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RESUMO

O monitoramento da contaminagio fingica do arroz é imprescindivel para assegurar a qualidade e segu-
ranga desse cereal. Atualmente, para avaliar a qualidade microbiolégica dos alimentos, diferentes métodos
tém sido propostos. Duas diferentes metodologias, plaqueamento direto e blotter test, foram comparadas
quanto a eficiéncia em efetuar a detec¢do de fungos em arroz branco polido irradiado. Para realizar o blotter
test, foram utilizadas placas de Petri contendo trés folhas de papéis de filtro esterilizados, umedecidas em
agua destilada esterilizada e acrescidas com 5 mL de agar agua 0,5%. Na técnica de plaqueamento direto,
os graos foram plaqueados em meio de cultura DRBC. As amostras foram incubadas a 25°C por sete dias
e analisadas em microscdpio estereoscopico. Os géneros fungicos presentes no arroz irradiado foram
Penicillium, Aspergillus, Cladosporium, Fusarium e Trichoderma, com a predominéncia de Penicillium sp.
e Aspergillus sp., cujas frequéncias foram, respectivamente, de 5,2% e 5,6% no plaqueamento direto e de
34,5% e 5,6% no blotter test. Observou-se que a irradiagdo gama diminuiu consideravelmente o namero de
grdos contaminados, sendo 96,7% pela metodologia de plaqueamento direto e até 100% pelo blotter test. O
blotter test possibilitou efetuar maior contagem dos géneros fingicos presentes no arroz, constando-se que
o método de detecgao escolhido pode interferir na quantificagio fingica presente nesse cereal.

Palavras chaves. detecgio de fungos, arroz, blotter test, plaqueamento direto, fungos, irradia¢iao de alimentos.

ABSTRACT

Monitoring the fungal contamination of rice is essential for ensuring the product quality and safety. Dif-
ferent methods have been proposed for assessing the microbiological quality of foods. Two methodologies
based direct plating and blotter test were compared for detecting fungi in irradiated polished white rice.
For performing the blotter test, the Petri dishes containing three sterile filter paper sheets were moistened
with sterile distilled water, and 5 mL of 0.5% water-agar were added onto them. For carrying out the direct
plating technique, the rice samples were plated onto DRBC medium. The samples were incubated at 25°C
for seven days, and analyzed under a stereomicroscope. The fungi genera found in irradiated rice were:
Penicillium, Aspergillus, Cladosporium, Fusarium and Trichoderma, being Penicillium sp. and Aspergillus
sp. the mostly predominant, with the prevalence of 5.2% and 5.6% by direct plating and 34.5% and 5.6% by
blotter test, respectively. The gamma-ray irradiation significantly decreased the proportions of contaminated
grains, being 96.7% by means of direct plating technique and 100% by blotter test. The blotter test showed
highest efficiency in fungal genera counting found in rice samples, which evidences that the chosen detec-
tion methodology may interfere on quantifying the fungi contaminants in cereals.

Key words. detection of fungi, rice, blotter test, direct plating, fungi, food irradiation.
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INTRODUCAO

Os fungos estao amplamente distribuidos na
natureza e sio contaminantes comuns de alimentos,
graos e ragdes, que, por apresentarem nutrientes como
carboidratos, proteinas e lipideos, constituem um substrato
adequado para o desenvolvimento de micro-organismos'.
Determinados fungos contaminantes de produtos agricolas
produzem metabdlitos secundarios toxicos denominados
micotoxinas, que se ingeridas, podem repercutir em sérios
efeitos deletérios a saude humana, incluindo atividade
mutagénica, carcinogénica e teratogénica, além do impacto
econdmico e social, devido a perdas de vidas humana e animal,
despesas com tratamentos médicos e veterindrios, perdas na
produtividade, e redugio da disponibilidade de alimentos>.

