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APRESENTACAO

A importancia da ciéncia ao longo dos tempos € indiscutivel. Suas inumeras
contribuicbes tém garantido avangos tecnoldgicos que favorecem as transformagdes na
relacdo do homem com o meio em que vive.

Na area farmacéutica nado é diferente, grandes descobertas tém possibilitado o
controle de epidemias, redugéo nos indices de mortalidade e aumento da vida média das
pessoas. Neste contexto, a situagéo vivenciada mundialmente nos convida a refletir sobre
a relevancia do papel da ciéncia na dinamica da vida das pessoas e da sociedade como
um todo.

A coletanea “Farmacia e Promog¢ao da Saude” representa um estimulo para que
pesquisadores, professores, alunos e profissionais possam contribuir com a ciéncia de uma
forma simples e objetiva. O fio condutor que une o conjunto de textos valoriza a dimensao
do conhecimento que emerge das ciéncias farmacéuticas. Estdo reunidas pesquisas de
areas como: tecnologia farmacéutica, farmacotécnica, cosmetologia, farmacognosia,
farmacologia, fitoterapia, controle de qualidade, toxicologia, microbiologia, dentre outros
assuntos de areas correlatas.

Mantendo o compromisso de divulgar o conhecimento e valorizar a ciéncia, a Atena
Editora, através dessa publicacao, traz um rico material pelo qual sera possivel atender
aos anseios daqueles que buscam ampliar seus estudos nas tematicas aqui abordadas.
Boa leitura!

lara Lucia Tescarollo
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CAPITULO 7

IDENTIFICACAO DA MICROBIOTA FUNGICA

EM AMOSTRAS DE ARROZ (ORYZA SATIVA L.)
COMERCIALIZADAS EM MERCADOS PUBLICOS DA
CIDADE DE JOAO PESSOA-PB

Data de aceite: 05/06/2020
Data de submissdo: 13/03/2020

Gleice Rayanne da Silva
Universidade Federal da Paraiba, Pés-Graduacgao
em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos
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RESUMO: A alimentagdo é um fator essencial
para a manutencdo da vida, em decorréncia
disso, pode influir diretamente nos ambitos
social, econbmico e cientifico. Um alimento
basico na dieta de grande parte da populagéo é o
arroz, uma das principais fontes de carboidratos
ingeridas pelo ser humano. Varios patégenos
podem estar relacionados como contaminantes
aos graos e sementes de arroz, prejudicando a
qualidade sanitaria e nutricional dos mesmos,
podendo levar ao desenvolvimento de
disturbios na saude. Dentre esses patdogenos
destacam-se os fungos, microorganismos
capazes de contaminar o arroz antes, durante
e apos a colheita, principalmente no periodo
de armazenamento. Este cereal se apresenta
como um 6timo substrato para o crescimento e
proliferagdo dos fungos, que podem facilmente

contamina-lo com micotoxinas, por exemplo.
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Estas sdo metabdlitos secundarios toxicos, com comportamento carcinogénico, hepatotéxico,
teratogénico e mutagénico, ja descritos na literatura. Diante disso, o presente trabalho teve
como objetivo identificar a presenga de fungos em amostras de arroz comercializadas em
mercados publicos na cidade de Jodo Pessoa-PB. O estudo contou com a analise de 30
amostras unitarias, onde foi feito o cultivo microbiolégico fungico e, apds o crescimento,
realizou-se o isolamento e identificacdo desses microorganismos quando presentes. Os
resultados demonstraram que 86,7% das amostras estavam contaminadas com algum
tipo de fungo, entre os géneros encontrados estdo o Aspergillus, Penicillium, Rhizopus,
Cladospurium, Paecilomyces e Absidia. Dentre as espécies de maior incidéncia destaca-se
Aspergillus flavus, encontrada em 70% das amostras, o que desperta uma grande preocupacao
devido ao fato de que diversos estudos ja relataram a produgao de aflatoxinas, micotoxinas
produzidas exclusivamente por esse género, e sua relagdo com o desenvolvimento de
canceres. Assim, foi possivel inferir que o arroz comercializado esta sujeito a contaminacao
por fungos, que podem produzir micotoxinas ou promover, por outros meios, danos para a
saude humana.
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IDENTIFICATION OF THE FUNGAL MICROBIOTA IN RICE SAMPLES (ORYZA SATIVAL.)
COMMERCIALIZED IN PUBLIC MARKETS IN THE CITY OF JOAO PESSOA-PB

