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RESUMO

Um dos problemas mais sérios que confrontam a qualidade do arroz € a presenca de fungos produtores de micotoxinas,
principalmente as espécies pertencentes aos géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium. Neste estudo, objetivou-se verificar 0s
niveis de aflatoxinas e identificar a populagao fungica associada a gréos de arroz beneficiado e comercializado em Belo Horizonte e
algumas cidades do sul do estado. Foram analisadas um total de 60 amostras de arroz: organico, parboilizado, integral, polido, sendo
aincidéncia de aflatoxinas verificada em uma amostra. Os resultados demonstraram que as espécies aflatoxigénicas identificadas foram
A. parasiticus eA. flavus. Utilizando Cromatografia L iquida de Alta Eficiéncia para avaliar aincidéncia de aflatoxina em arroz, apenas
uma apresentou contaminagdo de 1,2 ig Kgt. Apesar da presenca de fungos aflatoxigénicos, as amostras ndo apresentaram niveis
preocupantes de aflatoxinas que pudessem colocar em risco a seguranga do produto e a salide dos consumidores.

Termos paraindexacao: Aflatoxinas, alimentos, Aspergilus flavus, Aspergillus parasiticus.

ABSTRACT

One of themost serious problems facing the quality of rice is the presence of mycotoxin-producing fungi, especially the species
belonging to the genera Aspergillus, Penicillium and Fusarium. The objective of this study was to check the levels of aflatoxins and
identify the fungal population associated with grains of rice received and sold in Belo Horizonte and some cities in the southern state. We
analyzed atotal of 60 samples of rice: organic, parboiled, full, polished, and the incidence of aflatoxins found in a sample. The results
showed that the afl atoxigenic species identified were A. parasiticus and G2 and A. flavus. Using high performance liquid chromatography
to assess the incidence of aflatoxin in rice, only one showed a contamination of 1.2 ig kg-1. Despite the presence of aflatoxigenic fungi,

the samples showed no worrying levels of aflatoxin that could endanger the safety of the product and consumer health.

Index terms: Aflatoxins, food, Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus.

(Recebido em 21 de novembr o de 2008 e aprovado em 11 de fevereiro de 2010)

INTRODUCAO

O arroz (Oryzae sativa L) é um dos alimentos mais
importantes produzidos em todo o mundo e sua qualidade
e seguranca estdo diretamente relacionadas a presenca de
fungos produtores de micotoxinas. A incidéncia das
espécies fungicas varia de acordo com fatores biocliméticos
e com o tipo de producdo Arnolds (1997). O conhecimento
dessas espécies possibilita prever os riscos de
contaminacdo e potencializar as pesquisas as eventuais
micotoxinas presentes (Frisvad & Samson, 1991). Dentre
as micotoxinas, as aflatoxinas ocupam primariamente a
classe das mais incidentes e mais toxicas que se conhecem
(Alddred et a., 2004). Sdo produzidas principa mente pelas
espécies do género Aspergillus pertencentes a Secéo
Flavi: Aspergillus flavus, A. parasiticus e A. nomius As
espécies menos comum produtoras de aflatoxinas sdo A.
pseudotamarii, A. bombyciseA. parvisclerotigenus (Klich,
2007). Quatro espécies ndo pertencentes a secdo Flavi

podem produzir aflatoxinas: A. ochraceoroseus, A.
rambellii, Emericella venezuelensis e E. astellata (Frisvad
et al., 2005). Neste estudo, objetivou-se identificar as
espécies fungicas e avaliar aincidéncia de aflatoxinas em
amostras de arroz.