Os géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium sao
os mais frequentemente associados com micotoxinas que
ocorrem naturalmente em cereais, graos e sementes em
niveis que tornam os alimentos improprios para consumo*.
De acordo com Santos et al®, os paises de origem asiatica ndo so
consomem o arroz diariamente como dao énfase ao problema
da contaminagao fingica e por micotoxinas neste cereal.

Desta maneira, a caracterizacio e identificacdo de
fungos contaminantes de alimentos sdo essenciais para o
controle da contaminagao por estes micro-organismos e
a possivel produ¢ao de micotoxinas®.

A detecgdo de fungos em alimentos pode ser
realizada, de maneira geral, para detec¢ao de todos os
fungos presentes, um fungo especifico ou um grupo de
fungos relacionados’.

A quantificagdo de fungos filamentosos em
alimentos geralmente envolve a inoculagdo da amostra
em meios de cultivo sdlidos, através de plaqueamento em
superficie ou em profundidade®. De modo geral, os meios
de cultura para avaliagdo fungica sdo altamente seletivos,
suprimindo contaminag¢des bacterianas’ e limitando
o crescimento e disseminagao das colonias fungicas'’.
Infelizmente nao se dispde de um unico meio que seja
satisfatorio para detec¢do ou quantificagdo de leveduras e
fungos filamentosos em todos os tipos de alimentos.

Os meios suplementados com antibidticos e tinturas,
como o agar dicloram rosa de bengala e cloranfenicol',
surgiram como alternativa aos meios acidificados por
serem menos inibitorios a células injuriadas, mais efetivos
na inibigdo do desenvolvimento bacteriano e produzirem
menor precipitagio de particulas de alimento, devido ao pH
mais elevado (5-6)"2. Rotineiramente o dicloram e o corante
rosa de bengala tém sido aplicados no controle da velocidade

de disseminagdo de espécies fungicas, restringindo,
principalmente, os zigomicetos de rapido crescimento''.

Dentre as metodologias de testes de sanidade para
a detecgao de fungos em sementes, os testes com incubagio
sob condig¢des controladas tem o objetivo de facilitar o
crescimento e esporulagio dos fungos, o que permite uma
identificacdo rapida e segura do micro-organismo envolvido.
Os métodos desenvolvidos nos tltimos anos incluem técnicas
que variam em grau de complexidade. Dentre os métodos
considerados simples cita-se o Blotter Test"* com suas variagoes
na metodologia. Atualmente, este método é de uso rotineiro
em laboratdrios de analise por preencher os requisitos de
rapidez, simplicidade, baixo custo e permitir o levantamento
da microflora associada a diversos tipos de sementes e
quantificacdo do indculo''®. Apesar das caracteristicas
favoraveis a sua utilizacdo, nao ha dados na literatura que
reportem sua utilizagdo em analise da sanidade de alimentos.

Embora o plaqueamento direto seja considerado,
por Pitt e Hocking'®, a metodologia mais adequada para o
isolamento de fungos nos alimentos, uma vez que utiliza
meio de cultura padronizado, possibilitando condigdes mais
estaveis para o crescimento e o desenvolvimento fungico, o
Blotter Test" é muito utilizado para testes de sanidade em
semente, justamente por possibilitar maior contagem fingica
evariedade de espécies, levantando questionamentos sobre o
método mais adequado a ser utilizado para este fim.

Assim sendo, o presente trabalho teve por objetivo
avaliar dois diferentes métodos usados em laboratdrio, com a
finalidade de selecionar o mais sensivel na detec¢ao de fungos
em arroz exposto a diferentes doses de irradiagdo gama.

MATERIAL E METODOS

Caracterizac¢ao do experimento

Foram selecionadas, para serem submetidas a
irradiacdo, seis amostras comerciais de arroz branco
polido, longo fino, tipo 1, que se apresentavam em perfeito
estado de integridade fisica, dentro dos prazos de validade
e oriundas de distintas empresas de beneficiamento.
Das seis amostras de arroz, trés estavam contidas em
embalagens de 5kg (adquiriu-se um pacote por amostra), e
as outras trés, contidas em embalagens de 2kg (adquiriu-se
dois pacotes por amostra).

