ou de roscé du
pla. O parafuso & a parte principal do equipamento e sua geome-
tria tem grande influéncia no processamento, definindo 3 secgoes
ou zonas; a zona de alimentacdo, com a principal fungao de rece
ber o produto e iniciar sua mistura; a zona de transigao que pos
sibilita a elevacao da temperatura e pressao do material que &
bem trabalhado e parcialmente cozido e finalmente a zona de al-
ta pressao, onde ocorrem as maiores intensidades de mistura, ta

xa de cizalhamento, pressao, temperatura e cozimento.

Quando a massa passa através da matriz, a pressao &
rapidamente liberada e a agua, superaquecida, evapora instanta-
neamente, resultando em resfriamento do alimento que se solidi-

fica.
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3 - Usos e vantagens do processo de extrusao

Os cozedores por extrusao tem baixo custo, pois con-
vertem eficientemente a energia elétricagem térmica e ndo so0 a
energia, mas também a mdo-de-obra e espagos requeridos por qui-
lo de produto cozido sao inferiores a qualquer outro método de

cocgao (49, 76).

A extrus3o de alimentos & um método de cozimento mui
to versatil e de alta cépacidade de produgao. 0O processo pode-
ser controlado em uma grande gama de condigoes de operagao, per
‘mitindo produzir numerosos produtos finais com diferentes forma

tos, texturas, densidades, sabores e aparéncias.

Outro fator a considerar, durgnte a extrusio, e a na
tureza complexa dos sistemas de alimentos, onde ocorrem simulta
neamente varias mudancas fisicas e quimicas. Entretanto, wvouco
se conhece sobre essas mudangas, devido a dificuldade de isolar
a influeéncia de uma delas, a fim de se identificar seu papel es

pecifico no processo ('27).

A extrusao oferece um meio conveniente para o manu-
seio continuo de sé6lidos, possibilifando uma mistura uniforme
dos ingredientes conforme o produto esta sendo obtido, mesmo
aqueles em pequenas quantidades, como as vitaminas, corantes e

aromatizantes.

A brevidade do periodo 3 temperatura desejada no sis
tema "HTST" & de grande importancia para o desempenho biologico

~

maximo dos materiais extrudados, ja que as proteinas, vitaminas,
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aminoacidos podem ser prejudicados pelas temperaturas excessi-
vas e/ou intervalos de tempo prolongados a altas temperaturas.O
exame bacteriologico de produtos extrudados, produzidos em sis-
temas bem operados, revelou ainda umjprodutﬁ com contagem total
muito baixa, isentos de patégenos e salmonela e normalmente com

longa vida-de-prateleira (76 ).

Foi estudado por MUSTAKAS et afil (56, 57) o efeito
do processamento por extrusao na qualidade nutricional, no gos-
to e aroma e na estabilidade durante o armazenamento de farinha
de soja integral. Em concordancia com resultados de outros tra-
balhos, a perda de tiamina foi minima, de 1,07 mg/100g na soja
original para 0,85 mg/100g na farinha extrudada. Foi também cons
tatado que o processo de extrusao foi efetivo em remover‘ fato-
res antinutricionais e inativar enzimas da soja para manter boa
estabilidade no armazenamento e bom sabor, mantendo suas proprie
dades nutricionais. Com 89% de inativagao de antitripsina foram
alcangadas altas disponibilidades de lisina e valores de PER

nas farinhas extrudadas em relacao a farinha de soja original.

Além dos fatores antinutricionais, como antitripsina-
e hemaglutinina encontrados na soja crua, podem também ser eli-
minados pela extrusao, fatores nao palataveis encontrados em ou
tras leguminosas. O processo pode ainda inibir consideravelmen-
te o desenvolvimento de rancidez oxidativa em cereais e farinhas
contendo germé, possibilitando extender a vida-de-prateleira de

seus produtos sem refrigeracgao.

0 primeiro estudo referente ao uso do processo de ex

trusao para a destoxificagao de farelo de amendoim  ctoéntaminado
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por aflatoxina foi feito por THIESEN ( 79). Foi encontrado aque
o cozimento por extrusao do farelo de. amendoim contendo 20% de
umidade, e até 2% de hidroxido de amonia, inativou menos que 12%
da aflatoxina presente. A extrusao foi feita ﬁsando extrusor de
rosca unica Brabender 20 DN DO CORDER, com matriz de 5 mm, 150
rpm, com taxa de compressao de 1:3 ou 1:2 e com temperaturas de
100 e 120°C. Em contraste, a estocagem da mesma torta na presen
ca de 3-4% de hidroxido de amonia a temperatura ambiente por 11
dias, inativou mais que 99% da aflatoxina, enQuanto que a esto-
cagem com 2,1% de NHS’ na umidade de 15%, apresentou-grau de de
toxificagao de 70 e 90%, em 1 e 11 dias, resmectivamente. GIDDEY
et atii (35) usaram a combinac¢do de hidroxido de calcio e monome
tilamina (2 e 0,5% do farelo, respectivamente) ' no .~ processa-
mento. Foi sugerida aoperagao a pressao atmosférica a 80-100°C
por 30 a 60 minutos em um misturador ou em um extrusor com o
contetdo de umidade de 11-25%, sendo destruidosnessas condigoes,

maisdoque95% da aflatoxina B1 inicial.

Entretanto, em trabalho ‘recentemente publicado,
GREHAIGNE et afAii (38)usaram ovextrusor de rosca dupla para es-
tudar a destoxificagao de farelo de amendoim com um conteido mé
dio de 250 nug de aflatoxina B1 por‘kg’de matéria seca, na pre-
senca de 0 a 2.5% de hidroxido de amonio (peso de NHS/torta, ba
se seca). O contetdo de umidade durante a extrusao variou ‘de
11,5 a 38% (peso agua/peso tofal), a taxa de alimentacao de 22,5
a 30 kg de torta/hora, e a temperatura do material antes da ma-
triz de 140 a 185°C; a velocidade de rotacgao das roscas foi de

29-30 rpm. O conteldo de aflatoxina Blrdeterminado apoés a extru
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sao foi reduzido em 23-66% na ausencia, e de 40-87% na presen-
ga de hidréxido de amonia. Desses experimentos nido ficou ainda
claro se a extrusiao causa a destruicdao das moleculas de aflato-
xina ou sua ligagdo a outros constituintes do farelo de amen-

doinm.
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III. MATERIAIS E METODOS

A - Material

1 - Matéria-prima

A matéria-prima usada neste trabalho foi o arroz em
palha variedade IAC-899 fornecida pela Secao de Arroz e Cereais

de Inverno'do Instituto Agronomico de ‘Campinas (IAC).
2 - Reagentes

Os reagentes usados nas analises da matéria-prima e
.dos produtos, foram de grau de pureza exigido pelos métodos ana
1liticos. |

Os esporos do fungo A. {§Lavus, de linhagem desconhe~
cida, foram obtidos no Departamento de Tecnologia Rural da

ESALQ/USP, Piracicaba.
3 - Equipamentos e aparelhos

Foram utilizados no trabalho experimental os seguin-

tes equipamentos e aparelhos:

- Moinho de Rolos, marca Brabender, modelo Quadroma-
tic Senior

- Camara de armazenamento a 30°C

- Moinho de Martelos, marca Tigre, tipo CV2, poten-

cia 0.75 C.V., 3.800 rpm
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Extrusor de Laboratorio marca Brabender, modelo (NF

1014/2, com parafuso de taxa de compressio 3:1, ma

triz de 4 mm de diametro e alimentador vertical

Misturador tipo planetario P600s, marca Brabender,

modelo 826801

Estufas com circulagao forgada de ar, marca Fanen,

modelo 320/2 e 330.

Determinador de umidade semiautomatico, marca Bra-

bender, tipo 890100
Viscoamilografo, marca Brabender, tipo 801300

Centrifuga, marca Fanen, modelo 204-NR, potencia

0,65 KW

Banho-maria com controle de temperatura, marca Etica,

modelo 5002, potencia 0,6 KW

Potenciometro marca Metrohm Herisau Tipo E-512
Digestor e destilador para a analise de proteinas
Mufla com controle de temperatura

Extrator de gordura

Extrator e digestor de fibrés

Espalhador Shandon para prevarar placas de silica-

gel-G

Lampada de ultra-violeta com pico de emissao de 365

nm, tipo Phillips HPW 125 W
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B - Metodos analiticos

1 - Umidade

Na determinagao da umidade do arroz e das farinhas
de arroz extrudadas usou-se o determinador de umidade Brabender
ou a estufa com circulacao forgada de ar a temperatura constan-

te de 130°C por 1 hora.

2 - Proteina

O teor de proteina foi calculado através da determi-
nagao do nitrogenio pelo método KJELDAHL, AACC 46-10 ( 1), usan

. do-se o fator de 5,95 para a conversao.

3 - Lipideos

Na determinacgao de 1ipidebs foi usado o método da
AACC 30-20 (1) fazendo uma extragao continua com hexano (p.e.-

-60-65°C), usando o aparelho Soxhlet.
4 - Cinzas

0 teor de cinzas foi calculado pela calcinacgao da

amostra 3 550° de acordo com o método AACC 08-01 (1).
5 - Fibra bruta

A determinagao de fibra foi feita de acordo com o mé

todo de VAN de KRAMER § VAN GINKEL (81 ). Foram nesados 2,0 gra
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mas de amostra desengordurada e tratadas com 70 mf de acido acé
tico 70%, 2 g de acido tricloroacético e 5 m€ de acido nitrico
concentrado. Foi entao feita a digestao a temperatura de ebuli-
gao, com refluxo. Os residuos foram a seguir filtrados e lava-
dos com agua quente em cadinho previamente tarado. Finalmente o

material foi secado a 105°C por 3-4 horas e pesado.

6 - Carboidratos

O teor de carboidratos foi estimado por diferenga,
apds as determinagdes de umidade, proteina, lipideos, cinzas e

fibra bruta.
7 - pH

Os valores de pH das farinhas, antes e depois da ex-
trusao, foram determinados segundo o método da AACC 02-52 (1),

3 temperatura ambiente (25°C).

8 - Distribuigao do tamanho de particula

A distribuigdo do tamanho de particula do arroz foi
determinada apos moagem na Unidade de Quebra do Moinho Braben-
der Quadramatic Senior, usando-se o aparelho Produtest, com um
conjunto de peneiras com malhas de 297, 210, 149, 105 < 105um.
Amostras de 100 g de farinha de arroz moido foram colocadas na
parte superior do aparelho, deixando-se vibrar por 15 minutos.
A distribuigdo do tamanho de particula foi expresso como porcen

tagem de material retido em cada peneira.
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9 - Viscosidade

As viscosidades da farinha de arroz antes e apds a
extrusdo foram determinadas utilizando-se o viscoamildografo Bra
bender. As amostras foram moidas na Unidade de Quebra do Moinho

Brabender.