ABSTRACT: Food is an essential factor for the maintenance of life; as a result, it can directly
influence the social, economic and scientific spheres. A staple food in the diet of a large part
of the population is rice, one of the main sources of carbohydrates eaten by humans. Various
pathogens can be related as contaminants to rice grains and seeds, impairing their sanitary
and nutritional quality, which can lead to the development of health disorders. Among these
pathogens, fungi stand out, microorganisms capable of contaminating rice before, during and
after harvest, especially during the storage period. This cereal is a great substrate for the growth
and proliferation of fungi, which can easily contaminate it with mycotoxins, for example. These
are toxic secondary metabolites, with carcinogenic, hepatotoxic, teratogenic and mutagenic
behavior, already described in the literature. Therefore, the present study aimed to identify
the presence of fungi in rice samples sold in public markets in the city of Jodo Pessoa-PB.
The study included the analysis of 30 unit samples, where the fungal microbiological culture
was carried out and, after growth, the isolation and identification of these microorganisms was
performed when present. The results showed that 86.7% of the samples were contaminated
with some type of fungus, among the genera found are Aspergillus, Penicillium, Rhizopus,
Cladospurium, Paecilomyces and Absidia. Among the species with the highest incidence,
Aspergillus flavus stands out, found in 70% of the samples, which arouses great concern due
to the fact that several studies have already reported the production of aflatoxins, mycotoxins
produced exclusively by this genus, and their relationship with the development of cancers.
Finally, it was concluded that commercialized rice is subject to contamination by fungi, which
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can produce mycotoxins or promote, by other means, damage to human health.
KEYWORDS: Rice. Yeast. Mycotoxins. Toxicology Analisis.

11 INTRODUCAO

A alimentagcdo é uma atividade fundamental e uma necessidade natural para
manutencao da vida, além disso tem relagcdo direta com aspectos sociais, politicos,
cientificos, econémicos e culturais imprescindiveis no desenvolvimento das populagdes
(PROENCA, 2010).

O arroz (Oryza sativa L.) € considerado um dos primeiros gréaos a serem cultivados
no mundo, ocupando cerca de 10% da terra cultivavel do planeta. Junto com o milho e
a soja, somados representaram 93,3% da estimativa da produgao e responderam por
87,4% da area a ser colhida da agricultura brasileira, com uma produc¢ao interna de arroz
correspondendo a 11,1 milhdes de toneladas (IBGE, 2019). O consumo médio mundial
€ de 60 kg/pessoa/ano. Na América Latina sdo consumidos, em média, 30 kg/pessoa/
ano, onde o Brasil se destaca como importante consumidor, com média de 45 kg/pessoa/
ano (FAO, 2016). Devido a grande demanda, € necessario um controle nos processos de
produgdo e armazenagem para garantir a sua qualidade, deixando-o livre de qualquer
contaminante que possa prejudicar direta ou indiretamente a saude do consumidor
(KATSURAYAMA et al., 2017).

Dentre esses contaminantes, destaca-se a presenga de varios tipos de patdégenos
que podem desfavorecer a qualidade sanitaria e nutricional do arroz (GUIMARAES et
al., 2010). O elevado contato com a agua durante o plantio cria condi¢cbes favoraveis ao
desenvolvimento de microrganismos, em especial os fungos. O desenvolvimento fungico
se da sob condicdes ambientais favoraveis e esta relacionado a temperatura, tempo, teor
de umidade e condigdes fisicas do grao, pH, taxa de oxigenacao, nivel de indculo, entre
outros (TANAKA et al. 2007; ZHU et al. 2013; PRIETTO, 2014).

O armazenamento de cereais por longos periodos € uma pratica comum utilizada
mundialmente. Boa parte da safra do arroz anual é perdida devido a ineficiéncia de
condicionamento pos-colheita, onde a auséncia de “Boas Praticas Agricolas” favorecem
as contaminagdes por microrganismos. A temperatura e a umidade sao fatores
determinantes para a reproducgao e o crescimento de insetos e fungos, sendo estes os
principais contaminantes dos graos armazenados. A atividade dos fungos pode causar
efeitos indesejaveis nos grdos, como a descoloragado, a alteracdo na digestibilidade,
odores desagradaveis, e como consequéncia, a inutilizagcado do produto para alimentagao
(MAGAN; ALDRED, 2007; ELIAS, 2007; HOELTZ et al. 2009; PRIETTO, 2014).

