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RESUMO

Fungos do género Aspergillus como A. flavus e A. parasiticus sio capazes de produzir metabdlitos secundarios toxicos
denominados aflatoxinas. Estas espécies podem se desenvolver rapidamente em cereais sob condigdes favoraveis. A partir do
conhecimento dos riscos a salide decorrentes da presenca de aflatoxinas em aimentos, foi realizado um levantamento paraavdiar a
presenca de aflatoxinas em arroz beneficiado polido tipo I, destinado ao consumo dos militares do Exército Brasileiro. As amostras
foram coletadas no armazém do 5° Batalhdo de Suprimento do Exército Brasileiro, Curitiba-PR no periodo de novembro de 2003 a
fevereiro de 2004 e avaliada a ocorréncia de aflatoxinas B,, B,, Gle G,, utilizando-se as técnicas de Cromatografia em Camada Delgada
(CCD) e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Objetivou-se, neste trabalho, contribuir com o controle de qualidade dos
alimentos consumidos pelos militares da 5° Regido Militar do Exército Brasileiro, no que se refere ao controle dos niveis de aflatoxinas
e comparar as técnicas de CCD e CLAE. Do total de 30 amostras analisadas por cromatografia em camada delgada, néo foi verificada
em nenhuma a presenca de aflatoxinas. De 26 amostras analisadas por cromatografia liquida de ata eficiéncia, seis (23,07%)
apresentaram positividade para aflatoxina B, (AFB1), com niveis entre 0,54 e 2,04ug/kg e uma (3,84%) apresentou presenca de
aflatoxina B, (AFB,) com 1,84ug/kg.

Termos paraindexacdo: Fungos, Aspergillus, arroz.

ABSTRACT

Aspergillus are fungal species like a A flavus and A parasiticus and they are able to devel op secondary metabolites called
mycotoxins. They grow quickly under ideal conditions. From the moment one discovered its danger for health resulted from the
presence of aflatoxinsin foods, an achievement was carried out to evauate the presence of a mycotoxins lifiting in benefited polished
ricetype 1, used by Brazilian army. The sampleswere collected at “5° Batalhdo de Suprimento” (army departament) from November
2003 to febuary 2004 when the incidence of aflatoxins B,, B, G, and G, was measured by thin layer chromatography (TLC) and high
performance liquid chromatography (HPLC) methods. Thiswork had the aim of comparing the thin layer chromatography and high
performance liquid chromatography techniques and contributed for the quality control of the foods to be consumed by militaries of
the Brazilian army, concerning the control of the aflatoxins levels. From atotal of 30 samples were tested performed by tlc, no
aflatoxin was detected. From 26 samples, analysed trough high performance liquid chromatography, 6 (23, 07%) presented positive
results for aflatoxin B, with 0, 54 — 2, 04 pg/kg and, 1 (3, 84%) presented a positive result for aflatoxins B, with 1, 84 pg/kg.

Index terms: Mold, Aspergillus, rice.
(Recebido em 28 de abril de 2006 e aprovado em 20 de dezembr o de 2006)

condicOes favoraveis, e os fatores mais importantes séo: a

INTRODUCAO
temperatura, atividade de &gua e teor de umidade, pH,

Alguns fungos produzem metabdlitos secundarios
toxicos que, as vezes, sdo cancerigenos quando ingeridos
tanto pelo homem como pelos animais. Esses fungos séo
chamados toxigénicos e os metabdlitos sdo denominados
micotoxinas (SABINO et al., 1982).

Segundo Boeing (2003), os fungos para se
desenvolverem e produzirem micotoxinas necessitam de

composicdo quimica do alimento, taxa de oxigenacao,
periodo de armazenagem, grau de contaminacao fungica,
condicOes fisicas dos graos ou sementes, artropodes e
interagdo microbiana.

Micotoxinas sdo metabdlitos secundérios toxicos
produzidos por aguns fungos filamentosos, sendo os
principais representantes os dos géneros Aspergillus,
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Penicillium e Fusarium (INSTITUTO ADOLFO LUTZ,
2005). Entre as micotoxinas existentes, as aflatoxinas,
metabolitos secundarios dos fungos Aspergillus flavus,
Aspergillus parasiticus e Aspergillus nomius, sdo as que
podem causar maiores danos aos seres humanos e animais,
pela sua alta toxicidade e ampla ocorréncia, possuindo
inclusive propriedades carcinogénicas, mutagénicas e
teratogénicas (SIMIONATO et al., 2003).