Os testes foram efetuados conforme método AACC 22-10
(1) usando-se uma suspensao de 50 g de farinha (base seca) em
450 m¢ de solugdo tampao fosfato (Na, HP64 e acido citrico, pH
5.3), partindo-se da temperatura inicial de 30°C até a final de
95°C no ciclo de aquecimento, aumentando-se a temperatura de
l,SOC por minuto. Essa temperatura foi mantida constante duran-
te 20 minutos,.iniciando a seguir a fase de resfriamento até a
temperatura de SSOC, diminuindo a temperatura de 1,5°C por minu

to. O teste foi programado a rotagao constante de 75 rpm.

Para interpretacdo do viscoamilograma da farinha de

arroz, antes da extrusao, foram usados os seguintes parametros:

v e e e 4 - o
‘Temperatura inicial de pasta - e a temperatura em C correspon-
dente ao ponto onde ocorre o primeiro aumento da viscosidade du

rante o ciclo de aquecimento.

Viscosidade maxima - € o maior valor da viscosidade da suspen-

sao em unidades amilograficas (U.A.).

Faixa de gelatinizacdo - € a diferenga entre as temperaturas de

viscosidade maxima e a inicial de pasta.
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. . .-.. [e] -
Viscosidade minima a temperatura de 95°C - € o menor valor da

viscosidade em U.A. da pasta nos 20 minutos a temperatura cons-

tante de 950C.

. . . (0] . .
Viscosidade final a 50°C - corresponde ao valor da viscosidade

em U.A., a temperatura de 50°C no ciclo de resfriamento.

As seguintes medidas foram utilizadas para interpre-

tar os amilogramas das farinhas extrudadas:

a)

b)

c)

10

Viscosidade inicial: € o valor da viscosidade da suspensaio,
em Unidades Amilograficas (U.A.), no inicio do ~ciclo de
aquecimento, apds 1 minuto de agitacdo a temperatura de

30°C.

Viscosidade a quente: corresponde ao valor da viscosidade

em U.A. a temperatura de 95°C.

Viscosidade a frio: € o valor da viscosidade em U.A, no fi

nal da fase de resfriamento (SSOC).
Indice de absorcao de agua (IAA)

O Indice de absorcdo de agua das farinhas extrudadas

foi determinado pelo meétodo descrito por ANDERSON et afiL (2)

com ligeiras modificacoes na velocidade e no tempno de centrifu-

gagao.

Inicialmente foi pesada uma amostra de 2,5 g de fa-

rinha (base seca) e foi feita uma suspensio em 30 mf de agua des

tilada a 30°C, em um tubo de centrifuga previamente pesado. A
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suspensao foi mantida a SOOC,em banho-maria durante 30 minutos,
sendo agitada intermiteﬁtemente_nesse periodo de tempo. Em se-
guida, a suspensao foi centrifugada a 1700 x G durante 15 minu-
tos, separando-se cuidadosémente o sobrenadante. O residuo do

tubo foi pesado para calcular o indice da absorgdo de agua.

IAA = ’ Peso do residuo de centrifugacio (g)
Peso seco da amostra (g) - Peso do residuo de evaporagio (g)

11 - Indice de solubilidade em agua (ISA)

0 Indice de solubilidade em agua das farinhas extru-
sadas foi feito segundo o método de ANDERSON et afii (2). 0
sobrenadante dé centrifugacao obtido no teste anterior do TAA
foi transferido para placas de Petri previamente pesadas e eva-
porado em estufa a 100°C com circulagao forgada de ar, até peso
constante. O indice de solubilidade em agua foi expresso como
grama de solidos soldveis por 100 grémas de amostra em base se-

ca.

ISA = Peso do residuo apds evaporagdo (g)

Peso seco da amostra (g)

12 - Determinagao das aflatoxinas B1 e G]

O método de auantificacao das aflatoxinas Bl e Gltsg
do neste estudo foi o recomendado por JONES (39) para uso em
arroz. Essa metodologia foi aplicada na farinha de arroz conta-

minada e nos produtos apos o tratamento da extrusio. Nas fari-
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nhas extrudadas usando amonia e/ou metilamina (Ensaio IV) foi

ajustado o pH para 4.5, antes da extragao das aflatoxinas.
a - Extracgao das aflatoxinas

A extracao das aflatoxinas foi feita em 10 g da amos
tra moida usando 100 m{ de solucgdo acetona-agua (70:30, v/v) e

agitagao mecanica por 30 minutos. A amostra foi entdo filtrada

a vacuo usando panel de filtro Whatman n® 1 ou equivalente.
b - Purificagao do extrato

A 50 m€ do filtrado obtido no item 1, foram adicio-
nados 10 mf de solugao de acetato de chumbo Zd% (p/v) e 30 mt
de agua destilada. Apds descanso de cerca de 15 minutos foi fei
ta a filtragao usando papel Whatman n° 1 ou eauivalente, e a la
vagem com 10 mf de solugao aquosa de acetona 20% (v/v) e com 10

ml de agua destilada.

O filtrado e as 2 lavagens foram coletados em funil

de separacgao.
c - Partigcao 1iquido-1iquido

A extragao das aflatoxinas foi feita com 2 x 25 mé
de cloroformio, recebendo o extrato em cerca de 10 g de sulfa-

to de sodio anidro.
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d - Concentracao

0O extrato obtido no item ¢ foi transferido para um
balao de destilacdo de 125 m& e concentrado eﬁ evaporador a va-
cuo tipo Rotavavor até volume aproximado de 5 mf. O extrato con
centrado foi transferido quantitativamente vpara baldes volume-

tricos de 5, 10, 25, 50 ou 100 mf.

e - Cromatografia em camada delgada
i - Preparo das placas

As placas de camada delgada foram preparadas agitan-
do-se manualmente, por 5 minutos, 40 g de silicagel-G h@rck,com
88 me de agua destilada. A silica foi espalhada  uniformemente
sobre as placas em camada de esmessura de 508 uym + 10 um wusan-
do-se o espalhador Shandon. As placas foram deixadas descansan-
do durante 30 minutos e a seguir foram levadas a estufa a 100°C

nor 1 hora para ativacdo da silica.

ii - Aplicacao dos extratos das amostras e do padrao nas
placas

Primeiramente foram feitas duas marcas, uma a 2 e ou
tra a 12 cm da base da nlaca, correspondendo, respectivamente a

altura da aplicagao dos extratos e da frente do solvente.

A anlicacao dos extratos das amostras e do padrao foi
feita com rapidez, usando-se microviveta de 5 uf, evitando-se

que a mancha se espalhasse por diametro suverior a 5 mm.
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iii - Desenvolvimento das placas

As placas foram desenvolvidas em cuba fechada conten
do solvente a uma profundidade nao sunerior a 1 cm. O sistema de
solventes usado foi tolueno: acetato de etila: écido formico
(25:20:5, v/v/v). A cuba cromatografica foi prenarada com a de-
vida antecedéncia (aproximadamente 30 minutos) para que a atmos
fera se equilibrasse com o sistema de solvente. A placé foi re-
tirada da cuba e seca com secador, apds a frente do solvente cor-

rer até a marca de 12 cm.
jv - Quantificagao dos extratos

A placa desenvolvida e seca foi examinada em uma sa-
la escura a 30 cm da lampada de ultra-violeta. A quantificagao
das amostras foi feita visualmeﬁte péla técnica de diluicdo 2 éxfingéo.
Nas condigoes estabelecidas pelo método, o menor peso de aflato
xina By no limite de visibilidade €& de 0,4 ng, enquanto que pa
ra a aflatoxina G € de 0,3 ng. Os volumes aplicados foram res
tringidos a 5, 10, 15, 20 e 25 uf e ands uma estimagao prelimi-
nar,ba concentracao do extrato foi ajustada de modo que a extin

¢do obtida fosse com uma mancha equivalente a 15 ou 20 ul.

v - Calculo da concentragao das aflatoxinas By e G; no ex-
trato

As concentragoes da aflatoxina B1 e Gl na amostra em

ug/kg foram calculadas pelas formulas seguintes:
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aflatoxina B1 (ng/kg) = 400 x D
_ PxV
300 x D
PxV

aflatoxina G, (ug/kg)

onde:

D = volume total, em m&, necessario para diluir o extrato de mo

do que a fluorescencia seja ''abenas visivel" em V.

V = volume de amostra aplicado em uf, onde a fluorescencia e

"apenas visivel'.

P = peso em g da amostra utilizada.

C - Metodos experimentais
1 - Preparo da matéria-prima

1.1 - Beneficiamento do arroz

0 beneficiamento do arroz foi feito em maquina bene-
ficiadora de arroz marca D'Andrea, obtendo-se assim o arroz po-

lido.
1.2 - Prepafo das farinhas contaminadas

As farinhas de arroz, intencionalmente contaminadés
com'aflatoxina foram preparadas separadamente, em periodos dife
rentes, pela inoculacao dos esporos de A. 4favus no arroz pre-
viamente umidecido a 20% e acondicionados em sacos plasticos.As
amostras inoculadas foram armazenadas a 30°C, por cerca de’ 10

dias, com agitagdo periodica a cada dois dias.
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Apds esse periodo de incubagao, o arroz foi transfe-
rido para bandejas e colocado para secar em estufa com circula-
¢ao forgada de ar, a temperatura de 45°C, durante cerca de 16
horas. A moagem do arroz ﬁara obtengao da farinha contaminada

foi feita na unidade de Quebra do Moinho Brabender.

Foram preparadas 3 farinhas designadas de farinha com
alto, medio e baixo teor de aflatoxinas, ou seja, FAA, FMA e

FBA, respectivamente.
2 - Testes de extrusao
2-1 - Materia-prima

Foram feitos 4 ensaios de extrusao usando-se as fari
nhas de arroz contaminadas com alto, médio e baixo teores de

aflatoxina.
2.2 - Condicionamento da farinha

As amostras das farinhas contaminadas foram condicio
nadas em varios teores de umidade. A adigdo de agua para se atin
gir os teores de umidade desejados foi feita por aspersao de
agua na farinha, sob constante agitagao, utilizando-se o mistu-
rador planetario Brabender. A farinha condicionada foi coleta-
da em sacos plasticos que foram fechados e guardados em geladei
ra por 16 a 18 horas. As farinhas foram deixadas por duas horas
a temperatura ambiente, antes de serem processadas, a fim de pro
mover maior uniformizagao da umidade. No caso das amostras usa-

das no Ensaio IV foram feitas primeiramente as misturas da amo



nia e/ou metilamina, nas concentragdes usadas, a agua de condi-

cionamento.

