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RESUMO

Foi realizado um levantamento de caracteristicas micotoxicologicas e microscopicas em arroz destinado ao consumo humano, comercializado
nas cidades de Pelotas e Rio Grande, RS. As amostras, arroz integral [16], arroz parboilizado [16] e arroz branco polido [24] foram
coletadas em supermercados, no periodo de maio a setembro de 2000. A avaliacao de ocorréncia de aflatoxinas B, B,, G,, G,, ocratoxina
A, zearalenona, desoxinivalenol e toxina T-2 foi realizada pela técnica de cromatografia de camada delgada (CCD). As duas ultimas
toxinas foram avaliadas também pela técnica de cromatografia gasosa (CG). A micoflora foi determinada através de plaqueamento em
superficie em Agar Batata Dextrose Acidificado, com incubacao a 25°C por 5 dias. As colénias mais freqiientes foram identificadas
através da técnica de microcultivo. Dentre as amostras analisadas, duas apresentaram contaminacao por ocratoxina A (104 e 128ug.Kg),
trés por zearalenona (559, 1117 e 1955ug.Kg'), sendo uma co-contaminagao com a primeira. Uma das amostras estava contaminada
com desoxinivalenol (266 e 300ug.Kg!), este quantificado por CCD e CG. Quanto a enumeracao de bolores e leveduras, os resultados
mostraram que 3,6% das amostras apresentaram valores superiores a 10 *UFC.g ! e 11% valores proximos deste. Sujidades microsco-
picas, acima dos limites da legislacao (0,25%), foi detectada em uma amostra de arroz integral.
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SUMMARY

RICE COMERCIALIZED IN SOUTHERN BRAZIL: MICOTOXICOLOGICAL AND MICROSCOPIC ASPECTS. A survey was carried out of the
micotoxicological and microscopic characteristics of rice comercialized in Pelotas and Rio Grande, RS, Brazil. Samples of whole [16],
parboilized [16] and polished white rice [24] were collected in supermarkets, from may until september 2000.The occurrence of aflatoxin
B,, B,, G,, G, ochratoxin A, zearelenone, desoxynivalenol and T2 toxin was evaluated using thin layer chromatographic technique (TLC).
The last two toxins were also evaluated by gas chromatography (CG). Mycoflora was determined using a surface Potato Dextrose Acid
Agar, incubated for 5 days at 25°C. The most frequent colonies were identified using the microcultive technique. The occurrence of
microscopic dirt was realized in accordance with AOAC. Among the samples analyzed, 2 presented contamination by ochratoxin A (104
and 128ug.Kg') and three with zearalenone (559, 1117 and 1955ug.Kg™?), one of wich was cause by co-contamination with the first. One
sample was contamined with desoxynivalenol (266 e 300ug.Kg?), determined by TLC and GC. The results showed that 3.6% of the
samples have levels above and 11% near 10*CFU/g. A brown rice sample was contaminated by microscopic dirt the above legal legislation
(0.25%).
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1 - INTRODUCAO

O arroz é um cereal que faz parte do habito alimentar
do brasileiro, o que se confirma pelo consumo per capita
superior a 70kg/habitante/ano, considerando suas dife-
rentes formas. [1, 20]. A producao nacional concentra-se
nos Estados da regiao Sul e o cultivo € feito principalmente
sob a forma irrigada. Esta condicdo propicia a umidade
necessaria para a contaminacao dos graos por fungos, além
disso o arroz € rico em carboidratos, substrato preferencial
para o desenvolvimento destes microrganismos [7].

Quando graos de cereais sao colonizados por fungos
pode haver o risco de contaminacdo por micotoxinas, pro-
dutos do metabolismo secundario formados em condicoes
de estresse, desbalanco de nutrientes e condicbes am-
bientais propicias. Além de diversos efeitos toxicos agu-
dos estas toxinas podem acarretar problemas créonicos
graves como imunossupressao e carcinogenicidade [9, 13].