Processo de irradia¢io
Preparo das amostras

Cada amostra de arroz branco polido foi
homogeneizada dentro da propria embalagem e, logo
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em seguida, subdividida em cinco subamostras de 500g:
uma delas foi reservada como amostra controle (0kGy)
e cada uma das outras quatro subamostras foi destinada
as respectivas doses de irradiagdo sob investigacdo
(2,5kGy, 5,0 kGy, 7,5 kGy e 10 kGy). Para conferir
condi¢cOes mais uniformes durante o tratamento, todas
as amostras foram acondicionadas em embalagens
plasticas de polietileno, devidamente lacradas e
identificadas. Todo o procedimento foi executado em
capela de fluxo laminar.

Procedimento de irradiacio e acondicionamento
das amostras

As amostras de arroz branco polido foram
irradiadas em irradiador Gammacell panordmico GB-127,
IR-214 (MDS Nordion, Canada), com fonte de cobalto®
(Co®) armazenada a seco, localizado no Laboratoério de
Irradiacio Gama (LIG) do Centro de Desenvolvimento
da Tecnologia Nuclear. As amostras foram dispostas em
mesa giratoria localizada ao redor da fonte de Co®, com
distancia a fonte mediante as doses empregadas de 2,5kGy;,
5kGy, 7,5kGy e 10,0kGy, proporcionando a irradiagdo
simultanea de todas as amostras, com tempo de exposi¢do
de 25 min, 50 min, 75 min e 100 min, respectivamente a
cada dose. Para a otimizac¢ao do processo, utilizou-se a
taxa de dose 6,0 kGy/hora. O tempo de exposicdo (dose/
distancia) para se obter cada uma das doses médias
absorvidas foi calculado levando-se em consideracio a
fonte, sendo todo o controle realizado automaticamente
pelo proéprio irradiador. Foram mantidas condigdes de
temperatura ambiente, + 25°C, antes, durante e apds o
processo de irradiagao.

Avaliac¢do Micoldgica

Isolamento e quantifica¢io dos fungos presentes no arroz

Apos o processo de irradiagdo, as amostras de
arroz branco polido foram conduzidas ao Laboratdrio de
Patologia de Sementes do Departamento de Fitopatologia
e ao Laboratério de Microbiologia de Alimentos do
Departamento de Ciéncia dos Alimentos, localizados na
Universidade Federal de Lavras (UFLA), onde se procedeu
ao plaqueamento dos graos e a contagem ftingica, por meio
de dois diferentes métodos descritos a seguir.

Blotter Test

Para o isolamento e a contagem fungica pelo
Blotter Test'?, foram analisados, sem desinfec¢do, 200
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grdos de arroz branco polido por amostra, em duas
repeticdes com 100 graos cada (50 graos/placa de Petri),
conforme Samson et al"’.

O plaqueamento foi realizado em placas de
Petri de 15 cm de didmetro, contendo trés papéis de
filtro previamente esterilizados, umedecidos em agua
destilada esterilizada e acrescidos com 5 mL de agar
agua 0,5%. Logo ap6s este procedimento, as amostras
foram conduzidas para a camara de incubagdo a
25°C, onde permaneceram de cinco a sete dias. Apos
o periodo de incubagdo, cada placa foi colocada
debaixo do microscépio estereoscépico para contagem
e identificagdo macroscopica dos géneros fungicos
presentes nos graos. Os resultados foram expressos em
percentagem de graos contaminados.