2.3 - Equipamento

Os ensaios de extrusao foram feitos em um extrusor
de Laboratorio marca Brabender, do tipo rosca sem fim Unica, com

camisa ranhurada, usando-se parafuso de 38 cm de comprimento.

A camisa do extrusor foil aquecida.por meio de resis-
tencia elétrica até atingir as temperaturas pré-determinadas nas
3 zonas; as duas primeiras zonas aquecem a roscav e a terceira
aquece a regiao da matriz. O controle dessas temperaturas foi
feito por circulacao de ar comprimido ao redor da camisa, e por
circulagao de agua fria na zona de alimentagao a fim de se evi-
tar a perda de umidade da farinha por aquecimento. A alimenta-
cao de farinha no extrusor foi feita de modo a se obter um flu-

xo constante de 80 g/min.

Em todos os ensaios realizados, foram fixadas as se-

guintes variaveis do processo de extrusao:

- taxa de compressao - 3:1
- taxa de alimentagao - 80 min
- matriz com furo cilindrico de 4mm de diametro

- temperatura de la. zona - 80°C
2.4 - Delineamento experimental

Foram realizados quatro ensaios de extrusao designa-

dos por I, II, III e IV..
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ENSAIO I

0 ensaio I de extrusao foi conduzido por um delinea-
mento fatorial 33, com tres variaveis: temperatura de extrusao
(150-200 e ZSOOC), teor de umidade inicial da farinha (17, 22 e
27%) e rotagdao da rosca (100, 130 e 160 rpm) que resultaram em

27 tratamentos (Ouadro 1).

Nesse ensaio foi usada a farinha de arroz altamente

contaminada por aflatoxina (FAA).

Foram retiradas amostras da farinha de arroz (FAA) an
teé da extrusao, as quais foram .designadas de 01, 02, 03,...09.
A amostra 01, condicionada a 27% de umidade foi usada nos trata
mentos 1, 2 e 3, enquanto que a 02, condicionada a 22% de unida
de foi usada nos tratamentos 4, 5 e 6, e assim sucessivamente,

atée Oy, conforme mostrado no Ouadro 1.
ENSAIO II

O ensaio II foi feito usando-se a farinha de arroz
com alto teor de aflatoxina (FAA), a mesma utilizada no ensaio
anterior. As variaveis do processo de extrusao nesse ensaio fo-
ram a temnmeratura de extrusao e a umidade inicial da farinha

(Quadro 2). A rotagdo da rosca do extrusor foi fixada em 130 rpm.
ENSAIO III

No ensaio III foi utilizada a farinha de arroz .com

teor medio em aflatoxina (FMA). Foram fixadas a rotagao do ex-
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trusor em 130 rom e a temperatura de extrusao em ISOOC. As umi-

dades iniciais da farinha usadas foram 17, 22 e 27% (Ouadro 3).
ENSAIO IV

Para se estudar o efeito de concentracao de amonia
e/ou metilamina na reducao da aflatoxina em farinha de arroz con

taminada processadas por extrusao foi delineado o Ensaio IV.

Foram fixadas a temperatura de extrusao em 150°C; a
rotagao da rosca do extrusor em 130 rpm e o teor inicial de umi

dade da farinha em 22%.

Foram efetuados 13 processamentos nas condigoes mos-

tradas no Quadro 4, usando farinha de arroz (FBA).

2.5 - Secagem dos produtos extrudados

As amostras extrudadas foram secas em estufa com cir
culacao forcada de ar, a temperatura de 45-50°cC, por cerca de

16-18 horas.
2.6 - Moagem dos produtos extrudados -

As amostras extrudadas e secas foram moidas, inicial
mente em moinho de martelos com chapa perfurada de abertura de
1,5mm de diametro e a seguir na unidade de quebra do moinho de

rolos Brabender.
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QUADRO 1. Temmneratura de extrusao (OC), rotagao da rosca (rpm)
e umidade da farinha (%) nos 27 tratamentos de extrusao esta
belecidos no Ensaio I, usando farinha de arroz com alto teor

em aflatoxinas.

Condigoes de extrusao

Trata- Farinha de arroz Temperatura Rotacao Teor de

mentos antes extrusao 22 ¢ 32 zona da rosca umidade
ne (°0) (rpm) (%)
1 250 160 27
2 01 250 130 27
3 250 © 100 27
4 250 160 22
5 02 250 130 22
6 250 100 22
7 250 160 17
8 O3 250 130 17
9 250 100 17
10 200 160 27
11 O4 200 130 27
12 ' 200 100 27
13 : 200 160 22
14 ' 05 200 130 22
15 200 100 22
16 200 160 17
17 06 200 130 17
18 200 100 17
19 150 160 27
20 07 : 150 130 27
21 150 100 27
22 ’ ' 150 160 22
23 ’ 08 150 130 22
24 150 100 22
25 150 160 17
26 09 150 130 17
27 150 100 17
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QUADRO 2. Temperatura de extrusao (OC), rotagao da rosca (rpm)
e umidade da farinha (%) nos 5 tratamentos de extrusao esta-
belecidas no Ensaio II, usando farinha de arroz com alto teor

em aflatoxinas.

Condigoes de extrusao

Tratamento Temperatura Teor de Rotagao da

22 e32 zona umidade rosca

‘n? °0) (%) (rpm)

1 120 27 130

2 120 22 130

3 135 24,5 ' 130

4 150 27 130

5 150 22 130

QUADRO 3. Temperatura de extrusao (OC), rotagao da rosca (rpm)
e umidade da farinha (%) nos 3 tratamentos de extrusao esta-
belecidos no Ensaio III, usando farinha de arroz com teor mé

dio de aflatoxinas.

Condigoes de extrusao

Tratamento Tempe;atura Teor de Rotagao de
22 32 zona umidade rosca
9
! °c) (%) | (rpm)
1 150 17 | 130
2 150 22 130
3 150 27 130
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QUADRO 4. Concentragoes de amonia e/ou metilamina usadas nos 13
tratamentos de extrusao relativos ao Ensaio IVl, usando fari

nha de arroz com baixo teor em aflatoxinas.

Tratamento Amonia Metilamina
n? (%) (%)
0 - -

1 0,5 -
2 ‘1,0 -
3 1,5 -
4 2,0 -
5 - 0,5
6 - 1,0
7 - 1,5
8 - 2,0
9 1,0 0,25
10 1,0 0,5
11 _ 1,0 | 0,75
12 , 1,0 1,0

1 Temperatura de extrusdo = 150°C

Umidade inicial da farinha = 22%

Rotagao da rosca = 130 rpm
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3 - Extragao do amido

0 amido foi extraido a partir da farinha de arroz al
tamente contaminada com aflatoxina (FAA). Apos a pesagem da fa-
rinha (150 g), foram adicionados 500 mf de solugao 0,2% de hi-
droxido de sddio (p/v), e foi feita a homogeneizagao com bastao
de vidro; A suspensao foi deixada em maceragao por cerca de 20
horas em temperaturas de refrigeracao. A seguir, a suspaséd foi
passada em pano, lavando-se o material fibroso retido no pano

com cerca de 200 mf da solugao alcalina.

A centrifugacao do material filtrado foi feita a
2.000 rpm por 15 minutos. Os sobrenadantes dos tubos foram des-
cartados juntamente com a camada de impurezas acima do amido,

que foi raspada e eliminada por meio de uma espatula.

O amido foi retirado dos tubos e novamente dispersa-
do em cerca de 300 mf de solucao de NaOH a 0,2% permanecendo em
maceracao por aproximadamente 5 horas. Apds centrifugagdo, o so-

brenadante e a camada de impurezas foram descartadas.

0 amido foi transferido para um filtro a vacuo, con-
tendo papel de filtro comum, lavado até pH nao alcalino e seco
em estufa com circulagido forgada de ar a 45°C. 0 amido seco foi
pulverizado em almofariz e homogeneizado para determinagao de

aflatoxina.
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D - Analise estatistica

No estudo da influencia dos fatores Temperatura, Ro-
tacao e Umidade, na taxa de redugao do teor de aflatoxina pela
extrusiao, adotamos a metodologia estatistica de Analise de Su-
perficie de Respostas. Esta metodologia consiste em ajustar aos
valores obtidos para a resposta Y, no caso a taxa de reducgao,

um modelo matematico do tipo
Y = £ (xl, Xy, XS) + €

onde X1, X, € Xg sio os trés fatores considerados, € ¢ € um des
vio aleatdrio, com média zero e variancia constante, independen

te dos niveis dos fatores.

Em geral, na analise de superficies de respostas, pro
cura-se ajustar aos dados um modelo simples, em geral uma forma
polinomial de baixa ordem. No nosso caso adotamos tentativamen-
te o modelo polinomial completo de 2a. ordem:

Y = bD + bl Xq

0 modelo entdo foi ajustado por minimos quadrados,
testando-se a significancia de cada parametro. Chegou-se ao mo-
delo final eliminando-se os parametros nao significativos. Uma
analise dos residuos através do grafico normal indicou a adequa

¢ao do modelo empregado.
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A variabilidade associada ao modelo ajustado foi de-
terminada empregando-se o ''Bootstrap' (26). Retirando-se amos-
tras '"Bootstrap'" dos residuos expandidos, reconstituiu-se valo-

res das observacGes atraves da expressao

YY = Y + e*

0 mesmo modelo foi entao ajustado aos valores recons
tituidos. 0 processo pode ser repetido um nimero qualquer de ve
zes. Simulando, a cada vez, uma repeticao completa de todo o)
experimento nas mesmas condigoes originais (88). Cada imagem
"Bootstrap" define uma nova superficie de respostas. A idéia da
variabilidade associada ao ajuste original vem da comparagao des

te com as diversas imagens ''Booststrap'.
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAQ

A - Caracterizacao da materia-prima

1 - Composicao quimica

Os resultados das determinagdes quimicas do arroz po
lido variedade IAC-899 sao apresentados no Quadro 5. Os valores
encontrados nas determinagdes de proteina, lipideos, cinzas e
fibras encontram-se dentro da faixa citada na literatura para
arroz polido (41). Os teores de proteinas, lipideos e cinzas fo
ram relativamente inferiores aos encontrados por SILVA (75) em
quirera de arroz. Isto ocorreu possivelmente devido as caracte-
‘risticas inerentes a variedade de arroz usada, e também as con-
dicoes do beneficiamento, que possibilitaram uma maior retirada

do germe e do farelo do arroz beneficiado.
2 - Caracteristicas fisicas

2.1 - Granu]ometria

A distribuicao do tamanho de particulas do arroz po-
lido apos moagem na Unidade de Quebra do Moinho Brabender € apre
sentada no Quadro 6. Pode-se observar que cerca de 80% da fari-
nha de arroz apresentou particulas de tamanho inferior a 0,15mn.
SILVA (75) mostrou que a distribuigcio do tamanho das particulas
de farinha de arroz niao afetou praticamente as caracteristicas

dos produtos extrudados.
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QUADRO 5. Composigao quimica do arroz polido.