MATERIAIS E METODOS
Amostras

Asamostras de arroz de 1 a5 Kg foram adquiridas
em estabelecimentos comerciais das seguintes cidades:
Lavras, Ribeiréo Vermelho, Perddes, Belo Horizonte e ljaci,
no periodo de mar¢o a dezembro de 2007. Todas as amostras
apresentavam bom estado de conservacdo e estavam dentro
do prazo de validade, conforme indicado pelo fabricante
Foram analisadas 60 amostras de arroz do grupo beneficiado
subdivididas em quatro subgrupos: polido (48), parboilizado
(3), integral (7) e organico (2), pertencentes as respectivas
classes longo fino, longo e curto e tipos um, dois e trés.
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I solamento e I dentificacdo de fungos filamentosos

Para o isolamento dos fungos presentes nas
amostras de arroz, foi utilizada a técnica de Plaqueamento
Direto em meio de cultura Dicloran Rosa de Bengala
Clorafenicol (DRBC) com o plagueamento de 100 gréos
por amostra ap0ds desinfeccdo superficial, e incubacéo a
25° C por sete dias, conforme Samson et a. (2000). Os
resultados foram expressos em porcentagem de particulas
contaminadas. Os isolados das se¢fes: Circundati, Flavi
e Nigri foram identificados de acordo com o método de
Klich (2002). Os géneros Cladosporium e Fusarium de
acordo com Pitt & Hocking (1997) e Penicillium de acordo
com Pitt (2000).

Avaliacdo do Potencial Toxigénico dos fungos
identificados:

A técnicautilizadafoi aPlug Agar, todos os isolados
foram inoculados em meio de cultura Y ES (Y east Extract
Sucrose) e incubados por sete dias a 25°C, conforme
Filtenborg & Frisvad (1980). Foram utilizadas placas de
Cromatografia de Camada Delgada— Merck — Silica Gel
20x20 cm e a eluicdo ocorreu em uma cuba de vidro
contendo TEF (Tolueno Acetato de Etilae Acido Formico
90% - 50:40:10). A visualizagdo foi feitaa 366 nm por meio
de Cromatovisor CAMAG (UV- Betrachter). Foram
utilizados padrdes de aflatoxinas B1, B2, G1, G2 (Sigma-
Aldrich).

Analise de aflatoxinasem arroz por CLAE

As amostras de arroz foram analisadas por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) descritas
por Soares & Rodriguez-Amaya (1988) e a quantificacdo
por Stroka et a. (2000) a seguir: Extracdo: Cinquenta gramas
da amostra foram pesadas em um Erlenmeyer de 500 mL.
Adicionou-se 270 mL de metanol p.a. e 30 mL de uma
solucdo de cloreto de potassio 4%. O frasco foi fechado
com parafilme e papel aluminio e foi colocado em agitador
mecanico tipo shaker sob agitacdo em velocidade média
por 30 minutos. Apbs esse tempo o contelido do frasco foi
filtrado em papel de filtro qualitativo e 150 mL do filtrado
foram recolhidos em uma proveta graduada. Purificacao:
O filtrado foi transferido para um béquer de 600 mL, eaele
adicionaram-se 150 mL de sulfato de cobre 10% e,
aproximadamente, 50 mL de celite. Apds homogeneizagéo,
amisturafoi filtrada em papel de filtro Whatman n°1 e 150
mL do filtrado foram recol hidos em uma proveta graduada.
Particdo L iquido-liquido: O filtrado recolhido foi transferido
para um funil de separacéo ao qual foram adicionados 150
mL de &gua destilada e 10 mL de cloroférmio p.a.. O
contetdo do funil foi agitado vigorosamente por 3

