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RESUMO. Conhecer as micotoxinas que possam ser encontradas no arroz, alimento basico da populagéo
brasileira, € importante para a satde publica. Aflatoxinas e ocratoxina A foram determinadas pelo método
de Soares e Rodriguez-Amaya acrescido de particdo para ciclohexano. Os testes de recuperacao foram
realizados em arroz polido e em arroz integral, artificialmente contaminados com aflaj¢ARE i com
ocratoxina A (OTA) e, com AFBe OTA juntas. RecuperacGes entre 93 e 104% e entre 87 a 103% foram
obtidas para AFBem arroz polido e em arroz integral, respectivamente. Para a OTA, as recuperagdes
estavam entre 80 e 105% para o arroz polido e entre 83 e 94% para o arroz integral. Os limites de quantificac&do
conseguidos para AEBAFB,, AFG e AFG, foram de 1, 1, 3 ejig/kg para o arroz polido, e de 3, 1, 4@®38

kg para arroz integral, respectivamente. Para a OTA foudég em arroz polido e de 1@/kg em arroz

integral. Foram analisadas 68 amostras de arroz e nao foi encontrada OTA em nenhuma détais. AFB
detectada em duas amostras de arroz polido tipo 1 (2,9%), com teores dg/Rge Bma das amostras
apresentou tracos de aflatoxinga B
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INTRODUGCAO levantamentos realizados mostraram a baixa ocorréncia de
micotoxinas.

Certos fungos, freqlientemente encontrados em gréos, A ocorréncia de micotoxinas em arroz vem sendo relatada
tém a capacidade de produzir micotoxinas, que sdo metabdlipe$os pesquisadores de varios paisegs192022.23293Ng Brasil,
secundarios capazes de causar alterac¢des tdxicas, mutagénisaslatos sobre ocorréncia de aflatoxi@&3TA em arroz séo
teratogénicas ou carcinogénicas em animais e humanos. poucos e 0s niveis e a incidéncia sdo baixés

Com vistas ao conhecimento de micotoxinas em O objetivo deste trabalho foi adaptar a metodologia
alimentos, estudos visando aprimorar a metodologia para slescrita por Soares e Rodriguez-Antaypara a determinacao
detecc¢édo e quantificacéo séo sem duvida urgentes e necessat@aflatoxinas e ocratoxina A, simultaneamente, em arroz polido

Dentre as micotoxinas existentes, as aflatoxinas,arroz integral e verificar a ocorréncia destas micotoxinas em
metabdlitos secundarios dos fungAspergillus flavus, amostras comerciais de arroz da regido de Araraquara.
Aspergillus parasiticus Aspergillus nomiusdo as que podem
causar maiores danos aos seres humanos e animais, pela sua MATERIAL e METODO
alta toxicidade e ampla ocorréncia, possuindo inclusive Material
propriedades carcinogénicas, mutagénicas e teratogénicas. As As amostras de arroz foram obtidas em supermercados,
principais aflatoxinas sao BAFB,), B,(AFB,), G, (AFG,)), G, mercados e armazens do municipio de Araraquara, Estado de
(AFG)), M, (AFM,) e M, (AFM,)*. Sao Paulo. Foram coletadas cerca de 200g de arroz provenientes

A toxicidade € maior para aflatoxing,Beguida pelas de unidades comerciais de 5 ou 2 kg, estas foram
AFG,, AFB, e AFG. A acao toxica verificada em animais éhomogeneizadas, moidas em liquidificador e passadas por uma
chamada de carcinoma hepatocelular, a qual é considerada cpemeirade 20 meshAs amostras moidas foram armazenadas
uma falha do figado, com destruicdo das célulgmra posterior contaminacdo com solu¢fes padrdo das
parenquimatosas e proliferac@o dos canais biliares. Em humamisotoxinas.