Plaqueamento direto

Para o isolamento e a contagem dos fungos por
meio do plaqueamento direto'®, foram utilizados 100
graos de arroz branco polido por amostra'’, plaqueados
em placas de Petri (50 graos/placa de Petri) contendo o
meio de cultura DRBC (4gar dicloran rosa de bengala
cloranfenicol). Logo apds esse procedimento, as amostras
foram incubadas a 25°C, permanecendo de cinco a sete
dias. Ap6s o periodo de incubagio, cada placa foi colocada
debaixo do microscopio estereoscopico para contagem e
identificagao macroscopica dos géneros fungicos presentes
nos graos. Os resultados foram expressos em percentagem
de graos contaminados.

Delineamento experimental e analise dos resultados

O delineamento experimental utilizado nesta
pesquisa ocorreu em blocos casualizados (DBC), sendo:
tratamentos = doses de irradia¢do investigadas (0kGy,
2,5kGy, 5,0kGy, 7,5 kGy e 10 kGy); blocos = as seis
diferentes amostras de arroz branco polido; e variaveis
respostas, a incidéncia de fungos.

Para a andilise dos resultados, considerou-se a
percentagem média de fungos presentes nos graos de
arroz branco polido, para cada dose de irradiagdo gama
(Co®) investigada.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A percentagem média (%) de géneros flingicos
presentes nos graos de arroz branco polido, de acordo
com dois métodos de detecgdo utilizados na pesquisa, é
apresentada na Tabela 1.
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Tabela 1. Percentagem média (%) de géneros fingicos presentes nos graos de arroz branco polido (seis amostras), determinados

pelo método do plaqueamento direto e Blotter Test

Percentagem média (%) de géneros fingicos

Método Amostras*
Fusarium sp Trichodermasp  Aspergillussp  Penicilliumsp  Cladosporium sp

1 1 4,5 0,0 1,5 10,0 0,5
1 2 1,0 2,0 6,0 253 0,0
1 3 0,5 0,0 15,0 10,0 0,0
1 4 1,0 2,5 2,0 4,0 0,0
1 5 2,0 0,0 4,0 4,5 0,0
1 6 0,0 3,0 5,0 0,0 0,0

Média - 1,5 1,2 5,6 5,2 0,1
2 1 4,5 0,0 11,0 90,0 4,0
2 2 1,0 1,5 17,0 13,0 4,0
2 3 0,5 0,0 18,0 10,0 3,0
2 4 2,0 2,5 5,0 34,0 2,0
2 5 2,0 0,0 4,0 52,0 1,0
2 6 2,0 0,0 24,0 8,0 1,0

Média = 2,0 0,67 13,2 34,5 255

*1 - Plaqueamento direto (média de 100 grdos); 2 - Blotter Test (média de 200 graos)

Os géneros fungicos presentes nas amostras de
arroz sob investigacdo foram: Penicillium, Aspergillus,
Cladosporium, Fusarium e Trichoderma. Contudo,
o Penicillium sp. e o Aspergillus sp. foram os géneros
predominantes nas amostras de arroz branco polido, com
incidéncia de 5,2% e 5,6% no plaqueamento direto e 34,5% e
5,6% no Blotter Test, respectivamente. A presenca dominante
desses géneros no arroz também foi observada por Tonon
et al'®, Lima et al”’, Nunes®, Hoeltz *' e Carvalho®.

Comparativamente as metodologias utilizadas,
o Blotter Test possibilitou maior contagem dos géneros
fungicos presentes no arroz branco polido. Este fato pode
estar relacionado com a utilizagdo de papéis de filtro
embebidos com agua no Blotter Test, o que poderia ter
possibilitado maior disponibilidade de agua livre, fator
favoravel para o crescimento e o desenvolvimento fiingico.
Outra hipotese seria o fato de o escasso conteido de
substrato do meio de cultura utilizado ter ocasionado um
estresse por falta de nutrientes, induzindo um aumento
da reproducao de fungos mais resistentes em prol da
sobrevivéncia da espécie. Segundo Castelvecchi® os fungos
crescem e proliferam quando possuem condicoes favoraveis

ou desfavoraveis, neste tltimo caso, o estresse extenuante
permite selecao natural de espécies mais resistentes que nao
terdo competidores e por isso proliferam.