minutos e, apds a separagdo das fases, afase cloroformica
foi recolhida em um frasco &mbar ambientada em
cloroférmio. Esse procedimento foi repetido com mais 10
mL de cloroférmio. O extrato cloroférmico foi evaporado
em banho mariaa 50°.C sob atmosfera de nitrogénio. Os
frascos foram entéo selados com parafilme, etiquetados e
armazenados em a— 22°C até o0 momento da quantificacdo
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
Quantificacdo por CLAE: O contelido dos frascos foi,
entéo, retomado com 3 mL de solucéo metanol:&gua (2:3),
submetido a agitacdo em agitador de tubos tipo vortex por
aproximadamente 60 segundos e transferido paravia do
auto amostrador do CLAE, apds filtragdo em membrana de
13 mm de didmetro e 0,45 um de porosidade. As amostras
foram analisadas por CLAE (Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia) com deteccéo por fluorescéncia apds derivagdo
pos-coluna com brometo de potéssio e Kobra Cell, usando
um cromatografo liquido Shimadzu com detector de
fluorescéncia (Shimadzu Modelo LC-10AD), excitagdo 420
nm, emissdo 360 nm, com coluna Shim — Pack CLC — ODS,
5 pm, 4,6 x 250 mm, precedido por guarda coluna Shim —
Pack G—0ODS, 5 um, 4 x 10 mm. A fase mével (filtradaem
membrana 0,45 um e desgaseificada com hélio) usada foi
acetonitrila: metanol: agua (2:2:6) acrescentada de acido
nitrico 4 mol/L (350 pL L*) e brometo de potéssio (120 mg
LY aum fluxo de 1 mL por minuto. Uma curva padrdo de
aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 foi preparada em concentractes
que variaram de 79,2 a0,47 ng/mL paraAFB1, 98,68 a 0,59
ng/mL paraAFB2, 125,57 a0,75 ng/mL paraAFGl e 79,10 a
0,48 para AFG2. Foram utilizados sete pontos na curva
padréo, cada ponto, a partir da concentracdo inicial, possuia
metade da concentracdo anterior. Injetou-se entdo 50 L
das solucdes padréo de aflatoxinas e dos extratos das
amostras. A partir do céalculo da area dos picos das
aflatoxinas dos extratos das amostras e das solucdes
padrdes foi calculado o teor de aflatoxinas nas amostras.
Nessas condi¢des, o tempo de retencdo foi de
aproximadamente, 12,2 min., 15,1 min., 16,9 min. e 21,5 min.
paraas afatoxinas G2, G1, B2 e B1, respectivamente.

Eficiéncia da metodologia analitica para as aflatoxinas

Para avdiar as caracteristicas de desempenho da
metodol ogia analitica para as aflatoxinas por CLAE, amostra
de arroz, isenta de aflatoxinas, foi contaminada, em duplicata,
em 5 concentracdes de aflatoxinas B1, B2, G1 e G2.

RESULTADOSE DISCUSSAO
Contaminacéo por fungos filamentosos

O resultado das analises demonstrou que, do total
de amostras de arroz polido (47), 43 (92%) apresentaram
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niveis de contaminacdo entre 1 e 42%. Das amostras de
arroz integral (7), cinco tiveram niveis de contaminag&o
entre 4 e 32% e duas ndo tiveram contaminacdes
detectadas. Das amostras de arroz organico (2), asduas
apresentaram contaminacfes sendo 5 e 100%. Em arroz
parboilizado, as contaminactes foram menores que 15%.
O nimero reduzido pode ser decorrente de boas préticas
agricolas e industriais. Os maiores indices de
contaminacéo fungica encontrados nas amostras de
arroz analisadas estéo listados a seguir: arroz organico
(100%), polido (42%), integral (32%) e parboilizado
(13%). Nunes et al. (2003), estudando amostras de arroz,
observaram que o subgrupo mais contaminado foi o
polido em relacdo ao parboilizado e ao integral. Segundo
Amato et al. (2002), em relagdo a contaminagdo fungica,
0 arroz parboilizado possui uma vantagem, pois, durante
0 encharcamento, em raz&o da auséncia de ar por meio
da imersdo total em agua evita-se que as espécies
aflatoxigénicas proliferem. A Unicadesvantagem é que
no processo de gelatinizag8o, como os gréos sofrem
uma soldagem, pode ocorrer uma internalizacéo da
contaminagdo fungica, pois, os microrganismos tendem
ase acumular junto & fratura. Em arroz integral, em razéo
da presenca enriquecida de nutrientes, a proliferagdo
fungica pode ser mais evidenciada, principal mente se
0s principios basicos de secagem e armazenamento n&o
forem devidamente realizados. Em alimentos organicos,
tal como o arroz, de acordo com Bourn & Prescott (2002),
nao ha nenhuma evidéncia que possam ser mais
suscetiveis a contaminacdo microbiolégica que
alimentos convencionais. Embora, neste trabalho, o
maior indice de contaminacdo flngica encontrado nas
amostras de arroz foi detectado em orgéanico. Pelo fato
de ndo ser permitido o uso de fungicidas sintéticos no
sistema orgéanico, poderia haver uma maior possibilidade
de producdo de micotoxinas. Todavia, de acordo com
Kouba (2002), estudos realizados até o momento ndo
permitem afirmar que na agricultura orgénica a producdo
de micotoxinas sejamaior. Nos dois sistemas (organico
e convencional) o uso de boas préticas culturais e de
estocagem dos alimentos permite reduzir o risco de
contaminag&o com micotoxinas. Asformas de evitar as
contaminacdes fungicas nos véarios subgrupos de arroz
residem, primordial mente, na adocdo de boas praticas
agricolas de secagem e armazenamento conforme Pitt et
al. (2000).