a acao toxica é crbnica, e tem sido correlacionada a incidéncia Foram analisadas 60 amostras de arroz polido (31 do
de cancer de figado em regifes com alta contaminac¢do fipo 1, 16 de tipo 2, 11 do tipo 1 parboilizado, uma de tipo 2

aflatoxina8. Segundo IARE, a aflatoxina B é considerada parboilizado e uma de cateto) e 8 amostras de arroz integral
carcinogénica para o homem. (uma do tipo 1, uma de tipo 2, cinco de parboilizado e uma de

Muitos alimentos tém apresentado contaminacdo poateto).
aflatoxinas, principalmente amendoim e derivados, milho, arroz,  As andlises para determinacéo de aflatoxinas e ocratoxina
feijdo, cevada, nozes e especiafigfs13222527:28,30 A foram realizadas em duplicata.

No Brasil, o Ministério da Agricultura, através da Portaria
n° 183 de 21/03/1996, e o Ministério da Saude, através da  Método
Resolugdo RDC n° 274 da ANVISA de 15/10/2002, estabelecem,  Inicialmente, o método a ser utiliz&tli avaliado quanto
em alimentos para consumo humano, o limite deg?ky paraa alimpeza do extrato, taxas de recuperacdo para as micotoxinas e

somatoria das aflatoxinag BB, + G, + G,.*% estabelecido os limites de deteccdo e de quantificacdo para
A ocratoxina A (OTA), micotoxina produzida poramostras de arroz polido e de arroz integral.
Aspergillus ochraceug por Penicillium verrucosumé O método poCromatografia em Camada Delgada (CCD)

classificada pelo IARC como um agente possivelmentie Soares e Rodriguez-Am&eonsiste na extracao das toxinas
cancinogénico para o hom&mTem sido correlacionada com acom metanol-KCI 4% (9:1), remogao de interferentes com solugdo
Nefropatia Endémica dos Balcas (doenc¢a caracterizada persulfato de aménio 30% e particdo para cloroférmio. As
progressiva reducdo das funcbes rengiglevido ao teor micotoxinas foram quantificadas por comparacao visual da
elevado da toxina encontrado no sangue das pessoas igtensidade da fluorescéncia das amostras com padrfes sob
apresentam a doenca e nos alimentos consumidos nagqiletainacdo UV a 365 nm.
regido. A avaliagdo e o estudo da recuperacao do método foram
OTA tem sido detectada em varios alimentos, dentre elesalizados com amostras de arroz do tipo 1 e de integral. Elas
alguns que fazem parte do consumo alimentar diario do brasilefosam contaminadas artificialmente com AF&m OTA, com
como arroz, feijao, café, milho e trigé 29233 AFB, + OTA e com AFB+ AFB, + AFG, + AFG,. Cada ensaio foi
O arroz(Oryza sativd..), juntamente com o milho, é o realizado em dois ou trés niveis de contamina¢do com seis
segundo cereal mais produzido no mundo, estando atras apeepsticdes.
do trigo. O Brasil € um dos poucos paises ndo asiaticos no qual

0 arroz é cultivado e utilizado como género basico de consumo RESULTADOS E DISCUSSAO
alimentar, ocupando o décimo lugar em consumo mundial de
arrozs, Adequacao da metodologia