Componente : ~Porcentagem
Umidade 12,95
Proteina (b.s.) (N x5,95) 7,82
Lipidios (b.s.) 0,40
Cinzas (b.s.) ‘ 0,39
Fibra bruta (b.s.) ' 0,30
Carboidratos (b.s.)1 91,09

1 Calculado por diferenga

b.s. base seca

QUADRO 6. Distribuigao do tamanho de particula da farinha de ar

TO0Z.
Peneira Farinha retida1
N® tamanho (mm) (%)
35 0,42 0,4
48 0,297 1,7
65 0,210 ’ 18,5
100 0,149 4 36,9
150 0,105 21,6
Fundo < 0,105 20,9

1 Média de 3 repetigoes.

62



2.2 - Viscosidade

O comportamento viscoamilografico da farinha de arroz
crua € mostrado na Figura 3. Foi observado qué o processo de ge
latinizacdo do amido se iniciou a temperatura de 69°C (tempera-
tura de pasta), sendo atingida a viscosidade maxima de 940 Uni-
dades Amilograficas (U.A.) a temperatura de 86°C. Durante os 20
minutos, a temperatura constante de QSQC, a viscosidade sofreu

-

um aumento marcante de 610 a 1.860 U.A.

Os valores encontrados, relativos as caracteristicas
amilograficas da farinha de arroz foram similares aos descritos
por CHANG ( 13), em arroz polido e por SILVA ( 75), em quirera

de arroz.

2.3 - Indice de absorcdo e de solubilidade em 3gua

A farinha de arroz apresentou um indice de absorgao
de agua de 1,9, indicando que o processo de moagem nao alterou

a estrutura do amido.

0 indice de solubilidade foi de 3,6, o que indicou
um baixo conteiido de material sollUvel em agua. Valores simila-
res foram também encontrados por SILVA ( 75) e JUCA ( 40), usan

do farinha de quirera de arroz.
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B - Extrusao da farinha de arroz

1 - Efeito da umidade inicial da farinha (FAA), da temperatura

de extrusao e da rotagao da rosca (ENSAIO I)
a - Aparencia dos produtos extrudados

A aparencia dos produtos extrudados em funcgdo das con
digoes de extrusao usadas nos 27 tratamentos do Ensaio I -pode
ser vista na Figura 4. Foi observada maior expansao dos extruda
dos nos tratamentos de n® 19 a 27, correspondentes a temperatu-
ra de 150°C, em relacdo aos realizados a 200 e 250°C. As meno-
res umidades da farinha e temperatura de extrusao acarretaram
maiores expansoes dos produtos finais, como foi notado nos tra-
tamentos de n® 25, 26 e 27, usando umidade de 17% e temperatura

de 150°C.

O grau de expansdo dos extrudados foi também influen
ciado pela umidade inicial e pela temperatura de extrusao, atin
'gindo valores maximos a umidades inferiores a 15% e a tempera-
turas entre 170 e 230°C. Esses resultados foram similares aque-

les relatado por EL-DASH (27), na extrusao de amido de milho.

b - Torque

Os valores do torque em extrusao medem o trabalho me
canico necessario para forgar o material a deslocar-se atraveés
do parafuso e sair pela matriz. O torque foi registrado conti-
nuamente, por meio de graficos, nos 27 tratamentos do Ensaio I.
Os valores do torque maximo, minimo e médio, mostrados no Qua-
dro 7, foram utilizados para o controle e verificagao da estabi
lidade de cada tratamento de extrusao. Foi observado que nos 9

ensaios a 27% de umidade inicial da farinha (tratamentos 1, 2,3,
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OUADRO 7. Influencia da temperatura, rotagdo da rosca e umidade

inicial da farinha nos valores de toraue, nos 27 tratamentos

do Ensaio I.

Trata- T R U Torque
mentos (°C) (rpm) (%) Minimo Maximo Médio
1 250 160 27 Estavel 1200
2 250 130 27 Estavel 2100
3 250 100 27 "Estavel 2200
4 250 160 22 1300 2000 1650
5 250 130 22 2900 3400 3150
6 250 100 22 Estavel 3500
7 250 160 17 1500 3500 2500
8 250 130 17 1800 3500 2650
9 250 100 17 2300 3900 3100
10 200 160 27 1000 1300 1150
11 200 130 27 Estavel 1200
12 200 100 27 Estavel 2300
13 200 160 22 1100 1700 1400
14 200 130 22 1400 2600 2000
15 200 100 22 2600 3700 3150
16 200 160 17 1200 2100 1650
17 200 130 17 1800 2500 2150
18 200 100 17 3600 4800 4200
19 150 160 27 1300 1700 1500
20 150 130 27 1700 2300 2000
21 150 100 27 Estavel 2800
22 150 160 22 1800 2300 2050
23 150 130 22 1800 2300 2050
24 150 100 22 4100 4400 4300
25 150 160 17 1700 3100 2400
26 150 130 17 2200 3100 2650
27 150 100 17 2800 3700 3250
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10, 11, 12, 19, 20 e 21), as diferengas dos valores do torque mé
Ximo e minimd foram inferiores aquelas obtidas a 22 e 17% de
~umidade nas mesmas condigoes de  rpm de - temperatura de
extrusao. Isto mostrou uma maior estabilidade do processo nos

tratamentos com maior .umidade inicial da farinha.

As Figuras 5a, 5b e 5c¢c mostram a variagao do torque
médio em fungao da umidade inicial da farinha e da rotagao ~ da
rosca do extrusor, nas temperaturas de 150, 200 e ZSOOC, respec
tivamente. Os maiores valores de torque foram obtidos nos en-
saios a rotagao de extrusdao de 100 rpm, independentemente da tem
peratura e da umidade usadas. Entretanto, houve uma tendencia de
diminuigao dos valores do torque com o aumento do teor de umida

de, em todas temperaturas e rpm usadas.

Foi também observado, de um modo geral, maiores tor-
ques com a diminuig¢do da temperatura, para um mesmo nivel de umi
dade. Esses resultados se justificaram pelo fato do aumento da
temperatura de extrusao e da umidade inicial da farinha, tende-
rem a diminuir a viscosidade da massa e seu atrito mecanico,pog
sibilitando o fluxo através do sistema mais rapido e com meno-
res valores de torqué. Na extrusao de amido de milho também fo-
ram observados torques maximos a umidades e temperaturas mais

baixas, conforme citado por EL-DASH ( 27).

¢ - Degradagao das aflatoxinas B] e G.| nos produtos extrudados

O conteldo inicial das aflatoxinas Bl e G1 nas amos-

tras de farinha de arroz antes da extrusdao € apresentado no
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Quadro 8. Apos a extrusao nas condigdes do Ensaio I, foram quan
tificados os teores residuais das aflatoxinas B1 e Gl’ 0s quais

podem ser vistos no Ouadro 9.

O efeito das condigoes de extrusao estabelecidas no
Ensaio I na porcentagem de reducdao das aflatoxinas B1 e Gy € mos

trado no Quadro 10.

As Figuras 6a, 6b e 6c mostram as porcentagens de re
ducao das aflatoxinas B1 + Gy em fungéq da umidade inicial da
farinha e da rotagao da rosca do extrusor, nas temperaturas de
150, 200 e ZSOOC, respectivamente. Pode ser observado que a ro-
tagao da rosca do extrusor praticamente nao afetou a degradacgao
das aflatoxinas, notadamente a temperatura de 150°C, e que a
100, 130 ou 150 rpm, as porcentagens de reducao foram pratica-

mente similares.

As Figuras 7a, 7b e 7c mostram as porcentagens de re
dugao média das aflatoxinas B, + G, em fungao da umidade inicial
da farinha e da temperatura de extrusao, nas rotagoes de 100,

130 e 150 rpm, respectivamente.

As Figuras 6 e 7 evidenciam a influéncia da tempera-
tura na redugao das aflatoxinas B1 + Gl' Independentemente da
umidade inicial da farinha e da rotacao da rosca, o processo de

~ (o] . . . .
extrusao usando a temperatura de 150°C, foi mais eficiente na

degradagao das aflatoxinas.

Ao aplicar a analise de variancia (Quadro 11) aos da
dos obtidos da redugao da aflatoxina B1 nos 27 tratamentos do

Ensaio I, foi mostrado que a redugao da aflatoxina foi afetada
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QUADRO 8. Teor inicial das aflatoxinas B, e Gy na farinha de ar

roz (FAA) antes da extrusdao nas condicdes do Ensaio I.

Teor médio de aflatoxina]

Trata- Farinha de arro:z (ppb)
mentos antes extrusao B1 C.V. G1 C.V.

1

2 01 1300 8,8 1400 16,5
3

4

S 02 1375 3,6 1550 3,7
6

7

8 03 1300 6,3 1450 4,0
9
10

11 O4 1450 3,5 1400 14,3
12

13
14 05 1350 4,3 1300 8,9
15

16
17 O6 1350 6,4 1450 6,0
18 '
19

20 O7 1350 6,4 1500 0
21

22

23 0 1300 0 1550 3,7

8

24

25

26 0 1300 0 1450 6,0
27 9

1 Mgdia de 4 revetigoes
C.V. Coeficiente de variacgao _
FAA - Farinha de arroz com alto teor em aflatoxina.
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QUADRO 9. Efeito da extrusao nas condigoes do Ensaio I no teor
residual das aflatoxinas B1 e Gl'
Teor residual de aflatoxina1
Trata- T R U
mentos °0) (rpm) (%) B1 C.V. G1 C.V.
1 250 160 28,05 1025 8,0 900 12,8
2 250 130 28,05 966 12,0 966 12,0
3 250 100 28,05 875 3,3 775 6,5
4 250 160 22,20 575 8,7 537 19,2
5 250 130 22,20 512 9,3 550 10,5
6 250 100 22,20 512 9,3 437 10,9
7 250 160 17,30 762 9,8 637 3,9
8 250 130 17,30 566 5,1 416 6,9
9 250 100 17,30 566 5,1 416 6,9
10 200 160 27,50 666 17,3 566 10,2
11 200 130 27,50 500 11,6 550 10,5
12 200 100 27,50 637 7,5 625 8,0
13 200 160 21,70 500 11,6 550 10,5
14 200 130 21,70 567 10,2 666 4.3
15 200 100 21,70 433 6,7 333 8,7
16 200 160 17,50 425 6,8 637 7,5
17 200 130 17,50 487 12,9 538 8,9
18 200 100 17,50 416 6,9 316 9,1
19 150 160 28,55 316 9,1 350 0
20 150 130 28,55 260 6,7 283 10,2
21 150 100 28,55 383 7,5 370 7,2
22 150 160 22,35 250 2,0 283 10,2
23 150 130 22,35 216 13,3 200 10,0
24 150 100 22,35 266 10,8 333 8,7
25 150 160 17,30 238 11,9 200 14,2
26 150 130 17,30 313 17,2 278 7,6
27 150 100 17,30 245 16,5 210 5,5
%.V. - Coeficiente de variacgao. ‘