Hamais de 20 tipos de moléculas de aflatoxinas e
seus derivados isolados, porém os principais tipos
estudados continuam sendo aB, B,, G, e G,(HUSSEIN &
BRASEL, 2001). Esses compostos caracterizam-se pela
elevada toxicidade que apresentam (ROSA, 1995).

As aflatoxinas tém sido identificadas como fatores
envolvidos na etiologia do cancer hepético no homem,
conseqliente a ingestédo de alimentos contaminados
(MCLEAN & DUTON, 1995).

Os cereais sao facilmente colonizados por fungos
patogénicos, proporcionados pelas condi¢des favoravels
ao fungo no campo, depois da colheita e durante a
estocagem (GALVANO et al., 2005). O arroz é um cereal
que faz parte do habito alimentar do brasileiro, o que se
confirma pelo alto consumo, considerando suas diferentes
formas.

V arias pesguisas sobre micotoxinas em arroz vém
sendo realizadas em diversos paises, porém no Brasil sdo
poucas as ocorréncias relatadas com niveis e incidéncias
baixos, que variam de 0 a9ug/kg em CCD (NUNESet dl.,
2003; SILVA et d., 1996; SIMIONATO et ., 2003) em CLAE
variaram de 0 a 101ug/kg (DILKIN et al., 2004). A
disponibilidade de um método sensivel e confiavel é um
fator-chave para a deteccdo de aflatoxinas em arroz
(LIPIGORNGOSON et d., 2003).

Estudos anteriores realizados por Tabata et al.
(1993) sobre a contaminagdo com aflatoxinas namaioria
dos paises asidticos, incluindo o arroz, foram feitos por
CCD, método com limite de deteccdo relativamente alto de
1lug/kg, se comparados com outras técnicas como a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (LIPIGORNGOSON
eta., 2003).

Desde a descoberta das aflatoxinas, em 1960,
diversos paises adotaram limites de toleréncia para essas
toxinas, em produtos destinados ao consumo humano. O
Brasil, com base nos conhecimentos entéo disponiveis,
estabeleceu, em 1977 através do Ministério da Salde
(BRASIL, 1977), o limite de 30pg/kg para a soma das fragbes
B, e G, em alimentos para o consumo humano.
Posteriormente, a portarian® 183 de 1996 do Ministério da
Agricultura e da Reforma Agraria (BRASIL, 1996),
estabeleceu um limite de 20 mg/kg para aflatoxinas B, +B,

+G,+G, e, um limite maximo de 50mg pararagéo animal.
Mais recentemente, o Ministério da Salde, através da
resolucéo RDC n.274, da AgénciaNaciona de Vigilancia
Sanitéria (ANVISA), de 15 de outubro de 2002, estabeleceu
o limite de 20mg/kg para aflatoxinas totais em amendoim,
pasta de amendoim e milho e 0,5mg/L e 5,0mg/kg para
aflatoxina M, no leite fluido e em po, respectivamente
(BRASIL, 2002).

Objetivou-se, neste trabalho, verificar aocorréncia
e quantificar aflatoxinaB,, B,, G, e G, em arroz beneficiado,
consumido por militares da 5° Regido Militar do Exército
Brasileiro, através de CCD e por CLAE.

MATERIAL E METODOS

As amostras foram coletadas de diferentes locais
do lote de arroz beneficiado polido tipo 1, armazenado no
5° Batalhdo de Suprimento do Exército Brasileiro, Curitiba-
PR, no periodo de fevereiro aabril de 2004. Foi utilizadaa
metodologia proposta por Fonseca (1991) que sugere a
utilizac8o de critérios de amostragem com um expoente
fracionério para os lotes, em que, para produtos ensacados,
emprega-se a seguinte formula: N= 3vn, onde N é o nimero
minimo de sacos a serem amostradosen € o nimero de
sacos que compdem o lote. As amostras analiticas foram
obtidas de um total de 48000 kg, divididos em 10 lotes de
4800Kkg, retiradas de sacos de 50kg.

Desse lote, foram obtidas amostras maiores do que
as desgjaveis para andlise, sendo entdo misturadas, moidas,
homogeneizadas e subdivididas até obtencdo das
amostras de tamanho desgjadas. Em seguida, as amostras
sofreram processo de quarteamento para tomada de
amostra analitica, que somaram um numero total de 30
amostras de 5009 e foram armazenadas a— 18°C.