Embora a presenca de fungos produtores de micotoxinas O uso da solugéo de sulfato de aménio 30% para limpeza
em arroz tenhsido verificada por diversos pesquisadbfed das amostras foi mais efetivo que a solucdo de sulfato de cobre
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a 10%, embora este Ultimo seja propost@uatres e Rodriguez- foi redissolvido com duas aliquotas de 0,5 mL de tolueno e
Amaya&8para amostras de arroz. transferido quantitativamente para o cartucho de silica
Para separacdo das micotoxinas em camada delgad@MATERS), previamente condicionado com 10 mL de tolueno.
silica gel foi avaliado trés misturas de solventes: tolueno-acetAjeds lavagem da amostra com 10 mL de tolueno, a ocratoxina A
de etila-acido férmico (6:4:0,5); benzeno-metanol-acido acétiéa eluida com 10 mL de tolueno-4acido acético (9:1). Os extratos
(18:1:1) e tolueno-acetato de etila-acido formico (5:4:1), sendbtidos das amostras de arroz integral apresentavam-se com
esta Ultima aquela que conseguiu separar a OTA e as quatenos interferentes quando aplicados na CCD, entretanto, ndo
aflatoxinas simultaneamente. Entretanto, foi verificado fai possivel eluir da coluna a AEBComo nosso objetivo era
presenca de interferentes proximos a mancha do padrdoutliizar um método com extracéio simultanea de aflatoxinas e OTA
OTA, dificultando sua visualizagdo e quantificacdo. Para as arroz, tal procedimento foi descartado.
aflatoxinas tal problema ndo ocorreu. Outra tentativa foi melhorar a separacéo das micotoxinas
Utilizando o método de Soares e Rodriguez-Arffaya dos interferentes na prépria camada delgada de silica gel. Apés
limite de quantificacdo conseguido para ocratoxina A, para asplicacdo do extrata, placa era desenvolvida com outros
dois tipos de arroz, foi de i§/kg, valor maior que o citado solventes antes da separacao das micotoxinas. Foram testados
pelos autores. 0s procedimentos descritos por Di Paolo e Tespor
Soares e Rodriguez-Ama§abtiveram para ocratoxina Dawlatana et 4l As misturas avaliadas foram éter etilico-éter
A, em amostras de milho, farinha de mandioca, arroz e feijao, dm petroleo (3:1) e éter etilico-metanol (98:2), antes do
limite de detecg&o depiy/kg e um limite de quantificagio de 10desenvolvimento com a fase moével tolueno-acetato de etila-
pg/kg. Os autores definem limite de quantificacdo como sendoido férmico (5:4:1).
a menor concentracdo que pode ser confirmada e quantificada Apds a aplicacdo das amostras e padrdes (a 4 cm da
com reprodutibilidade e limite de deteccdo como o menor temase), a placa foi colocada de cabecga para baixo e desenvolvida
de um composto que pode ser detectada, mas ndo quantificada éter etilico-éter de petréleo (3:1). As micotoxinas
A legislacédo brasileira ndo estabelece limites maximgermaneciam no ponto de aplica¢do enquanto os interferentes
permitidos para OTA em alimentos, entretanto, os limiterriam com a fase movel. Em seguida era cortado cercade 3 cm
estabelecidos por outros paises como Franca, EUA e Dinamatagponta superior da placa de aluminio (onde estavam os
para cereais estdo na faixa degikg'?, valor menor que o limite interferentes), e esta era invertida e desenvolvida com tolueno-
por nés conseguido. Com o objetivo de eliminar os interferentesetato de etila-4cido formico (5:4:1) para a separacdo das
gue eluiam junto com a OTA, e baixar o limite de quantificag&micotoxinas. O mesmo procedimento foi realizado substituindo
foram testadosalguns procedimentos em amostraa mistura etilica por éter etilico-metanol (98:2). A mistura éter
artificialmente contaminadas com OTA e AFB etilico-éter de petrdleo (3:1) foi mais eficiente na limpeza das
A inclusdo da etapa de desengorduramento antesataostras do que éter etilico-metanol (98:2) na remocéo de
particdo para cloroférmio foi testada com hexano e ciclohexariaterferentes, permitindo uma boa visualizagdo das manchas
O uso do ciclohexano (100ml) foi melhor, proporcionou urapés a separacdo das micotoxinas na placa.
extrato mais limpo sem “strecking” para amostras de arroz polido.  Para cada procedimento de limpeza testado foi determinado
J& para o arroz integral ainda se observava o “strecking” rdsnite de quantificacdo para OTA. Pelos resultados apresentados
placas, embora de menor intensidade. (Tabela 1) verificamosque a inclusdo da etapa de
Uma vez que colunas de extra¢éo em fase soélida tém sitsengorduramento com ciclohexano foi efetiva em amostras de
utilizadas por alguns pesquisadores para a limpeza dos extratosz polido, diminuindo o limite de quantificacao papa/kg. Ja
na andlise de micotoxinfes’18 testou-se a limpeza emlgna de para o arroz integral, o uso de coluna de silica para limpeza conseguiu
silica para amostras de arroz polido e integral. As etapashdéxar o valor para Wg/kg, entretanto este procedimento ndo
extracdo, limpeza com solugéo de sulfato de ambnia e partip@omite quantificar as aflatoxinas simultaneamente. Com os demais
para cloroférmio foram mantidas. O extrato de cloroférmio seqwocedimentos o resultado foi ded@kg.