Média de 4 repetigdes.
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QUADRO 10. Efeito da extrusao nas condigoes do Ensaio I na per-

centagem de redugao das aflatoxinas B, e Gl'

Reducao de aflatoxina

T R U .
Tratamento o (%)

(7C) (rom) (%) B, G,

1 250 160 28,05 21 36
2 250 130 28,05 26 31
3 250 100 28,05 33 45
4 250 160 22,20 58 65
5 250 130 22,20 63 65
6 250 100 22,20 63 72
7 250 160 17,30 41 56
8 250 130 17,30 : 56 71
9 250 100 17,30 56 71
10 200 160 27,50 54 59
11 200 130 27,50 66 61
12 200 100 27,50 56 A 55
13 200 160 21,70 ' 63 58
14 200 130 21,70 58 49
15 200 100 21,70 68 75
16 200 160 17,50 69 56
17 200 130 17,50 ' 64 63
18 200 100 17,50 69 78
19 150 160 28,55 . 77 77
20 150 130 28,55 81 81
21 150 100 28,55 72 85
22 150 160 22,35 81 82
23 150 130 22,35 84 87
24 150 100 22,35 79 79
25 150 160 17,30 82 86
26 150 130 17,30 76 81
27 150 100 17,30 81 86
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OQUADRO 11. Analise de variancia dos resultados da redugao - da
aflatoxina B1 nos 27 tratamentos do Ensaio I, conforme equa-

cao de regressao I.

Causa da variagao G.L. S.0. O.M;_ F.
Regressao 7 6131,5 875,9 12,3**
Temperatura (T) 1 4933,6 4§33,6 69 ,2**
Umidade (U) 1 660,1 660,1 9,3**
. Rotagao (R) 1 - 56,9 56,9 °<1,0
Interagao T x U 1 352,1 352,1 | 4 .9*
Interagao T x R 1 126,7 126,7 1,8
Interagao U x R 1 2,1 2,1 <1,0
Interagao T x U x R 1 0,1 0,1 <1,0
Residuo | 19 1353,9 71,3
Total 26 7485,4

* significancia a §
1

o oS

** gsignificancia a
G.L. - graus de liberdade

S.0. - soma dos quadrados
0.M. - quadrado médio
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significativamente pela temperatura de extrusao. 0O efeito da
umidade inicial da farinha de arroz foi também significante, po
rém afetou a redugao da aflatoxina em menor escala. O efeito da

rotagao da rosca do extrusor foi nao significativo.

Os diversos parametros empregados para caracterizar
os produtos da extrusao de farinhas de arroz nao sofreram in-
fluencia da rotacdo da rosca, conforme resultados obtidos por
SILVA (75). Entretanto pareceu existir um maior atrito mecani-
co quando o extrusor foi overado a 130 rpm, originando maior mo

dificagao da farinha.

Entre as interagoes das tres variéveis estudadas,teg
peratufa de extrusao (T), rotagao da rosca (R) e umidade da fa-
rinha (U), verificou-se que a interagdao T x U foi significativa
ao nivel de 5%, sendo as demais interacoes (T x R, Ux R e T x
R x U) nao significativas. A equacao da regressdo I utilizando

todos os dados obtidos teve coeficiente de determinacdo de 81,9%.

y = 62,9 - 16,6 Xy - 6,06 Xy - 1,78 Xz - 5,42 x1 xz - 3,25 xl XS -
- 0,417 Xy Xg = 0,125 Xy X; Xz
onde :
. . X)X, (interacao T x U)
-1 (150°°C)
X4 (Temperatura) =T 0 (200°¢)
+1 (250°0)
\
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X) Xz (interagao T x R)

-1 (17%)

i
o

X, (Umidade) (22%)
+1 (27%)
X, Xz (intefagéo U x R)

-1 (iOO)

]
()

X< (Rotagao) (130)

+1 (160)
X] X, Xz (interagcao T x Ux R)

Foram eliminadas as variaveis ndo significativas, com
base nos resultados apresentados no Quadro 11. Foram entao fei-
tos estudos tentativos para se encontrar uma nova equagao de re
gressao, que melhor se ajustasse aos dados. Desta forma foram
considerados somente as variaveis temperatura (xl), umidade
(le, temperatura x umidade (xl xz) e umidade ao quadrado (x%)

obtendo-se a equagao de regressao II:

- 8,72 x2

y = 68,7 - 16,6 5

Xy - 6,06 x

A analise de variancia, desprezando-se as variaveis
nao significativas € apresentada no Quadro 12. Os resultados da
analise de variancia mostraram que a reducao da aflatoxina so-
freu os efeitos altamente significativos da temperatura de ex-
trusao, da umidade da farinha e da umidade da farinha ao quadra
do e o efeito significativo da interagao entre a temperatura e

umidade. O coeficiente de determinacao da equagao de regressao

S
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QUADRO 12. Analise de variancia dos resultados da redugao da

aflatoxina B1 nos 27 tratamentos do Ensaio I, conforme equa-

gao de regressao II.

Causas da variagao G. S.0, 0.M. F
Temperatura (T) 1 4933,6 4933,6 100,3**
Umidade (U) 1 660,1 660,1 13,4**
TxU 1 352,1 352,1 7,2%
U2 1 456,5 456 ,5 9,3**
Residuo 22 1083,2 49,2

Total | 26 7485,4

[
(92 ]
PC

* significancia a

—
o®

** significancia a
G.L. - graus de liberdade

S.0. - soma dos quadrados

0.M. - quadrado medio
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II, utilizando-se somente as variaveis significativas elevou-se

para 85,5%.-

A correlagao (R) entre os valores obtidos de y (% de
redﬁgéo das aflatoxinas) e os valores de y calculados pela equa
950 de regressao II foi de 0,925**, o que mostrou que o novo mo
delo matematico representou melhor os resultados obtidos no En-

saio I.

As curvas de nivel correspondentes ao modelo (II) fo
ram determinadas na regido de estudo (temperatura entre 150 e
250°C, e umidade entre 17 e 27%), para diversos valores de y (Fi
gura 8). Foi observado que a redugdo da aflatoxina B, aumentou
quando a temperatura baixou de 250 a 150°C; em relagao a umida-
de inicial da farinha, os valores na faixa de 22% tiveram a
maior degradagao da aflatoxina Bl’ que foi em torno de 85%. 0
formato das curvas de reducao da aflatoxina B1 (Figura 8) mostra
ram também uma tendéncia de maior degradacdo da aflatoxina By,

0

a temperaturas inferiores 3 150°C e a umidade em torno de 22%,

que foram desta forma, as condigoes exploradas no Ensaio II.

A principio procurou-se conhecer as condigdes de ex-
trusao que propiciassem a maior degradagiao da aflatoxina B,
devido a sua maior toxidez em relacao a Gl' Assim, os resul
tados dos Quadros 11 e 12 e da Figura 8 referem-se a aflatoxi
na B, apenas. Entretanto, a regressao linear entre as porcen-

tagens de redugao de B, e G, em relagao aos tratamentos do
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Ensaio I, mostrou que as redugoes de B1 e de G1 foram altamente
relacionadas. A analise de variancia € apresentada no Quadro 13.

0 modelo apresentou coeficiente de determinacao de 81,69%.

X 15,69 + 0,81 x
Gy By

onde:

Xp porcentagem de reducao de B1
1

Xg porcentagem de redugao de Gy
1

Desta forma foi mostrado que as condigoes da extru-

sao que propiciaram o aumento da degradagdo da aflatoxina G1 pa

receram estar proximos aos estabelecidos para a aflatoxina Bl’

como mostrado na Figura 8.
d - Torque x degradagao das aflatoxinas

Os valores do torque e da porcentagem de redugao das
aflatoxinas B1 evG1 foram afetados pela umidade da farinha e pe
la temperatura de extrusao. Para se conhecer se o torque e a dg
gradagao estao relacionados entre si, foi feita a regressao 1li-
near do torque em fungao da reduééo ae B1 e Gl‘ A analise de va
riancia dos resultados do torque médio em relagdo a aflatoxina

B1 e G1 sao apresentados nos Quadros 14 e 15, respectivamente.

Para a aflatoxina Bl’ o coeficiente de determinacgao
(Rz) foi igual a 7,43% e o coeficiente de <correlagao igual a
0,2725 (nao significativo). Entretanto, a interagdo entre o tor
que e a redugao da aflatoxina G1 teve o coeficiente de determi-
nagao (Rz) igual a 19,81% e o coeficiente de correlacgao de
0,4451, significativo a 5%. Foi constatado que com base nos re-
sultados obtidos no Ensaio I, o torque praticamente nao afetou

a degradagao das aflatoxinas Bl e Gl;
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OTADRO 13. Analise de variancia dos valores das norcentagens de
redugao das aflatoxinas B1 e G1 em relagao aos tratamentos

do Ensaio I.

Causa da variacao G.L. S.0. 0.M. F.
Regressao 1 4853 ,2 4853,2 111 ,4***
Residuo 25 1088,8 43,6

Total v 26 5942,0

G.L. - graus de liberdade
S.0., - soma dos auadrados

0.M. - quadrado médio

*** sjignificancia a 0,1%
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QUADRO 14. Analise de varidncia dos resultados do torque médio

em relagdo a redugao da aflatoxina B

1
Causa da variagao G.L. S.0. 0.M, F
Regressao 1 548.,0 548,0 2,0n.s.
Residuo 25 6829 ,4 273,2

Total 26 73774

n.s. - nao significativo.

- OUADRO 15. Analise de variancia dos resultados do torque médio

em relagdo a reducdo da aflatoxina Gy~

Causa da variacgao G.L. S.0. 0.M, F

Regressio 1 S 1177,1 1177,1 6,2*
Residuo 25 _ 4764,9 190,6
Total 26 5942.,0

G.L. - graus de liberdade
S.0. - soma dos quadrados
0.M. - quadrado médio

* significancia a 5%°
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2 - Efeito da umidade inicial da farinha (FAA) e da temperatura

de extrusac na degradagao das aflatoxina B] e G] (ENSAIO IT)

Foram delinead&s 5 tratamentos de extrusao no Ensaio
IT, sendo fixada a rotagdao da rosca em 130 rpm, axmi&ﬂnndo.que
essa variavel, conforme indicou o Ensaio I, nio teve influéncia
significante na redugdo das toxinas. Os resultados obtidos no
Ensaio I mostraram também uma tendéncia a reducgdo das aflatoxi-
nas a temperaturas inferiores a 150°C e em umidades em torno de

22%.