A amostra analitica foi removida de uma grande
amostra, que é o acumulo de pequenas porgdes tomadas
de diferentes locais do lote (WHITAKER et al., 2005).
Posteriormente, algumas amostras foram contaminadas
com solugdes padréo das aflatoxinas B, B,, G, € G,, para
ensaios de recuperacao.

As amostras foram analisadas pelas técnicas de
CLAE e CCD. Asandlises por cromatografialiquida de ata
precisdo foram realizadas no Laboratdrio de Alimentos
(LABA) do Instituto de Tecnologia do Parana (TECPAR),
no periodo de julho a outubro de 2004. As andlises por
CCD foram readlizadas no Laboratério de Inspecéo de
Alimentos e Bromatologia do 5° Batalhdo de Suprimentos
do Exército Brasileiro, localizado na cidade de Curitiba-PR,
no periodo de margo ajunho de 2004. Esse Batalhd@o possui,
além do laboratério de andlise de aimentos, deposito e
camaras frigorificas para armazenagem da alimentagéo
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destinada ao consumo de militares da 5° Regido Militar do
Exército, que é composta pel os estados do Parana e Santa
Catarina.

Para esse trabalho foi utilizado o método por CCD,
conforme proposto por Soares & Rodriguez-Amaya
(1989), que consiste na extragdo das toxinas com metanol/
KCI 4% (9:1), remocdo de interferentes com solucdo de
sulfato de amdnio 30% e particdo para cloroformio. A
quantificagdo de micotoxinas foi realizada por comparacdo
visual daintensidade da fluorescéncia das amostras com
padrdes sob iluminacdo UV a 365nm, sendo que o limite
de quantificac8o para o arroz obtido foi de 3mg/kg para
AFB, AFB, AFG, eAFG, Os autores obtiveram para
aflatoxina B, 4mg/kg. As andlises por CLAE foram
realizadas seguindo-se a metodologia proposta por
Lipigorngoson et al. (2003) que utilizaram método de
cromatografia liquida de alta eficiéncia, utilizando o
sistema MERCK-HITACHI “LA CHROM”. Essa
metodol ogia fundamenta-se na extracdo de aflatoxinas
usando uma mistura de metanol e dgua concentrados por
meio de uma coluna de imunoafinidade. As aflatoxinas
B,, B, G, e G, foram separadas por cromatografia liquida,
com fase mével composta por agua/acetonitrila/metanol
(3:1:1), acrescidos de 119mg de brometo de potéssio e
350ml de acido nitrico 65% a fluxo de 1,0ml/min, usando
coluna RP 18. Ap0s separagdo, as aflatoxinas foram
derivatizadas em um reator pés-coluna eletroquimico
marca KOBRACELL e pesquisados por detector de
fluorescéncia, com comprimento de onda de 360nm e
425nm para B, e B, e 455nm para G, eG,. Nesse trabalho o
limite de quantificacdo foi de 0,5mg/kg para cada
aflatoxina.

A umidade do arroz armazenado se mantém em
equilibrio com a umidade relativa do ar, portanto a variagdo
da umidade relativa do ar faz com que 0s graos em
determinados ambientes aumentem ou diminuam a sua
umidade. Foram medidas, por meio deleituradiaria, amédia
de umidade relativa do ar e da temperatura média pelo
termohigrémetro, durante o periodo de armazenagem do
produto, que foi de fevereiro aabril de 2004. Nesse mesmo
periodo foi feito um levantamento das condic¢des de

Tabelal-— Teor de umidade do arroz.

temperatura e umidade na cidade de Curitiba, com dados
do Instituto Tecnol6gico SIMEPAR.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apresentam-se, na Tabela 1, apresenta os resultados
obtidos da umidade da amostra de arroz analisada durante
0 periodo de estocagem.

Conforme observa-se pela Tabela 1, o teor de
umidade do arroz foi de 12,32%:+0,52. Entre os vaores
analisados, nenhuma das amostras apresentaram teor
médio de umidade acima dos limites permitidos na
legislacdo. Salienta-se que amostras que apresentem
valores acima das previstas |egalmente sdo rejeitadas pelo
Exército por forca do regulamento. Nenhuma amostra
analisada apresentou limites de umidade acima dos
descritos em literatura como sendo ideais para o
desenvolvimento de fungos que € de 13% segundo Pereira
et a. (2002).