Os géneros fingicos mais freqlientemente associados
a producao de micotoxinas em cereais sdo Asperygillus,
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Penicillium e Fusarium. Ainda que o fungo possa ser inati-
vado ou retirado durante o processamento e nao estar pre-
sente no produto manufaturado, as toxinas podem perma-
necer viaveis, pois nao sao facilmente degradaveis [9, 14].

O fato de o arroz ser um alimento de consumo quase
diario, pela maioria da populacao brasileira, torna im-
portante o conhecimento dos niveis de contaminacao
fingica e a identificacao dos mesmos, para posterior
avaliacdo das possiveis causas da contaminacao, dos
riscos a sauide do consumidor e possivelmente tomada
de medidas efetivas, no sentido de garantir a seguranca
alimentar da populacao.

Assim, visando contribuir para a obtencao de dados
sobre a qualidade do arroz consumido na regidao Sul do
Rio Grande do Sul, os objetivos deste trabalho foram:
avaliar a ocorréncia de micotoxinas (aflatoxinas B, B,
G,, G,, ocratoxina A, zearalenona, desoxinivalenol e to-
xina T-2), a micoflora e sujidades microscopicas em di-
ferentes tipos de arroz destinado ao consumo humano.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Amostragem

A coleta de amostras realizou-se no periodo de maio
a setembro de 2000 em duas redes de supermercados,
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nas cidades de Pelotas e Rio Grande, regiao Sul do Rio
Grande do Sul. Foram coletadas as marcas mais consu-
midas na regido, sendo: 6 de arroz polido e 4 de arroz
integral e parboilizado. A quantidade amostrada corres-
pondeu a 1% dos pacotes de 1kg de cada marca existen-
te na prateleira dos estabelecimentos, no momento da
coleta, constituindo o lote de amostra bruta. De cada
um destes lotes foi tomado aleatoriamente 0,5%, que
constituiu a amostra de laboratorio.

Apbs as amostras de laboratorio de cada marca fo-
ram homogeneizadas e trituradas em moinho de facas,
até granulometria de 60 —70mesh, e quarteados para a
tomada da amostra analitica. Foram formadas para as
determinacdes, realizadas em triplicatas, 24 de amos-
tras de arroz branco polido, 16 de arroz integral e 16
lotes de arroz parboilizado, totalizando 56 amostras ana-
liticas provenientes dos lotes formados nas coletas das
diferentes marcas e periodos de tomada.

2.2 - Triagem e quantificacdo das aflatoxinas,
ocratoxina A, zearalenona, desoxinivalenol e toxina
T2 por cromatografia de camada delgada

O esquema para extracao, purificacao e quantifica-
cao de aflatoxinas, ocratoxina A e zearalenona, segundo
o procedimento descrito por SOARES [18] aparece na
Figura 1. Foram utilizadas placas prontas de silica gel G
60 com 0,25mm de espessura como fase estacionaria. O
sistema solvente utilizado para eluicao destas toxinas
foi tolueno : acetato de etila : acido formico (5:3:1).
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|
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FIGURA 1. Esquema das etapas de extracao e limpeza para tria-
gem e quantificacao de aflatoxinas, zearalenona e ocratoxina
A em arroz por cromatografia de camada delgada.

Para determinacao de desoxinivalenol e toxina T-2
foi empregado o método descrito por BARAJ [6]. Este
constava de etapas semelhantes ao método de SOARES
[18], acima esquematizado, até as particoes onde se em-

pregavam 2 lavagens suscessivas com 10mL de cloreto
de metileno. Os extratos da particao foram limpos em
minicolunas de carvao ativo : alumina: celite (0,7g: 0,5g
:0,3g), empregando como eluente cloreto de metileno em
quatro porcgdes de SmL. Apoés a eluicao 10mL do extrato
foram evaporados em banho-maria a S0°C, sob corrente
de nitrogénio; ressuspensos em 200mL de benzeno e
cromagrafados usando a fase estacionaria do caso ante-
rior e como eluente tolueno : acetato de etila : acido
formico (5: 4 : 1). Nos dois casos foram usados procedi-
mentos para confirmacdo das amostras suspeitas ba-
seados em derivacao quimica [6, 18].