Os teores das aflatoxinas B1 e Gl’ nas amostras an-
tes e apos a extrusdao nos tratamentos do Ensaio II s3o mostra-
dos no Quadro 16. Nos ensaios I e II foi usada a farinha de ar-

roz com alto teor de aflatoxina (FAA).

A analise estatistica foi feita incorporando as ob-
servagoes do Ensaio II as anteriores, apresentadas no Ensaio I.
Para a reducao das aflatoxinas B1 e G1 foram feito§ ajustes de
modelos de 22 ordem, considerando a umidade (U) e a temperatura
(T), os quais mostraram que o efeito quadratico da . umidade da

farinha foi nao significativo.

Assim, para o caso da redugao da aflatoxina B1 des-

prezando o termo U2 foi obtida a equagao de regressao seguinte:

y = 67,8 - 13,8 Xy - 6,23 Xy = 7,99 Xy - 4,58 Xy X,
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QUADRO 16. Efeito da umidade e da temperatura de extrusao da fa
rinhalna redugao das aflatoxinas B1 e Gl nos produtos extru-

dados nas condigoes do Ensaio II.

Teor residual de Reducao de
Trata- T R U aflatoxina? aflatoxina
mentos (OC) (rpm) (%) (ppb) (%)
B1 C.V. G1 C.V. “Bl G1
1 120 130 25,5 583 4,9 690 2,5 57 52
2 120 130 21,5 566 6,1 623 4,0 58 57
3 150 130 25,5 420 4,1 623 7,4 69 57
4 135 130 24,5 416 8,4 620 5,5 69 57
5 150 130 21,5 283 10,2 243 4,7 79 83
C.V. - coeficiente de variagao
1 teor inicial de aflatoxina Bl = 1350 ppb C.V. = 6,4
teor inicial de aflatoxina G, = 1450 ppb C.v. = 6,0

média de 4 repetigodes
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A analise de variancia dos resultados da redugao da
aflatoxina B; ‘em fungao da umidade e temperatura sao apresenta-
dos no Quadro 17.

Em relagao a redugao da aflatoxina Gy desprezando o
termo U2 foi obtida a equagao de regressao seguinte:

y = 70,1 - 8,25 x, - 6,55 x, - 5,59 xZ

1 2 1 - 3,64 x

1 %2
A andlise de variancia dos resultados de reducdo da

aflatoxina G1 em fungdo da umidade e da temperatura € apresenta

do no Quadro 18.

As respostas da porcentagem de redugao das aflatoxi-
nas B1 e Gy em relagdao as variagdes no contelGdo de umidade e na
temperatura de extrusao (a rpm constante de 130) sao mostradas

na Figura 9a e 9b, respectivamente.

Foi observado que farinha com alto contelido de umida
de, quando extrudada a alta temperatura resultou em produto com
baixa porcentagem de redugdao das aflatoxinas B1 e Gl' Entretan-
to a farinha com baixo conteiddo de umidade (17-20%) extrudada a
temperatura moderada (140-200°C) produziram extrudados com maio
res porcentagens de redugdo das aflatoxinas B1 e Gl' " Provavel-
mente, estas foram as condigoes de extrusao que acarretaram uma
maior hidrdlise do anel lactona das moléculas de aflatoxina. Re
almente, aldestruigéo das moléculas de aflatoxina inicia com a
hidrolise da fungdo lactona, seguida de outras reagoes que le-

vam a degradagao da mesma (7).
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QUADRO 17. Analise de variancia dos resultados da reducido da

aflatoxina B1 em fungao da umidade € temperatura..

Causas de variagao G.L. - S.0. 0.M, F
Devido a regressao 4 55534,6 1383.,6 16,22**
Residuo 27 2302,9 85,29
Total 31 7837,5

** significancia a 1%
G.L. - graus de liberdade
S.Q. - soma dos quadrados

Q.M. - quadrado médio
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QUADRO 18. Analise de variancia dos resultados da reducgio da

aflatoxina G1 em fungao da umidade e temperatura,

Causas de variacgao G.L. S.0. 0.M, F
Devido a regressao 4 2683,3 670,8 4,47%*
Residuo 27 4052,7 150,1
Total : 31 6736,0

** significancia a 1%
G.L. - graus de liberdade

S.Q. - soma dos quadrados

Q.M. - quadrado médio
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Foi aplicado o procedimento de reamostragens, o
"Bootstrap''(26), e ajustado o modelo aos valores reconstituidos
das observagoes. Foram obtidas as superficies de respostas cor-
respondentes as Figuras 10 e 11, para as aflatoxinas B1 e ,Gl’
respectivamente. As imagens '""Booststrap' deram uma idéia precisa
das formas das superficies de respostas que poderiam ser obtidas
se os experimentos (Ensaio I e II) fossem integralmente repetidos,
diversas vezes, nas mesmas condigdes. Desta forma foi possivel

ter uma id€ia correta da variabilidade associada a novas estima

tivas das superficies de resposta.

3 - Efeito da umidade inicial da farinha (FMA) na degradacio das

aflatoxinas B, e G] (Ensaio III)

O efeito da umidade inicial da farinha antes da ex-
trusao na degradagéo das aflatoxinas B1 e G1 usando a farinha

de arroz com teor médio de aflatoxinas B, eG € apresentado

1°
no Quadro 19. Foi verificado que a porcentagem de degradacio das
aflatoxinas Bl e G1 foram iguais a 22 e 27% de umidade inicial
da farinha, @ temperatura de extrusdo de 150°C e a rotacio da
rosca de.130 rpm. Nestas condi¢oes, a reducao total das aflato-
xinas foi de 48%, apenas ligeiramente superior a obtida a 17%,
que foi de 45%. Portanto, a umidade inicial da farinha com mé-

dia contaminagao praticamente nio afetou a degradacao das afla-

toxinas Bl e Gl’ nas condigoes de extrusao usadas.
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QUADRO 19, Efeito da umidade da farinha de arroz1 na degradagao

das aflatoxinas B, e Gl’ nos produtos extrudados nas - condi-

goes do Ensaio I11°.

Umidade da Teor residual de aflatoxina3 Redugao
farinha antes (pvb) (%)
extrusao
. B1 C.V. G1 C.V. B1 G1
(%)
17 125 10,6 112 4.4 46 44
22 130 8,8 100 8,1 44 50
27 130 8,8 100 8,1 44 4 50
1

Farinha de arroz com teor médio inicial de aflatoxinas:

aflatoxina By = 230 ppb C.V. = 10,6

aflatoxina G1 200 ppb c.v. = 11,5

2 Condigoes de extrusao:
Temperatura de extrusao - 150°C

Rotagao do extrusor - 130 rpm

5 Média de 4 repefigaes
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4 - Efeito do teor inicial das aflatoxinas B] e G] presentes nas

farinhas de arroz FAA, FMA € FBA, na degradagao das mesmas

0 efeito do nivel inicial de toxinas na farinha - no
grau de degradagdo apds extrusdo a temperatura de 150°C, 3 umi-
dade de 22% e a rotagao da rosca de 130 rpm, pode ser visto no
Quadro 20. Estes testes de extrusdao foram feitos usando as fari
nhas com alto (FMA), médio (FMA) e baixo (FBA) teores de aflato

xXinas B1 e Gl'

Foi observado que a farinha de arroz mais contami
nada - teve: maior degradagao apos extrusdo, a qual foi
superior a 80%. Entretanto as farinhas FMA e FBA tiveram porcen
tagens de reducgao das aflatoxinas Bl e G1 de cerca de 50%. Re-
sultados similares foram relatados por GREHAIGNE (38) usando
farelo de amendoim contendo 275 ppb de aflatoxina Bl‘ A extru-

sao a temperatura de 157°C e a 18,3% de umidade resultou na des

truigao de 49% das toxinas iniciais.

Em estudos sobre a torragao a seco e em G6leo de amen
doim (46), também foi constatado que o grau de redugdo no con-
teido de aflatoxina foi maior em niveis de contaminacdo inicial

mais elevados.
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QUADRO 20. Efeito do teor inicial das aflatoxinas B, e Gy em fa
rinhas de arroz na porcentagem de reducao das toxinas apos

- N |
extrusao, nas mesmas condigoes

Teor de aflatoxina (pnb) Reducio
Amostra Antes extrusao Apds extrusao (%)
B & By Gy By Gy
FAA 1300 1550 216 200 84 87
FMA 230 200 130 100 44 50
FBA 90 120 44 58 51 S1

FAA - Farinha de arroz com alto teor de aflatoxinas.
FMA - Farinha de arroz com médio teor de aflatoxinas.

FBA - Farinha de arroz com baixo teor de aflatoxinas.

1 Condigoes de extrusao:

temperatura de extrusao - 150°C
rotagao do extrusor - 130 rpm

umidade da farinha - 26%
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5 - Efeito do tratamento da farinha de arroz (FBA) com amonia

e/ou metilamina (Ensaio IV)
a - Degradagao das aflatoxinas B] e G]

O efeito do tratamento da farinha de arroz com baixo
teor de aflatoxina B1 e G1 (FBA) com amonia e/ou metilamina, no
teor residual das toxinas na farinha extrudada, € apresentado

no Quadro 21.

As Figuras 12, 13 e 14, mostram o efeito da adigdo de
amonia, de metilamina e de amonia + metilamina, respectivamente,
no teor residual das aflatoxinas B1 e G1 na farinha (FBA) , apos

extrusao, nas condigdes do Ensaio IV.

Foi observado que o uso de 1,0% de metilamina causou
a reducao dos teores de aflatoxina B; e G; @ niveis nao detecta
veis. No entanto, a adigao dé até 2,0% de amonia proporcionou a
reducao de 76 e 84% das aflatoxinas B, e Gy da farinha original,
respectivamente. Os resultados mosfraram que o0 uso de metilami-
na, na extrusao da farinha de arroz FBA, foi mais efetivo na de

gradacao das toxinas do 'que -a amonia.