Incidéncia de fungos toxigénicos

A contaminagéo fungica é importante ndo apenas
sob o ponto de vista sensorial, mas também pelo perigo

que a producdo de micotoxinas representa para o
consumidor Muninbazi & Bullerman (1996). Natabela 1,
descrevem-se 0s resultados obtidos apés a identificaco
das espécies. Foram identificados 184 isolados,
predominando as espécies pertencentes aos géneros
Aspergillus e Penicillium. A. flavus se destaca por ter sido
isolado dos quatro tipos de amostras.

Todas as espécies identificadas tém sido
detectadas em diferentes tipos de arroz, conforme estudos
realizados por Pitt & Miscamble (1994), Limaet a. (2000)
e Park et a. (2004). Hussaini et a. (2007) analisaram um
total de 1062 isolados fungicos identificados de 196
amostras de arroz da Nigéria. As principais espécies
foram: Peniciliumspp., Aflavus, A. parasiticus, A. niger
e Rhizopus spp.

Avaliac&o do Potencial toxigénico por Plug Agar:

A avaliacdo do potencial aflatoxigénico pelo teste
Plug Agar demonstra que de 17 isolados de A. parasiticus
testados, 14 (82,35%) foram produtores de &flatoxinas B, ,
B,, G, eG,. Dos 31 isolados deA. flavus testados, 8 (25,80%)
foram produtores de aflatoxinas B, e B,Semelhante aos
resultados obtidos por Prado et a (2009). A. flavus
aflatoxigénicas estavam presentes em 6 amostras testadas,
enquanto isolados de A. parasiticus aflatoxigénicos estavam
presentes em 11 amostras testadas. Apesar de nem todas as
linhagens de uma dada espécie serem capazes de produzir
micotoxinas, a producdo € bastante consistente em cultura
pura, desde que se utilizem condig¢des 6timas de producéo.

Caracteristicas de Desempenho da Metodologia
Analitica

Linearidade

A linearidade foi avaliada nafaixa de 0,4752 ng mL*
a79,2ngmL?paraBl; 0,592 a98,7 ng mL* paraB2; 0,753
al12557ngmL?! paraGle0,475a79,1 ngmL* paraG2, e
calculada a partir da equagdo da regresséo linear,
determinada pelo método dos minimos quadrados. Foi
utilizado o coeficiente de correlacdo linear (R%) como
indicador da reta como modelo matemético. Os vaores
sempre foram maiores que 0,99 como recomendado por
Green (1996).