A umidade do gréo é também influenciada pelas
condicgdes climéticas, entre elas, umidade relativado ar e
temperatura do ambiente. No trabalho em questéo, a
umidade relativa do ar média, dentro do armazém,
apresentou-se acima da média (75,3%) paraacidade de
Curitiba, no mesmo periodo. Com relacdo atemperatura,
a média obtida no armazém foi de 23,1°C, sendo que a
temperatura média da cidade de Curitiba no mesmo periodo
foi de 23,1°C apresentando, portanto paréametros
idénticos.

Quanto as médias obtidas de umidade relativa do ar
e de temperatura ambiente do armazém, elas demonstraram
niveis inferiores aos ideais tanto para o desenvolvimento
dos fungos Aspergillus e Penicillium, quanto para a
producdo de aflatoxinas. Através de estudo de prevaléncia
observou-se que a contaminacdo de gréos por fungos
aflatoxigénicos por A. flavus é predominante sobre o A.
parasiticus e sua producdo é favorecida por temperaturas
entre 23-26°C e umidade relativa do ar acima de 75%.

Umidade relativa do ar acima de 85% e temperatura
acimade 27°C favorece, além do crescimento, a produgéo
de aflatoxicinas por fungos toxigénicos (Prado et. at. 1989).

A Tabela 2 apresenta os valores de recuperacéo
obtidos para as quatro aflatoxinas.

Amostra Teor de Umidade* Umidade permitida** S CV (%)
Arroz beneficiado 12,32% 14% 0,52 4,22
polido tipo |

S = desvio padréo; CV = coeficiente de variagdo; * valor médio das 30 determinagdes; **valor de umidade méxima permitida pela

legislacdo vigente.
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Tabela2 - Taxa de recuperagdo de aflatoxinas por CCD.
Aflatoxina Quantidade *Quantidade * Recuperacéo S cv
Adicionada recuperada (%) (%)
(ng/kg) (ng/kg)
B: 3 28 96,0 13,38 13,89
5 4,6 86,8 18,60 21,46
10 9,9 99,7 15,75 15,78
B, 3 3.2 107,0 14,69 13,73
5 4,6 93,0 17,23 18,53
10 10,3 103,0 28,19 27,17
G 3 2,6 89,5 24,41 27,20
5 3,9 78,0 18,92 24,25
10 8,1 81,0 19,91 24,58
G, 3 28 95,7 14,84 15,49
5 38 76,8 20,12 26,19
10 8 80,0 21,50 26,79

S = Desvio-padréo da média das recuperages CV = Coeficiente de variacdo; *Valor médio emn 5.

Na avaliagdo da cromatografia do arroz polido tipo
1 observou-se que do total de 30 amostras analisadas em
duplicata por CCD, néo foi verificada em nenhuma a
presenca de aflatoxinas B, B, G, eG,. Siminonato et al.
(2003), analisando 68 amostras de arroz polido, parboilizado
e integral, encontraram 2 amostras (2,9%) com
contaminagéo por aflatoxinas B, com niveis de 9mg/kg e
6mg/kg. Resultados de outros trabalhos evidenciam a
pouca ocorréncia com baixos niveis de aflatoxinas neste
cerea (NUNESet al., 2003; SILVA et ., 1996; SOARES &
RODRIGUEZ-AMAYA, 1989).

A determinac&o dos niveis de recuperacdo foi
realizada com amostras contaminadas artificialmente com
3, 5 e 10mg/kg para as quatro aflatoxinas (tabela 2). Para
AFB,, as taxas médias obtidas foram de 86,8 a 99,7%; para
AFB,, 93 a 107% e para AFG, e AFG, as taxas médias
obtidas foram de respectivamente 81 a 89,5% e 80 a 95,7%.
Todos estes valores encontram-se dentro dos niveis
aceitaveis de recuperacdo (70 a 120%) desta metodologia,
sendo considerados adequados para 0 monitoramento da
contaminacdo de amostras (SOARES & RODRIGUEZ-
AMAYA, 1989).

A Tabela 3 apresenta os resultados obtidos apos
analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Na Figura 1 pode-se observar 0 cromatograma
com amostra de arroz branco polido artificialmente
contaminado.

Na Figura 1, nas separacfes cromatogréficas
obtidas, observam-se os picos cromatogréaficos
apresentados para cada aflatoxina, dentro dos respectivos
tempos de retencdo. As variacBes apresentadas para as
mesmas foram consideradas normais. Neste cromatograma,
0s picos cromatograficos estdo de acordo com niveis de
recuperacéo esperado para 0 método proposto e as
variacBes de cada pico cromatogréfico e suas areas para
cada aflatoxina estéo dentro do esperado.