Resultados similares foram obtidos com torta de amen
doim, reduzindo os teores de aflatoxina a niveis tragos, usan-
do-se 1,25% de metilamina e 6,7% de amonia, quando submetidas
ao cozimento 3 100°C por 2 horas e ao cozimento sob pressao por

15 minutos a 163°F, respectivamente. Além disso, a toxicidade
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QUADRO 21. Efeito do tratamento da farinha de arroz (FBA) com

amonia e/ou metilamina no teor residual das aflatoxinas B

1 €
G1 e nas suas porcentagens de reducao apods extrusé’.o1
. Teor residual de Redugao

Trata- Amnia :E;;i aflatoxina (DDb)2 (%)

mentos (%) (%) B1 C.V. G1 C.V. B1 G1
0 0 0 43 6,6 64 3,6 51 52
1 0,5 0 29 3,9 32 3,5 67 76
2 1,0 0 25 4,6 23 4,9 72 83
3 1,5 0 22 5,3 22 2,6 75 83
4 2,0 0 21 2,8 21 2,7 76 84
5 0 0,5 21 2,8 21 2,7 76 84
6 0 1,0 N.D. N.D. . : Total Total
7 0 1,5  N.D. . N.D. Total  Total
8 0 2,0 N.D. - . N.D. Total Total
9 1,0 0,25 18 3,3 13 4,5 81 90
10 1,0 0,5 18 3,3 | 13 4.5 81 90
11 1,0 0,75 N.D. : N.D. Total Total
12 1,0 1,0 N.D. N.D. ’ Total  Total

N.D. - Nao detectado

C.V. - Coeficiente de variacgao

1 Condigoes de extrusao estabelecidas no Ensaio IV

Teor inicial de aflatoxina B1 = 90 ppb C.V. = 4,5
Teor inicial de aflatoxina Gy = 120ppb C.V. = 6,8

2 M@dia de 4 repetigoes
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e 1,04 de metilamina a farinha de arroz FBA, no teor resi-
dual das aflatoxinas B1 e Gl, apos extrusao nas condigoes do
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dos produtos tratados foi grandemente reduzida em relagao aos

nao tratados (23)..

O uso de 1% de amonia brovocou a degradagao de 72 e
83% das aflatoxinas B1 e G1 contidas na farinha de arroz origi-
nal. Entretanto o uso de 1% de amonia, conjuntamente a 0,5% de
e G

1 1
(81 e 90%), diminuindo a niveis nao detectaveis com 1% de amo-

metilamina acarretou uma maior redugdo das aflatoxinas B

nia + 0,75% de metilamina.

0 efeito do nivel de ambnia e de metilamina na redu-
¢ao das aflatoxinas B1 e G1 foi analisado estatisticamente, re-
velando que o modelo quadratico proporcionou um ajuste adequado.

Os Nuadros 22 e 23 mostram, respectivamente a anal

|+

se de variancia dos resultados da redugdo das aflatoxinas B, e

G, em relagcao a adigao de amonia e/ou metilamina.

Foram obtidas as seguintes equagoes de regressao:

para B1

y = 52,4 + 25,7 x; *+ 61,4 x, - 7,08 X3 - 18,8 x5 - 14,7 x| x,
para G1

y = 55,6 + 36,2 x; + 63,0 ch - 12,9 % - 10,6 x5 - 25,7 x x,
onde;

- -~ -
Xq: nivel de amonia

Xy nivel de metilamina
x%: nivel de amonia elevado ao quadrado
x%: nivel de metilamina elevado ao quadrado

X] X,: nivel de amonia x metilamina
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QUADRO 22. Analise de variancia dos resultados da reducao da afla

toxina B1 em relagao a adicao de amonio e/ou metilamina.

Causas de variacgao G.L. 'S.O. 0.M, F

Devido a regressao 5 2867,7 573,6 27,1**
Amonia 1 42?7 42,7 2,0
Metilamina 1 2384 ,9 2384,9 112, 6%+
.Am6nia X amonia 1 74,4 . 74,4 3,5
Vetilamina X metilamina 1 . 288.8 288,38 13,6**
Amonia x metilamina 1. 76,9 76,9 3,6
Residuo | 7 ' 148.,3 21,2

Total 12 3016,0

** Significancia a 1%

G.L. - graus de liberdade
S.Q. - soma dos gradrados

Q.M. - quadrado meédio
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- QUADRO 23. Analise de variancia dos resultados da reducdo da

aflatoxina Gl em relacao a adicao de amonio e/ou metilamina.

Causas de variacgao G.L S.0. 0.M F
Devido a regressao 5 2154.3 430,9 31,6**
Amonia 1 1,6 1,6 0,1
Metilamina | 1 1619,8 1619,8 118,9%*
Amonia x amonia 1 106,3 106,3 7,8%
Metilamina x metilaminé | 1 193,2 | 193,2 14 ,2**
Amonia x metilamina 1 233.,5 233,5 17,1**
Residuo 7 '95,4 13,6

Total 12 2249,7

** Siginificancia a 1%
* Significancia a 5%
G.L. - graus de liberdade

S.Q. - soma dos quadrados

Q.M. - quadrado medio
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Para a redugao de B, e de Gy, os coeficientes de determinagao

foram de 95,1 e 92,7%, respectivamente.

Os' resultados da analise de variancia mostraram que
a redugao da aflatoxina B1 sofreu os efeitos altamente signifi-
cativos do nivel de metilamina e do nivel de metilamina ao qua-
drado, enquanto que a influéencia dos niveis de amonia foi  nao

significativa.

Entretanto, no caso da redugao da aflatoxina G a

1 2
influencia de todas as variaveis estudadas foi altamente signi-
ficativa exceto o nivel de amonia que foi nao significativo e

o termo amonia x amonia que teve significancia a 5%.

0 uso de 2% de hidrdxido de amonia na farinha de ar-
roz FBA nas condigoes do Ensaio IV, nao acarretou a degradacao
total das aflatoxinas, vorém foi obtido.cerca de 80% de reducgao
das toxinas. Entretanto, usando o extrusor Brabender, com torta
de amendoim altamente intoxicadé,THIESEN ( 79) obteve grau de
detoxificacdo de apenas 12%, operando a 150 rpm, taxa de com-
pressao de 1:2, umidade de 20% e temperaturas de extrusao de 120

e 140°C.

Por outro'lado os ‘recentes resultados obtidos por
GREHAIGNE ( 38), usando extrusor de rosca dupla mostraram que
o tratamento do farelo de amendoim contendo 200 ppb de aflatoxi
na B1 com 2% de amonia a 20% de umidade inicial e a temperatura
de 175°C resultou em 81% de reducao da aflatoxina B;. A mesma
degradagao foi obtida no presente trabalho, quando foi adiciona

do 2% de amonia a farinha de arroz contendo 90 ppb de aflatoxi-’
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na B1 e submetida a extrusao a 22% de umidade, 130 rpm € a tem-

peratura de 150°C.

Os tratamentos do Ensaio IV, usando amonia e/ou meti
lamina acarretaram o aumento dos valores do pH da farinha, os
quais foram determinados antes e apds o processo de extrusido, e

estao apresentados no Ouadro 24.

Os valores do pH da farinha com metilamina antes e
depois da extrusao foram superiores équelés obtidos com amonia,
comparando-se nas mesmas porcentagens de adigao. Em todos os tra
tamentos foi observado que o pH, ap6s a extrusdo, foi inferior ao
inicial, notadamente nos tratamentos com amonia, devido 3 sua
maior volatilizagao na saida do extrusor e ﬁa posterior secagem

dos produtos em estufa.

Foram encontrados valores de pH supériores a 10 nas
farinhas tratadas com 1,5 e 2,0% de metilamina e com 1,0% de amé
nia + 1,0% de metilamina. Foi observado_também que a redugao de
By e G a niveis ndo detectidveis, apds extrusido, foi obtida ape-
nas nos tratamentos onde o pH inicial da farinha foi superior a
9,5. Esses resultados foram explicados pela abertura do anel lac
tona, que ocorre quando o pH do produto se encontra na faixa de
9,5 a 10, seguido por reagdes irreversiveis que levaram a degra
dagao da aflatoxina a niveis nao detectaveis, nela cromatografia

de camada delgada.

Os Quadros 25 e 26 mostram as analises de variancia
dos dados obtidos da redugdo de B1 e de G1 em fungao do pH an-

tes da extrusao.
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QUADRO 24. Efeito do tratamento da farinha de arroz FBA com amo

nia e/ou metilamina no pH da farinha antes e devois da extru

sdol.
- pH
Tratamento Amonia Metilamina
(%) : (%) Antes~ “Depoif
extrusao extrusao
0 0 0 5,9 6,3
1 0,5 0 8,6 7;7
2 1,0 0 8,9 7,8
3 1,5 0 9,3 8,0
4 2,0 0 9,5 8,0
5 0 0,5 8,9 8,3
6 0 1,0 9,7 8,8
7 0 1,5 10,3 9,1
8 | 0 2,0 10,2 9,1
9 1,0 0,25 9,4 8,1
10 1,0 ' 0,50 9,2 8,4
11 1,0 0,75 9,8 8,5
12 1,0 1,0 . 10,3 8,7

1 Condigoes de extrusao estabelecidas no Ensaio IV.
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QUADRO 25. Analise de variancia dos resultados da redugao da

aflatoxina Bl em funcao do pH antes da extrusao.

Causas de variagao G.L. S.Q. Q.M. F
Regressao ' 1 2325,7 2325,7 37,0**
* Residuo 11 690,3 62,8

Total 12 3016,0

QUADRO 26. Analise de variancia dos resultados da reducao da

aflatoxina G; em fungao do pH antes da extrusao.

Causas de variacgao | G.L. S.Q. Q.M. F
Regressao , 1 2056,9 2056,9 117 ,3**
Residuo 11 192,7 17,5

Total 12 2249,7

** Sjgnificancia a 1%
G.L. - graus de liberdade

S.Q. - soma dos quadrados

Q.M. - quadrado médio

A3
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Para a redugao da aflatoxina B1 e G1 em fungao do pH

antes da extrusao foram obtidas as equacdes I e II, respectiva-
mente. |
equagao I

= -29,75 + 12,21 x

~
[

equagao II

-18,19 + 11,49 x

<
]

Os coeficientes de determinagao foram de 87,81% e
91,43%, respectivamente, para a redugao de B1 e Gl em fungao do

pH antes da extrusao.

Foram também altamente significativos (a = 0,001) as
correlagoes entre os valores do pH antes e depois da extrusao
(RZ = 88,91%), assim como entre as porcentagens de redugao da

aflatoxina B1 e G1 (R2 = 92,62%).

Os resultados indicaram que as redugoes das aflatoxi
nas B1 e G1 sofreram os efeitos altamente significativos do pH
da farinha antes da extrusdo. Isso indicou a possibilidade de
que a adicdo de outras bases, além da amonia e da metilamina, a
farinhas contaminadas, pudessem também ser efetivas na degrada-

¢ao das aflatoxinas quando submetidas a extrusao.
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b - Caracteristicas viscoamilograficas das farinhas extrudadas

Entre as caracteristicas viscoamilograficas das fari
nhas extrudadas foram considerados os seguintes parametros: vis

cosidade inicial, viscosidade a quente e viscosidade a frio.