Tabela 1.Limites de quantificac&o obtidos para ocratoxina A com os diferentes procedimentos de limpeza.

Procedimentos Arroz polido | Arroz integral (1g/kg)
(Ha/kg)
Método SOARES e RODRIGUEZ-AMAYA 13 13
Métodd® + desengorduramento com hexano 10 10
Métodd® + desengorduramento com ciclohexano 4 10
Métodd® + limpeza em coluna silica 7 7
Métodd®+ limpeza em CCD de silica 8 10
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Tabela 2.Limites de quantificacéo (LQ) e de deteccao (LD) obtido pelo método propostgikerpara as aflatoxinas e ocratoxina A.

Arroz polido Arroz integral
LD LQ LD LQ
Aflatoxina B, -* 1 2 3
Aflatoxina B, =¥ 1 =¥ 1
Aflatoxina G 2 3 4 4
Aflatoxina G -* 1 2 3
Ocratoxina A 3 4 9 10

* ndo foi determinado o limite de deteccéo.

Portanto a metodologia empregada foi extracao daslido foram artificialmente contaminadas com AR 10, 20
micotoxinas com metanol: KCI 4% (9:1, v/v), limpeza cone 30ug/kg), com OTA (7, 15, 20 e 3@/kg), com AFB + OTA
sulfato de amdnia 40%, desengorduramento co¢B0 + 30, 15+ 30, 30 + 1/kg) e com as quatro aflatoxinas (10,
ciclohexano, particdo para cloroférmio. A fase moével usa@®d e 30ug/kg da cada uma). As amostras de arroz integral
para CCD de silica foi tolueno-acetato de etila-acido formidoram artificialmente contaminadas com ARB, 10, 20 e 30
(5:4:1). ug/kg), com OTA (13, 15, 20 e 3@/kg), com AFB + OTA (30

Amostras de arroz polido e de arroz integral foram 30, 15 + 30, 30 + 1j5g/kg) e com as quatro aflatoxinas (10, 20
contaminadas com teores decrescentes de cada aflatoxe@Qug/kg da cada uma).
iniciando-se com Hug/kg, e analisadas pelo método Para AFB foram obtidos taxas médias de recuperagéo
estabelecido. Foi considerado como limite de quantificacdoda 93 a 104% e de 87 a 103% para arroz polido e integral,
menor concentragdo que pudesse ser quantificada corapectivamente. Em relacdo a OTA, os valores encontrados
seguranca, e como limite de deteccdo, a concentracdo fpram de 80 a 105% para arroz polido e de 83 a 94% para arroz
indicasse que havia a presenca da toxina, embora ndo faagegral (Tabela 3).
possivel quantifica-la. Segundo Rodriguez-Amaifadeve ser reconhecido que

Os limites de quantificagé@o encontrados para aflatoxinasanalito adicionado a um substrato ndo se comporta da mesma
em arroz polido foramlg/kg para AFB AFB, e AFG e 3uglkg  maneira que o endogeno. Recuperagdes de 70 a 120% sao
para AFGe, em arroz integral ig/kg para AFB, 3ug/kg para aceitas em analises de trac@g/kg), como € o caso da
AFB, e AFG e 4ug/kg para AFG(Tabela 2). determinacgdo de micotoxinas. Portanto, os valores obtidos das

Recuperagéo do método proposto recuperac¢des podem ser considerados bons, com coeficientes

A determinacdo das taxas de recuperacdo da variacdo dentro do esperado, tanto para aflatoxiea@no
metodologia proposta foi realizada com amostras de arnpara ocratoxina A (Tabela 3).