Na Figura 2 observa-se 0 cromatograma de uma
das amostras em que se detectou a contaminagdo natural
de aflatoxina B,. A concentragdo encontrada foi de
0,547mg/kg.

Das 26 amostras analisadas, seis (23,07%)
apresentaram positividade para aflatoxina B,, com niveis
variando entre 0,54 a 2,04mg/kg e uma (3,84%) apresentou
presenca de aflatoxina B, e nenhuma atingiu o limite
permitido pelalegislacdo do Brasil.

O limite de quantificacdo foi de 0,5mg/kg, para cada
aflatoxina. Quanto aos coeficientes de variagdo obtidos,
as amostras contaminadas com 5mg/kg apresentaram maior
homogeneidade que as amostras contaminadas
artificialmente com 3mg/kg. Segundo Gill (1987),
experimentos realizados em éreas biol 6gicas apresentam
coeficientes de variagdo nafaixade 5 a 50%.

Lipigorngoson et al. (2003), utilizando 0 método de
coluna de imunoafinidade/cromatografia liquida, para
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pesquisa de aflatoxina em arroz, obtiveram limites de
recuperacdo de 95, 101, 112 e 110% para amostras
contaminadas com 0,2 mg/kg, e 82, 79, 89 e 83% em amostras
com contaminagdo de 0,5mg/kg respectivamente, para
AFB,, AFB,, AFG,, AFG,. A determinagéo dos niveis de
recuperacdo foi realizada com amostras contaminadas
artificialmente com 3 e 5mg/kg de solugdo padréo das 4
aflatoxinas. Para AFB, as taxas médias obtidas foram de
95,33% a99,66%; AFB,-92,2 a112,2% e para AFG, eAFG,
as taxas médias obtidas foram de respectivamente 91% a
99,13% e 81,63% a 86,46%. A contaminacdo dessas
amostras foi realizada para determinacdo da exatidao do
método utilizado e foi indicada pela diferenca entre o valor
obtido e o valor real obtido.

Lipigorngoson et al. (2003), encontraram em 5
amostras, de um total de 20 (25%), aflatoxina B, com
concentragdes variando entre 0,1-0,3mg/kg, resultados
esses, muito semel hantes aos encontrados nessa pesquisa.
Observando-se para a mesma metodologia niveis de
ocorréncia similares, com peguena variagdo nos niveis de
contaminacdo. Dilkin et a. (2004) realizando pesquisa sobre
incidéncia de aflatoxinas em arroz, com injecdo em
Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia, encontraram
positividade em 13,9%, com valores inferiores aos
encontrados no presente experimento, sendo que o nivel
médio encontrado por esses autores foi de 7,02mg/kg,
mostrando-se superiores aos do presente trabalho. A
diferenca dos niveis de concentrag&o, em relagéo a outros
trabalhos, ressalta a importancia das boas préaticas de
cultivo, transporte e armazenamento desse cereal para
consumo humano.

CONCLUSOES

O método de Soares & Rodrigues-Amaya
demonstrou ser de baixo custo, rapido e adequado para
andlise de rotina, com nimero elevado de amostras. O
extrato final obtido da limpeza da amostra foi limpido e
claro, apresentando um resultado sem interferentes.

Os resultados obtidos para AFB, e AFB,, por CLAE
indicam a aplicabilidade do método para a determinacdo
de baixos nivels de contaminagdo em aflatoxinas, em arroz.

Os limites encontrados de aflatoxinas B, por
cromatografia liquidaestiveram abaixo do limite previsto
pela Legislacdo Brasileira porém, como ja foi citado
anteriormente, ndo se tem conhecimento se esses valores
representam ou nao risco significativo para o
desenvolvimento do cancer hepético.

Apesar dos baixos niveis encontrados nessa
pesquisa, a presenca de micotoxinas em alimentos € um
risco a salide humana e animal, sendo necessarias medidas

de controle e monitoramento em todos os niveis da cadeia
alimentar, pelos riscos do efeito cronico da contaminacao.

Baseados nesses dados, o estabelecimento de
limites méximos das aflatoxinas, de acordo com os niveis
internacionais, seria um passo importante para o Brasil no
sentido de que, em um futuro préximo, o pais ndo sofra
prejuizos comerciais por causa de barreiras sanitérias
impostas pelos paises importadores.
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