O efeito das doses de irradia¢do gama no
controle fungico nos graos de arroz branco polido ¢
referenciado na Tabela 2.

O Aspergillus sp., género mais incidente nas
amostras de arroz branco polido, indiferente do método
de deteccio, foi substancialmente eliminado ao longo das
doses de irradiagdo gama.

O género Penicillium, detectado em todas as seis
amostras de arroz branco polido analisadas pelo Blotter Test,
foi completamente eliminado em cinco amostras com 2,5kGy
e, em uma delas, com 5kGy. Pelo plaqueamento direto, as
seis amostras de arroz contaminadas apresentaram-se livres
deste género com a dose de 2,5kGy.

A incidéncia de Fusarium spp., detectado em
cinco amostras de arroz branco polido por meio do
plaqueamento direto, foi nula com a utilizagao da dose
2,5kGy. Pelo Blotter Test, das seis amostras de arroz
contaminadas, trés apresentaram auséncia deste género
pela exposigdo a 2,5kGy e as outras trés, com a dose 5kGy.
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Tabela 2. Percentagem média (%) de géneros fingicos presentes nos graos de arroz branco polido irradiados com 0kGy, 2,5kGy,
5kGy, 7,5kGy e 10kGy, segundo os métodos de detecgdo Blotter Test e plaqueamento direto

Percentagem média (%) de géneros fungicos

Doses de irradiagio (kGy)/método de detecgao*

Géneros flingicos A(I: :;it:;l s
0,0 2,5 5,0 7,5 10,0
1 2 1 2 1 2 1 2 1 2

Aspergillus sp. 1 1,5 11,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Aspergillus sp. 2 6,0 17,0 1,0 0,5 0,0 0,5 1,0 0,5 1,0 0,0
Aspergillus sp. 3 15,0 18,0 0,0 1,0 11,0 0,5 0,0 0,0 3,0 0,0
Aspergillus sp. 4 2,0 5,0 1,0 0,5 0,0 0,5 1,0 0,5 0,0 0,0
Aspergillus sp. 5 4,0 4,0 0,0 3,5 0,0 0,0 0,0 0,0 1,0 0,0
Aspergillus sp. 6 5,0 24,0 0,0 0,5 0,0 0,5 0,0 0,0 0,0 0,0
Penicillium sp. 1 10,0 90,0 0,0 1,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Penicillium sp. 2 2,5 13,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Penicillium sp. 3 10,0 10,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Penicillium sp. 4 4,0 34,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 2,0 0,0 0,0
Penicillium sp. 5 4,5 52,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Penicillium spp. 6 0,0 8,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Fusarium spp. 1 4,5 4,5 0,0 0,5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Fusarium spp. 2 1,0 1,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Fusarium sp. 3 0,5 0,5 0,0 0,0 11,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Fusarium sp. 4 1,0 2,0 0,0 1,5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Fusarium sp. 5 2,0 2,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Fusarium sp. 6 0,0 2,0 0,0 0,5 0,0 0,0 0,0 1,5 0,0 0,0
Trichoderma sp. 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Trichoderma sp. 2 2,0 1,5 0,0 0,0 0,0 0,0 2,0 0,0 1,0 0,0
Trichoderma sp. 3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,0 0,0
Trichoderma sp. 4 2,5 2,5 1,0 0,5 0,0 0,5 0,0 0,0 0,0 0,0
Trichoderma sp. 5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Trichoderma sp. 6 3,0 0,0 1,0 0,0 2,0 0,0 0,0 0,0 1,0 0,0
Cladosporium sp. 1 0,5 4,0 0,0 0,5 0,0 0,5 0,0 0,5 0,0 0,0
Cladosporium sp. 2 0,0 4,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Cladosporium sp. 3 0,0 3,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Cladosporium sp. 4 0,0 2,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Cladosporium sp. 5 0,0 1,0 0,0 0,0 0,0 0,5 0,0 0,0 0,0 0,0
Cladosporium sp. 6 0,0 1,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