Tabela 3.Taxas de recuperagao de aflatoxipaefcratoxina A em arroz.

Aflatoxina By Ocratoxina A
Quantidade CV (%) Quantidade | Recuperacgdo (%) CV (%)
Produto adicionada Recuperagéo (%)* adicionada
(Lg/kg) (Lg/kg)
Arroz polido 3 93,3 0 7 79,8 15
Arroz polido 10 103,0 0 15 95,2 18
Arroz polido 20 104,1 13 20 87,4 12
Arroz polido 30 100,9 0,2 30 104,6
Arroz integral 6 86,7 0 13 83,1 3,3
Arroz integral 10 102,9 0 15 91,0
Arroz integral 20 98,3 11 20 93,6
Arroz integral 30 101,4 5 30 90,2 10

* valor médio de 6 determinacgfes
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Tabela 4.Taxas de recuperacéo de aflatoxina Bcratoxina A em arroz contaminado simultaneamente com as duas micotoxinas.

Aflatoxina B Ocratoxina A
Quantidade Recuperacéo Ccv Quantidade Recuperacéo cv
Produto adicionada (%) (%) adicionada (%) (%)
(ng/kg) (Hg/kg)
Arroz polido 30 114,3 0 30 89,2 29,2
Arroz polido 15 116,7 22,2 30 106,0 11,7
Arroz polido 30 102,9 18,6 15 90,9 0
Arroz integral 30 81,4 0 30 75,8 15,7
Arroz integral 15 96,1 3 30 108,2 0
Arroz integral 30 114,0 0 15 101,0 15,5

* valor médio de 6 determinagdes

A seguir estdo apresentadas as taxas de recupergodi@entagens de recuperacdo foram menores do que aguelas
obtidas para ocratoxina A e para aflatoxingBtas na mesma obtidas para a aflatoxing Bozinha (Tabela 3), principalmente
amostra (Tabelas 4). no nivel de contaminacdo de u§/kg. Para o arroz polido,

Embora as taxas de recuperacéo sejam satisfatoriastas taxas de recuperagédo podem ser também consideradas
um elevado coeficiente de variacao foi obtido para a aflatoxisatisfatérias, sendo a menor de 74,9% (para AFBuQ/KQ),

B, na presenca da ocratoxina A, tanto para arroz polideas os coeficientes de variagcdo foram bastante elevados,
guanto para o integral, em todos os niveis de contaminaghegando a 50,0% (AEBOpg/kg) (Tabela 5). Os dados obtidos
estudados. para amostras de arroz integral mostraram taxas de recuperacao

No caso da recuperacdo das aflatoxing8B G, e G,  de 61,1% para §10ug/kg) e coeficiente de variagéo de 22,5%.
juntas, tanto para o arroz polido quanto para o integral, @sbelab).

Tabela 5.Taxas de recuperacao de aflatoxing$ G, e G em arroz.

Arroz Arroz

Polido Integral
Aflatoxinas Quantidade Recuperacao Ccv Quantidade Recuperacao Cv

adicionada (%) (%) adicionada (%) (%)
(ug/kg) (ug/kg)

AFB; 10 90,3 23,9 10 76,1 17,6
AFB, 10 84,5 50,0 10 61,1 10,7
AFG, 10 74,9 29,4 10 72,6 22,5
AFG, 10 83,8 28,8 10 72,7 16,7
AFB, 20 108,1 20,0 20 88,0 3,8
AFB, 20 85,3 11,5 20 86,8 16,6
AFG, 20 92,9 10,0 20 89,6 0
AFG, 20 86,7 0 20 91,6 11,8
AFB; 30 93,9 8,7 30 98,6 7,7
AFB, 30 87,5 51 30 97,8 8,9
AFG, 30 84,4 16,0 30 101,2 4,6
AFG, 30 90,8 16,0 30 97,1 0,3

* valor médio de 6 determinagOes

127



SimionaTo, E. M. R. S.; ATrAY, R. M.; SLos, C. M. de - Ocorréncia de ocratoxina A e aflatoxinas em arroz
Rev. Inst. Adolfo Lutz, 62(2):123 - 130, 2003.