A quantificacdo das amostras confirmadas foi reali-
zada através de comparacao visual com padroes de con-
centracoes crescentes, sob luz ultravioleta de ondas lon-
gas e curtas. Para visualizacao dos tricotecenos as pla-
cas foram reveladas com solucao de H,SO, em etanol
50% e aquecimento 120°C por 10 minutos.

2.3 - Determinacéao de tricotecenos por cromatogra-
fia gasosa

Os extratos das amostras, obtidos como o descrito
no item anterior, foram derivadas em duplicatas com
anidrido trifluoroacético(TFAA) e NaHCO,, adaptando o
procedimento de SCHOLLENBERGER et al. [16]. O pro-
cedimento consistiu em adicionar cerca de 30mg de bi-
carbonato de sodio anidro e 300uL de TFAA ao residuo
de padréao de tricoteceno ou extrato de amostra seco.

O frasco fechado foi agitado e levado ao banho-maria
por 30 minutos a 80°C para a acetilacao. Apds atingir a
temperatura ambiente e o derivado evaporado sob nitro-
génio, o mesmo foi extraido com S00uL de tolueno sob
agitacdao em banho - ultra - sonico. A solucdo resultante
foi lavada duas vezes com 1000uL de agua deionizada,
duas vezes, foi adicionado 5 a 10mg de sulfato de sédio
anidro, agitado em banho ultra-soénico por 10 segundos
e levado ao congelador para a separacao das fases.

Aliquotas de 400uL da fase organica foram evapora-
das sob nitrogénio a temperatura ambiente. Ao residuo
seco foi adicionado o padrao interno (metil aracdato) e
100uL de hexano antes de injetar no cromatégrafo a gas.

A determinacao quali e quantitativa dos tricotecenos
DON e toxina T-2 foi realizada em um cromatografo a
gas marca VARIAN, modelo STAR 3400Cx, com injetor
split/splitless (1078) e detector de ionizacao de chama,
equipado com coluna de silica fundida com fase VA-WAX
(25um de polietilenoglicol, 30m de comprimento e
0,32mm de diametro interno), acoplado ao Software Star
Chromatography Workstation 4.51.

As condicoes cromatograficas empregadas para a in-
jecao da amostra foram: temperatura do injetor (250°C),
tempo de abertura da valvula aos 0,5 minutos e vazao do
gas de arraste (hidrogénio) 1mL/minuto. A programacao
da coluna foi 100°C/2min, aumentando 10°C/minuto até
180°C, permanecendo 1 minuto e aumentando 15°C/mi-
nuto até 205°C, permanecendo S minutos e aumentando
15°C/minuto até 220°C, permanecendo 10 minutos. A
temperatura utilizada no detector foi de 300°C.
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2.4 - Determinaciao da micoflora

A enumeracdo de bolores e leveduras foi realizada
através da técnica de plaqueamento em superficie de Agar
Batata Dextrose Acidificado a uma temperatura de in-
cubacgao de 25°C por 5 dias, conforme ABNT — MB- 2750
[17].

As colonias mais freqlientes foram identificadas pe-
las caracteristicas macroscopicas das colonia e observa-
cao microscopica apos preparo de microcultivos [14, 15].

2.5 - Identificacao de sujidades

A identificacao de sujidades presentes nas amostras
foi realizada de acordo com o método de flutuacao em
heptano, para isolar sujidades leves e externas [3].

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 - Amostragem

Tendo em vista o consumo diario do arroz o sistema
de amostragem utilizado incluiu no estudo as marcas e
os subgrupos de arroz mais consumidos na regiao estu-
dada. Nortearam o numero de marcas de cada subgrupo
o consumo e a disponibilidade no comércio local, sendo
assim foram realizadas quatro coletas, incluindo lotes
de arroz polido (6 marcas), parboilizado e integral (4
marcas cada). Conforme o mencionado de cada coleta
foram formadas amostras analiticas de cada marca, com-
postas por 1% dos pacotes de 1kg disponiveis nas prate-
leiras dos estabelecimentos comerciais amostrados.