*1 - Plaqueamento direto (média de 100 graos); 2 - Blotter Test (média de 200 graos)
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O Cladosporium sp., presente em apenas uma
amostra de arroz branco polido pelo plaqueamento
direto, foi completamente eliminado com a utilizacdo da
dose 2,5kGy. No Blotter Test, este género, detectado nas
seis amostras de arroz branco polido, foi eliminado em
cinco delas com a utilizagdo de 2,5kGy e em uma, com
a exposicdo a 10kGy.

O género Trichoderma, presente naturalmente
em trés amostras de arroz branco polido, segundo o
plaqueamento direto, e em uma amostra pelo Blotter Test,
foi reduzido ou até mesmo completamente eliminado com
o emprego de 2,5kGy.

Quanto as doses de irradiacdo utilizadas na
descontaminagao dos alimentos, autores sugerem
que doses entre 5kGy a 10kGy promovem a completa
eliminagdo de fungos toxigénicos em graos de café,
amendoim e algumas commodities*. Os efeitos nocivos
da irradiagdo sobre os micro-organismos dependem de
alguns fatores, tais como a dose total de radia¢ao absorvida,
o tamanho e o tipo de micro-organismo envolvido, além
do intervalo de tempo de recepgio da dose®.

A incidéncia de fungos, mesmo apds exposicao
a altas doses de irradiagdo gama, sugere que os mesmos
podem apresentar algum mecanismo de resisténcia a este
tratamento ou, até mesmo, colocar em duvida a vida util
da fonte de Co®, taxa de dose utilizada no presente estudo,
dentre outras possiveis variaveis desta técnica.

Recentemente, espécies de fungos chamados de
radiotréficos foram descobertos vivendo no interior e em
torno do reator nuclear de Chernobyl, na Ucrania, célebre
pelo acidente ocorrido na década de 1980. De acordo com
Dadachova et al*®, a resisténcia destas espécies a irradiacdo
pode estar relacionada a presenca de melanina.

Estudo realizado por Castelvecchi*® mostrou que
trés fungos melanizados, Cladosporium sphaerospermum,
Wangiella dermatitidis e Cryptococcus neoformans,
aumentaram sua biomassa e acumularam acetato mais
rapidamente quando expostos a irradiagao, sugerindo
que a irradiagao pode alterar as propriedades eletronicas
da melanina, de forma a transformar o pigmento em
transdutor de energia utilizada para o crescimento e a
sobrevivéncia das espécies.

Embora a legislacao vigente do Ministério da
Saude néao estabeleca limites de fungos para o arroz,
o gerenciamento desse tipo de contaminagao é muito
importante. Dessa forma, apesar do Blotter Test nao ser
utilizado em analise de alimentos, ele apresentou maior
poder de detec¢ao dos fungos do que o plaqueamento

direto. E isso, do ponto de vista de seguranca alimentar,
deve ser considerado, uma vez que podera permear um
consumo mais seguro dos alimentos.

CONCLUSAO

Indiferentemente dos métodos de deteccio,
os géneros fungicos detectados na amostras de arroz
branco polido foram de Penicillium, Aspergillus,
Cladosporium, Fusarium e Trichoderma.

Alirradiagdo gama (Co®) diminuiu consideravelmente
o nimero de graos de arroz branco polido contaminados:
96,7%, segundo metodologia do plaqueamento direto e até
100% pelo Blotter Test.

O Blotter Test possibilitou maior contagem dos
géneros flingicos presentes no arroz branco polido,
constando-se que o método de detecgao escolhido pode
interferir na quantifica¢ao fingica presente nesse cereal.

Sugere-se em proximos estudos utilizar paralelamente
o DGI18 (Agar Dicloran 18% Glicerol), recomendado
para alimentos com atividade de dgua menor que 0,95 e
comparagao dos resultados.
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