Ocorréncia de Aflatoxinas e Ocratoxina A CONCLUSOES

Cada uma das 68 amostras de arroz foi analisada em A metodologia empregada foi considerada adequada,
duplicata segundo a metolodogia estabelecida. Do total téeado apresentado boa recuperacdo e limites de deteccao
amostras 70,6% eram de amostras arroz polido, 17,6% de agatisfatorios para amostras artificialmente contaminadas com
parboilizado e 11,8% de arroz integral. Duas amostras (2,9%a micotoxinas, isoladamente. A adicdo da etapa de
total) apresentaram contaminacao por aflatoxinas. Urmdasengorduramento com ciclohexano foi necessaria para
apresentou Ag/kg de aflatoxina Be tragos de aflatoxina,® a  diminuicdo do limite de quantificagdo da ocratoxina A.
outra apresentou fig/kg de aflatoxina B As amostras A ocorréncia de aflatoxinas foi muito pequena nas
contaminadas eram de arroz polido, tipo 1, longo fino. Nao fainostras de arroz analisadas. De um total de 68 amostras apenas
verificada a presenca de ocratoxina A em nenhuma das amosttass continham aflatoxinas 8 e 9ug/kg) e tracos de aflatoxina
analisadas. B,. N&o foi verificada a ocorréncia de ocratoxina A em nenhuma

Outros trabalhos também mostraram a pouca ocorréndies amostras analisadas.

e 0s baixos niveis de contaminacao por aflatoxinas e ocratoxina

A em amostras de arfdZ® O mesmo vem sendo constatado AGRADECIMENTOS

por pesquisadores brasileifés!®2 Os autores agradecem ao PADC/FCF — UNESP, pelo
apoio financeiro, e a FAPESP, pela bolsa de Iniciacao Cientifica
do segundo autor.

128



SimionaTo, E. M. R. S.; ATrAY, R. M.; SLos, C. M. de - Ocorréncia de ocratoxina A e aflatoxinas em arroz
Rev. Inst. Adolfo Lutz, 62(2):123 - 130, 2003.

RIALAG/949

SimionaTo, E. M. R. S.; ATRAY, R. M.; SLos, C. M. de - Occurrence of ochratoxin A and aflatoxins in rice.
Rev. Inst. Adolfo Lutz, 123 - 130, 2003.

ABSTRACT. Rice is a basic food for Brazilian people and thus, it is very important to have information
about the occurrence of mycotoxins in this cereal. Aflatoxins and ochratoxin A were determined at the
method of Soares and Rodriguez-Amaya (1989) added of ciclohexane partition in the cleaning of the
extract. The recovery tests were carried out in samples of polished rice and brown rice artificially
contaminated with aflatoxin BAFB,), with ochratoxin A (OTA) and with AFRogether. Recovery obtained

for AFB,, varied from 94 to 104% for polished rice and 87 to 103% for brown rice. For OTA the recovery
found were between 80 and 105% for polished rice and 83 to 94% for brown rice. The quantification limits
were also evaluated and for the aflatoxinsg3 G, and Gwere 1, 1, 3 and{lg/kg for the polished rice and

3,1, 4 and Pg/kg for brown rice, respectively. The quantification limit of the method for OTA wag 4

kg for polished rice and 1j0y/kg for brown rice. Sixty-eight rice samples were analyzed. OTA was not
found in any of the analyzed samples. AR@s detected in two polished rice samples: type 1 with 9 and

6 ug/kg and aflatoxin Btraces was found in one sample.

KEY-WORDS. aflatoxins, ochratoxin A, rice, thin layer chromatography, mycotoxins.
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