As amostras foram tomadas ao acaso e sua repre-
sentatividade no que diz respeito, a quantidade coleta-
da, foi adequada considerando-se que a quantidade de
pacotes de mesma marca nas prateleiras dos supermer-
cados foi relativamente pequena e a amostra bruta con-
sequientemente ultrapassava o valor de 1% estipulado
para a coleta.

A alta rotatividade das marcas e conseqiiente au-
séncia na prateleira fez com que nem todas as marcas
fossem coletadas no mesmo momento, porém com o cui-
dado para que estivesse no periodo de validade e sempre
que disponiveis em diferentes periodos do ano.

3.2 - Avaliacéao da ocorréncia de micotoxinas

As técnicas de cromatografia de camada delgada
usadas apresentavam os seguintes limites de deteccao:
para as aflatoxinas 2,5ug/kg; para ocratoxina A 6,0ug/
kg e 45ug/kg; para DON 120ug/kg e para toxina T2
138ug/kg. Nestes os niveis de recuperacao das toxinas
naturalmente fluorescentes apresentaram valores entre
90 e 97%, enquanto que as toxinas que necessitavam de
revelacao para visualizacdo tiveram seus niveis varian-
do entre 78, 80,5 e 90% respectivamente, para toxina
T2, DON e zearalenona.

A Tabela 1 apresenta os resultados da triagem e quan-
tificagdo das micotoxinas, aflatoxinas B, B,, G, G,,
ocratoxina A, zearalenona, desoxinivalenol e toxina T-2,

determinadas pelos métodos que apresentavam os indi-
cadores de performance acima relatados.

Os resultados mostraram que a micotoxina mais fre-
quentemente detectada foi a zearalenona, que foi confir-
mada em trés amostras de diferentes marcas e coletas,
sendo que em uma apareceu simultaneamente com a
ocratoxina A. E importante salientar os niveis determi-
nados foram considerados altos, pois sdo até vinte vezes
maiores que os limite de deteccao. O fato levou a repetir
as determinacoes e nos procedimentos de confirmacao
foi usada também a co-cromatografia além da derivacao
quimica.

Para esta toxina nao foi ainda estabelecido limite de
seus teores para a comercializacao de arroz e seus deri-
vados, destinados ao consumo humano, pois ela vem
sendo pouco relatada neste tipo de amostras. No entan-
to, pode-se observar que esta toxina vem sendo encon-
trada com certa freqiiéncia em cereais cultivados na re-
gido [4,12]. Fungos do género Fusarium sao detectados
na regiao Sul da Ameérica do Sul e a probabilidade de vir a
encontrar condi¢cdes bidticas e abidticas que propiciem o
seu desenvolvimento em arroz com consequente produ-
cao de micotoxinas precisa ser melhor estudada [7, 19].

TABELA 1. Amostras de arroz suspeitas e contaminadas pelas
técnicas de CCD.

Subgrupo Micotoxina Amostras Niveis Detectados
Suspeita Confirmadas (ugKg")

Arroz Integral Aflatoxina By (3) Nd _
Ocratoxina A (1) Nd _
Zearalenona (1) Nd _

Arroz Parboilizado Zearalenona (4) 2 559 e 1955
Ocratoxina A (2) 1 128

Toxina T-2 (1) -

Arroz Polido Zearalenona (4) 1 1117*

Ocratoxina A (1) 1 104*
Desoxinivalenol (1) 1 266

Nd: nao detectado
* co-contaminacao

Outro ponto observado, na Tabela 2, € que nao fo-
ram identificados fungos do género Fusarium, produto-
res desta toxina, nas amostras estudadas. Possivelmen-
te estes fungos tenham estado contaminando as amos-
tras no campo e foram substituidos por outros géneros
mais adaptados as condicoes do armazenamento, po-
rém a micotoxina permaneceu [14, 15].