Recuperacdo e Coeficiente de Variacio

Os resultados de recuperacéo obtidos (Tabela 2),
em todos os niveis de fortificagdo efetuados, revelaram
gue a metodologia empregada esta de acordo com o
estabelecido pela Lei N°401/2006 de 23/2/2006 da
Commission Regulation (EC).

Ciénc. agrotec., Lavras, v. 34, n. 4, p. 946-952, jul./ago., 2010



Incidencia de fungos toxigénicos e aflatoxinas... 949

Tabela 1 — Frequéncia das espécies contaminantes.

Género/espécie Amostras Tipos/ amostras N. isolados
contaminadas identificados
A. candidus 8 Polido (7) e Integral (1) 22
A.carbonarius 1 Polido (1) 1
A. flavus 17 Polido(14); Organico (1) Integral(1) e 31
Parboilizado.(1)
A. foetidus 10 Polido (9) eintegral (1) 12
A. niger 7 Polido (5), Integral (1) e Organico(1) 14
A. oryzae 8 Polido (5) e Integral (3) 10
A. parasiticus 11 Polido (9) Integra (2) 17
A. versicolor 3 Integral (1),0rgénico.(1) e Polido.(1) 6
Afumigatus Polido (1) 1
A.niger Agregados 10 Polido (8) e Integral (2) 14
A.ostianus 3 Polido (2) Integral (1) 6
A.sulphureus 1 Polido (1) 1
Atamari 2 Polido (1) Integral (1) 2
Alternaria alternata 1 Polido (1) 1
Aspergillus.spp. (Segdo 1 Polido (2) 2
Circumdati)
Aspergillus.spp. (Se¢do 1 Orgénico (1) 1
Nigri)
Cladosporium 1 Polido (1) 1
Emericella nidulans 4 Polido (2) Integral (2) 6
Eurotium 1 Polido (1) 2
Fusarium spp. 3 Polido (1) e Integra (2) 3
P.aurantiogriseum 1 Polido (1) 1
P.brevicompactum 1 Polido (1) 1
P.citrinum 4 Polido (4) 4
P.funiculosum 1 Polido (1) 1
P.glabrum 2 Polido (2) 3
P.sclerotiorum 1 Polido (1) 4
P.solitum 2 Polido (2) 2
Penicillium 3 Polido (2) e Integral (1) 3
griseofulvun
Rhizopus spp. 3 Polido (1) Integra (2) 7
Trichoderma spp. 3 Polido (3) 3
Tabela2 — Vaores de Recuperagéo recomendados pela Legislacdo européia.
Aflatoxinas Contaminactes padréo Recuperacéo padréo Recuperacéo obtida (%)
AFB1, AFB2, AFG1, AFG2 <1 pg/kg 50a120 65,4 a99,8
AFB1, AFB2, AFG1, AFG2 1-10 pg/kg 70a110 70,9a90,8
AFB1, AFB2, AFG1, AFG2 > 10 pg/kg 80 a110 80a8s8,1
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Em relag@o aos coeficientes de variagdo, de acordo
com Horwitz et al. (1980) devem ser menores que 30%
paraindicarem eficiéncia do método. O limite de deteccéo
baseado em 3 vezes o ruido da linha de base do aparelho
€de0,1 ug kg* e o limite de quantificagdo 3 vezes o limite
de deteccdo (0,3 pug kg?t). O limite de detecgéo
especificamente baseado em 3 vezes o ruido do sinal foi
de 0,05 ng g-1 para G2, 0,04 paraG1, 0,02 paraB2 e 0,02 ng
g-1 para B1. Os limites de quantificacdo foram
considerados 10 vezes o ruido do sinal: G2: 0,16 ng g-1;
G1:0,11ngg-1;B2:0,05ngg-1eB10,07 ng g-1 . Esses
valores atendem a Resolucéo n.34/76 do Ministério da
Sallde, que estabelece o limite maximo de 30 pg kg-1 para
asomadeB1eGl (Brasil, 1977).