O efeito da adicdao de amonia e/ou metilamina a fari-
nha de arroz extrudada nos parametros amilograficos, nas condi-
¢oes do Ensaio IV, esta apresentado no Quadro 27. Para melhor
compreensao das propriedades de pasta sao apresentadas na Figu-

ra 15, os viscoamilogramas dos varios tratamentos.

Foi observado que a adigao de niveis «crescentes de
amonia a farinha provocou um aumento progressivo na viscosida-
de inicial na farinha extrudada, que cresceu de 280 U.A. no tra
tamento sem amonia para 500 U.A. no tratamento com 2% de amonia.
Entretanto, essa tendencia de maior viscosidade inicial em fun-
¢dao do maior nivel usado nao foi observada nos tratamentos com
metilamina e com amonia + metilamina. Na grande maioria dos
tratamentos o uso de metilamina e de amonia + metilamina acarre
tou o aumento da viscosidade inicial em relagao ao tratamento

sem adicao das bases.

Comportamentos semelhantes foram observados para as
viscosidades a quente e a frio, cujos valores aumentaram de 60
e 80 U.A. no tratamento sem amonia para 140 e 120 U.A., respec-

tivamente, nos tratamentos com 2% de amonia. E oprovavel que o
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QUADRO 27. Efeito do tratamento da farinha de arroz com amonia
e/ou metilamina nas caracteristicas viscoamilograficas do pro

duto extrudado1

Tratamento Aménia Metil- Viscosidade (U.A.)
(%) ~ amina Inicial’ Ouente Frio
(%)
0 - - 280 60 80
1 0,5 - 330 100 80
2 1,0 - 1390 120 100
3 1,5 - 440 140 120
4 | 2,0 - 500 140 120
5 | - 0,5 ‘ 340 100 100
6 - 1,0 340 100 120
7 - i,st ' 430 130 120
8 ' - "2,0 370 120 140
9 1,0 0,25 320 120 120
10 1,0 0;50 320 130 130
11 1,0 0,75 280 140 120
12 1,0 1,0 250 130 150
1

Condigoes de extrusao estabelecidas no Ensaio IV.
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TEMPERATURA (°C)
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FICURA 15. Efeito da adicgao de amonia e/ou metilamina nas

nropriedades viscoamilograficas da farinha de arroz extru-

dadas nas condicoes do Ensaio IV.
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aumento do pH através da adigdo crescente de amonia tenha con-
y -~ - -~ - -~ - ‘L -

tribuido para a destruicao das pontes de hidrogenio que mantem
a estrutura do granulo de amido, provocando assim o aumento das

viscosidades.

A extrusao com o uso de metilamina provocou o anare-
cimento, nos viscoamilogramas, de um pico de viscosidade na fa-
se.de aquecimento da pasta, notadamente nas concentragoes de 1,5
e 2,0%. A presenga de um pico nos viscoamilogramas indica o en-
tumescimento de granulos de amido durante o aquecimento da pas-
ta no viscoamilografo ( 66). Esses'resultados sugeriram que a
presenca da metilamina impediu a destruigao completa dos granu-
los de am1do durante o processo de extrusao da farinha de arroz.
De acordo com MEDCALF e GILLES ( 54), fons com distribuigao as-
simétrica de carga provocaram, durante a'gelatinizagio,umanwior
hidratacdo das zonas amorfas dos granulos de amido, o que acar-
retou um atraso na destruigdo das areas cristalinas mantendo des-
ta forma a integridade dos granulos de amido. Os amilogramas das
pastas de produtos extrudados com amonia + metilamina também mos
traram a tendéncia a formagdao de picos durante o aquecimento no
viscoamildografo, porém de uma forma menos acentuada, em relagao

aquelas com metilamina apenas.
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c - Indice de Absorcao de Agua (IAA) e Indice de Solubilida-

de em Agua (ISA) das farinhas extrudadas

O efeito da adigdo de amonia e/ou metilamina a fari
nha de arroz, no indice de absorgao em agua e no Indice de solu
bilidade em agua das farinhas extrudadas € apresentado no Qua-

dro 28.

Os valores do TAA e do ISA obtidos na extrusao sem
amonia e/ou metilamina (tratamento zero), nasccondigoes do En-
saio IV foram similares aqueles citadosvpor MERCIER e FEILLET
(55), usando amido de arroz a umidade inicial de 22% e extru-

sor de rosca dupla a temperatura de 135°¢C.

vaservou—sé que, a adic3do da amonia e/ou metilamina
nao afetou praticamente os valores do IAA das farinhas extruda-
das. Entretanto, a adigdo de amonia e/ou metilamina na farinha
antes da extrusao provocou uma'redugéo nos valores do ISA, nota
damente quando foi usada a metilamina; Esses resultados sugeri-
ram que, no caso do tratamento zero (sem amonia ou metilamina),
o amido sofreu maior gelatinizagio com formagao de material so-
livel (maior ISA), em relacdo aos tratamentos com amonia e/ou

metilamina, que mantiveram maior integridade do granulo.
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QUADRO 28. Efeito da adigao de amonia e/ou metilamina a farinha
de arroz (FBA) no Indice de Absorcdo de Agua (IAA) e no Indi
ce de Solubilidade em Agua (ISA) dos produtos extrudados nas

condigoes estabelecidas no Ensaio IV.

Trata- Metil-. Indice de Absorgao - Indice de Solubili
mento Amonia amina de Agua1 - dade em Agua1 -
N® ) ($) c.v.? c.v.?
0 0 0 6,37 3,0 12,07 7.8
1 0,5 0 6,60 - 1,1 10,63 11,8
2 1,0 0 6,46 3,7 11,00 8,3
3 1,5 0 6,62 8,4 9,33 6,6
4 2,0 0 7,02 3,3 10,25 11,9
5 0 0,5 6,28 4,4 11,27 13,3
6 0 1,0 6,67 2,0 9,60 15,0
7 0 1,5 6,79 2,8 8,67 11,6
8 0 2,0 6,71 1,5 8,80 3,4
9 1,0 0,25 6,61 3,0 9,83 5,6
10 1,0 0,50 6,51 1,3 9,60 4,8
11 1,0 0,75 6,59 3,0 8,93 2,6
12 1,0 1,0 6,71 3,9 9,07 2,6

1

Meédia de 3 determinacoes

Coeficiente de variagao
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C - Processo de extragao do amido. Efeito do processamento de
extracao do amido de arroz no teor residual das aflatoxinas

B, e G, nessa fracao

Nesse estudo foi feita a extracao alcalina, em labo-
ratorio, do amido da farinha de arroz com alto teor de aflatoxi

na (FAA), usando 0,2% de hidrdxido de sodio.

No amido obtido da extragao alcalina, apds lavagem e
secagem, nao foram detectadas as aflatoxinas B1 e Gl‘ Esse pro-
cedimento de extracao e de analise foi repetido por mais duas

vezes, confirmando o resultado inicial.

No entanto, estudos de laboratérib conduzidos por
YAHL et afii ( 87), sobre a moagem Umida do milho, mostraramque
a fracdo amilacea reéultante apresentou cerca de 1% da aflatoxi
na contida originalmente no milho.N&ésses estudos complementares
de YAHL et alii ( 87) sobre o amido proveniente de seis usinas
de moagem umida de milho, ndo foi detectada a presenga da afla

toxina.

Embora varios tratamentos quimicos tenham sido pro-
postos a fim de reduzir o conteldo de aflatoxinas de farinhas e
tortas, eles sao normalmente usados quando o material intoxica-
do contém até 500 ug aflatoxina/kg. Os produtos contendo niveis
maiores de aflatoxina sao, em geral, totalmente perdidos (inci-
nerados e/ou enterrados). Desta forma, a extragao do amido des-
sas farinhas ou de tortas altamente intoxicadas, parece ser uma
possibilidade de reaproveitamento do prodhto, conforme mostra-

ram os resultados obtidos nesse estudo.
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V - CONCLUSOES

Dos resultados obtidos pode-se tirar as seguintes con

clusoes:

1. A temperatura de extrusao e a umidade inicial da
farinha altamente contaminada tiveram influencia significativa
na redugao do teor de aflatoxinas, ao passo que o efeito da. ro-
tagao da rosca foi nao significativo. A correlacdao entre os va-
lores do torque e da redugao das toxinas B, e G foi também ndo

significativa.

2. As maiores porcertagens de redugao das aflatoxi-
nas. na farinha altamente contaminada, foram obtidas nos produ-
tos extrudados a umidade na faixa de 17 a 20%, com temperatura
moderada (140-200°C) e & rotagdo da rosca de 130 rpm. Nessas con

dicoes a degradacao foi de 75%.

3. A extrusao de farinha de arroz com contaminagao

- e . . -~ ) o] . -
media em aflatoxinas, a temperatura de 150 C e a rotagao de 130
rpm acarretou a redugao de cerca de 50% das toxinas, usando-se

os teores de umidade inicial de 17, 22 ou 27%.

4. A farinha de arroz com alta contaminagao teve maior
degradacao das toxinas (superior a 80%) do que farinhas com mé-
dia e baixa contaminacao (aproximadamente 50%), apos extrusdo a

150°C, 130 rpm e 22% de umidade inicial.

5. 0 uso de 1% de metilamina ou de 1% de amonia +

0,75% de metilamina reduziu os teores de aflatoxina nos produ-
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tos extrudados a niveis nao detectaveis, a partir de farinha de

arroz com baixa contaminacgao.

6. O uso de metilamina na extrusao de farinha de ar-
roz com baixa contaminagao foi mais efetiva na degradacgao das

toxinas do que a amonia.

7. Apenas nos tratamentos onde o pH inicial da fari-
nha foi superior a 9,5, nao foram detectadas aflatoxinas nos pro

-

dutos extrudados.

8. As farinhas extrudadas com amonia e/ou metilamina
apresentaram maiores valores de viscosidade inicial em relacao
aos tratamentos.sem adicao de bases. Os valores da viscosidade
a quente e a frio também aumentaram em relagdao a farinha extru-

dada sem tratamento.

9. A adigdo de amonia e/ou metilamina praticamente
nao afetou os valores do indice de absorcdao de agua, porém pro-
vocou a redugao dos valores do indice de solubilidade em agua,

principalmente com o uso de metilamina.

10. Nao foram detectadas as aflatoxinas B; e G; no ami
do obtido da farinha de arroz altamente contaminada, apods sua

extracdo alcalina, lavagem e secagem.

\
\
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