O subgrupo de arroz mais afetado foi o parboilizado.
A contaminacao do arroz parboilizado poderia ser jus-
tificada pelo fato de que foi submetido a um encharca-
mento prévio ao descascamento, que poderia propiciar
a migracao de micotoxinas das camadas mais exter-
nas para o interior do grao, conforme foi demonstrado
por COELHO et al [7].

O numero de amostras com resultados falsos positi-
vos reforca a necessidade de realizar os procedimentos
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de confirmacdo, como ja vinha sendo preconizado por
outros autores [4, 18].

Durante a determinacao de DON e toxina T2 por cro-
matografia gasosa os tempos de retencao destas toxinas
foram respectivamente 4,9 e 18,1 minutos, na coluna
empregada. Com relacao aos indicativos de performance
do método descrito obteve-se 90% de recuperacao para
DON e limites de deteccao de 10ug/Kg para DON e
12,5ug/Kg para toxina T2 e recuperacao média de 89%.

A triagem das amostras indicou 2 amostras suspei-
tas de contaminacao por DON, no subgrupo do arroz
polido. Uma destas foi a mesma detectada por cromato-
grafia de camada delgada. Os teor encontrado numa
amostra foi de 300ug/kg e a outra nao foi confirmada.

Este valor mais alto, em relacao ao determinado por
cromatografia de camada delgada, da mesma toxina e
amostra, pode ser atribuido ao fato que este ultimo € um
meétodo semi-quantitativo e com niveis de recuperacao
maior que o primeiro. Na Figura 1 aparece o perfil
cromatografico da amostra de arroz contaminada.

Il

e

FIGURA 2. Perfil cromatografico da amostra contaminada com DON.

3.3 - Enumeracao e identificacao de bolores.

Apenas 3,6% das amostras analisadas apresentaram
contagem de bolores e leveduras superior a 10* UFC/g1,
além destas, 11% apresentaram valores proximos deste
maximo de contaminacao, indicado para outros cereais.

As amostras de arroz branco foram as que apresenta-
ram as maiores variacoes nos niveis de UFC determina-
dos (variando entre 30 e 1,9 x 10°), estando neste grupo os
valores mais altos. Em seguida estavam as amostras de
arroz integral, grupo onde se encontram 7 amostras proxi-
mas ao limite maximo de 1 x 10'UFC/g. No grupo de arroz
parboilizado uma amostra apresentou 2,4 x 10* UFC/g. Na
Figura 2 aparece um grafico construido utilizando como Y
o log da raiz quadrada do numero de UFC encontrado
para as amostras correspondentes a cada subgrupo de
arroz. Foi desta forma que se conseguiu diminuir a varia-
cao e observar o perfil da contaminacao.

A legislacao vigente do MINISTERIO DA AGRICUL-
TURA [11] nao estabelece limites de contaminacédo por
fungos para o arroz, apenas refere que o produto que

apresentar mau estado de conservacao, incluindo pro-
cessos de fermentacao e mofo sera desclassificado para
consumo. Sendo assim o parametro utilizado para com-
parar o teor da contaminacéo foi o de outros tipos de
cereais que também sofrem preparo industrial ou do-
meéstico antes do consumo.

7
5
3 a
[~ [m]
o
<]
(%]
8 [m}
29
4 _—
" +1.96*Desvio Padrao.
3 [ +1.00"Desvio Padréo.
PARBOILIZADO ~ INTEGRAL POLIDO 0O Media
SUBGRUPO
AN ¢ AUBI ILIL UG BULLI MU Y AL AU U §UBIA AU AU G LI LU

FIGURA 3. Perfil da contaminacao por mofos e leveduras.