Aflatoxinasem arroz

De acordo com a Tabela 3, das 36 anostras de arroz
somente uma estava contaminada com aflatoxinaB1 (1,2 ig
Kg?). Observa-se, também, que a presenca de espécies
potencialmente produtoras de aflatoxinas ndo indicou
necessariamente a deteccdo de aflatoxinas nas amostras
analisadas. Esses resultados sugerem que as espécies
aflatoxigénicas ndo tiveram condicdes favoraveis para a
producdo de aflatoxinas.

Tabela 3 — Contaminagdo com Fungos Toxigénicos e
AflatoxinaB1.

Amostra Resultado Fungos
aflatoxigénicos

Amostrala3 ND -

Amostra 4 ND A. parasiticus
Amostra’5 ND A .parasiticus
Amostra 6 ND A. parasiticus
Amostra7e8 ND -

Amostra 9 ND A. parasiticus
Amostra 10 ND -

Amostra 11 ND A. parasiticus
Amostra 12 ND A. parasiticus

eA. flavus

Amostra1l3al15 ND -

Amostra 16 ND A. parasiticus
Amostral7 a20 ND -

Amostra21 a 34 ND A. flavus
Amostra 35 B1=1,2 yg’kg A. parasiticus
Amostra 36 ND A. flavus

ND: N&o Detectado; Limite de Deteccdo; 0,1 ug kgt; Limitede
Quantificagdo: 0,3 ug kg™

Em estudos realizados na india por Reddy et al. (2008),
das 1200 amostras analisadas, 67,8% estavam contaminadas
com niveis que variaram 0.1 a 308 ig Kg*. Segundo Bandara
et a. (1991), analisando arroz no Siri Lanka, os niveis de
AFB1 e AFG1 foram mais elevados em arroz parboilizado do
que no arroz cru moido. A maior taxade AFB1 foi 185 mgKg'e
AFG1 de 963 mg Kg. A procedéncia dessas amostras € de
uma regido de umidade relativa 78% e temperatura média
anua de 27°C. Outros resultados tém demonstrado niveis
mais baixos de contaminagdo. Segundo Park et al. (2004), a
AFB1 estava presente em arroz coreano (5) das (88) amostras
com niveisnafaixade 1,8 a7,31g/Kg. Conforme Simionato et
al. (2003), analisando arroz comercializado no Brasil, de 68
amostras de arroz, duas de arroz polido tipo 1 continham
AFB1 nafaixade 6 e91ig Kg? e uma das amostras apresentou
tracos de aflatoxina B2. Silva et a (2008), analisando amostras
provenientes do 5° Batalhdo de suprimento do Exercito
Brasileiro em Curitiba (PR) observou que, de um total de 26
amostras analisadas, 6 (23,07%) apresentaram positividade
para aflatoxina B1 com niveis variando entre 0,54 a 2,04 ug
Kgtel (3,84%) apresentou presenca de aflatoxina B2. No
Brasil, Prado et a. (1989) n&o detectaram a presenca de
aflatoxinas em arroz pelo procedimento descrito por Soares
& Rodrigues-Amaya (1988). A redug&o das micotoxinas pode
ocorrer por processos térmicos. Para Park & Kim (2006), no
processo de cozimento comum do arroz usado na Coréia,
com temperaturas em torno de 160°C verificou-se uma
reducdo de 31-36% da AFB1 em lotes naturalmente
contaminados. J&, no processo de cozimento a pressdo a
160°C por 20 minutos a presséo de 15ib/in houve reducdo
de 78 a88% da AFB1.

CONCLUSOES

A metodologia empregada foi considerada adequada,
tendo apresentado boa exatidéo e precisio, demonstrando a
viabilidade do método na quantificacdo de aflatoxinas em
arroz. O nivel de aflatoxina detectado em apenas uma amostra
€ considerado baixo. A presenga de fungos toxigénicos em
arroz reforca a necessidade de monitorar permanentemente
aqualidade do produto em toda a cadeia produtiva.
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