As colonias mais frequientes foram isoladas e identi-
ficadas através das caracteristicas macroscopicas de cor,
diametro e aspecto e através das caracteristicas micros-
copicas, comparando as mesmas com as descricoes fei-
tas por PITT & HOCKING [14], SAMSON e HOEKSTRA
[15]. A Tabela 2 apresenta os fungos contaminantes das
amostras de arroz.

TABELA 2. Frequiéncia dos fungos contaminantes das amos-
tras de arroz.

Fungo Amostras infectadas Subgrupo mais afetado
Aspergillus spp 12 Polido (6)

Aspergillus flavus 4 Polido (4)

Aspergillus parasiticus 5 Parboilizado (3)
Aspergillus terreus 2 Parboilizado (1), Polido (1)
Cladosporium spp 1 Polido (1)

Curvulatia spp 2 Polido (1), Integral (1)
Penicillium spp 15 Polido (9)

Phoma spp 3 Polido (2)

Rhizopus spp 1 Polido (1)

Como pode ser observado na Tabela 2 os géneros mais
comuns foram Aspergillus e Penicillium. Estes géneros
fingicos também foram descritos como principais
contaminantes de arroz parboilizado e farelo de arroz por
JAIARAMAN e KALYANASUNDARAM [8], sendo o
Asperyillus flavus a espécie de maior freqiiéncia. BANDARA
et al [S]; ALMEIDA et al. [2]; TONON et al. [19] e LIMA et al
[10], também verificaram a ocorréncia destes géneros em
estudos envolvendo a avaliacdo da micoflora em arroz e
derivados e com menor freqliéncia Fusarium spp,
Cladosporium spp, Curvularia spp, Phoma spp, Rhizopus
spp, coincidindo igualmente com os resultados obtidos.
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3.4 - Identificacao de sujidades

A presenca de sujidades nos alimentos pode ser um
indicativo de descuidos com o controle higiénico-sanita-
rio durante o processamento e armazenamento do pro-
duto. Insetos podem funcionar como veiculadores de
contaminantes fungicos. Por esta razao a microscopia
vem sendo adotada como pratica corrente na avaliacao
de qualidade de produtos alimenticios.

Do total de amostras analisadas em relacao a presen-
ca de sujidades 9 amostras (5 de arroz integral, 1
parboilizado e 2 de polido) apresentaram sujidades tais como
insetos, fragmentos de insetos e pedra. Foram encontra-
dos no maximo 2 insetos e 3 fragmentos em uma mesma
amostra. Coube a excecao a uma amostra de arroz integral
tipo 1 que apresentou maior quantidade de insetos vivos,
que ultrapassaram 0,25% de matéria estranha .

A legislacao vigente do Ministério da Agricultura per-
mite que o arroz em casca tenha no maximo 2% em peso
de matéria estranha. O percentual de matéria estranha
e impurezas permitido para o arroz beneficiado diferem
entre os subgrupos e tipos de arroz. O arroz integral e o
arroz polido tipo 1 podem conter 0,25% de matéria es-
tranha e impurezas e o tipo 2 0,5%.

4 - CONCLUSOES

e A zearalenona foi a micotoxina mais freqliente nas
amostras estudadas, em niveis bastante elevados
(559, 1117 e 1955ug.kg!), seguida pela ocratoxina A
(104 e 128ug.kg!) e DON (266ug.kg' e 300ug.kg! res-
pectivamente por CCD e CG).

¢ A enumeracao de bolores e leveduras, mostrou que
3,6% das amostras apresentaram niveis superiores
a 10* UFC.g! e 11% estavam muito proximos a este
valor. Em todos os casos os fungos mais freqiientes
pertenciam aos géneros Penicillium e Aspergillus.

¢ As marcas e subgrupos analisados quando suas
sujidades microscopicas mostraram que apenas uma
amostra de arroz integral ndo se adequava aos li-
mites do Ministério da Agricultura para este tipo
de grao [11].

¢ Os resultados sugerem a necessidade de se reali-
zar um monitoramento destes produtos para a ocor-
réncia destas micotoxinas, visando um posterior
estabelecimento de uma legislacao especifica .
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