Alguns tipos de fungos produzem metabdlitos secundarios altamente toxicos,

gue caso ingerido, pode causar sérios transtornos ao organismo humano, como por
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exemplo, as micotoxinas (VINHA et al., 2011; DORS; BIERHALS; BADIALE-FURLONG,
2011; SABINO, 2014; KATSURAYAMA et al., 2017). Espécies pertencentes aos géneros
Aspergillus, Fusarium e Penicillium, tém sido relatadas na literatura como produtores
dessas substancias. Uma mesma espécie de fungo pode produzir simultaneamente
diversos tipos de micotoxinas. Atualmente se conhecem cerca de 450 grupos, sendo
as aflatoxinas as de maior interesse na pesquisa, devido a sua ampla incidéncia e alta
toxicidade (FERREIRA; FREITAS; MOREIRA, 2014; IQBAL et al., 2015; MASOOD et al.,
2015).

As aflatoxinas s&o produzidas por um processo de metabolismo de espécies do género
Aspergillus, especialmente Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus e Aspergillus nomius.
Incluem-se também outras espécies menos comuns, como: Aspergillus pseudotamarii,
Aspergillys bombycis, Aspergillus parvisclerotigenus, Aspergillus toxicarius e Aspergillys
ochraceoroseus (KLICH, 2007; CARVALHO et al., 2010).

Mesmo sendo mais incomum a presenca de aflatoxinas no arroz, quando comparado
a outros cereais, como o trigo e o milho, ha um risco de dano crénico devido a ingestao
continua deste cereal e seus derivados (MAZIERO; BERSOT, 2010; PRIETTO, 2014). A
falta de sinais visuais de contaminagao no alimento nao significa que o mesmo esteja livre
de toxinas, pois elas tendem a permanecer nos produtos mesmo apos o desaparecimento
dos fungos que sao responsaveis por sua producao (OLIVEIRA; KOLLER, 2011).

Levando em consideragdo que esses metabdlitos fungicos possuem elevada
toxicidade e que os produtos alimenticios, como cereais, sdo um substrato ideal para o
desenvolvimento de fungos, além de que, a ingestdo de alimentos contaminados podem
apresentar riscos para o ser humano e animais, € necessario o profundo estudo para o
desenvolvimento de técnicas que possam vir ser aplicadas na identificagdo e no controle
desses microrganismos (SAKATA; SABBAG; MAIA, 2011; MORA; CASTILHO; FRAGA,
2016).

Diante desse pressuposto, o presente trabalho teve por objetivo identificar a microbiota
fungica em amostras de arroz comercializadas em mercados publicos da cidade de Joao

Pessoa-PB.

2 | MATERIAL E METODOS

Inicialmente, realizou-se a coleta das amostras de arroz em mercados publicos da
cidade de Jodo Pessoa-PB, onde 30 unidades individuais e isoladas foram coletadas.
Essas amostras eram armazenadas em sacos plasticos estéreis, vedadas e identificada
qguanto ao local e horario de coleta, peso e aparéncia, além de conter outras informacdes
a respeito de armazenagem e local de origem.

Essas amostras eram advindas das cidades de Curitiba-PR, Caic6-RN, Patos-PB,
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Sousa-PB e Catolé do Rocha-PB. O tempo de estocagem no local era variavel, mas em
meédia a venda de todo volume durava cerca de trés meses. Apos a coleta, as aliquotas
foram levadas para o Laboratorio de Toxicologia da UFPB (LabTox), onde foram realizados
os experimentos no periodo de até 24 horas.

Os materiais necessarios para a realizagdo dos experimentos foram erlenmeyers,
bastbes, proveta, pipetas, béqueres, baldes volumétricos, funis, placas de Petri, tubos
com tampas rosqueaveis e alga de cultivo. Todos os materiais a serem utilizados em cada
experimento eram previamente esterilizados em autoclave por 30 minutos.

O meio utilizado para o cultivo foi o Agar Batata Dextrose 0,039 g/mL, comumente
utilizado para cultura, identificagao, isolamento e contagem de fungos e leveduras. Para
cada cultivo foram utilizados cerca de 20 mL desse material por placa, sendo 30 amostras,
cada uma cultivada em trés diferentes concentracdes, e cada concentracao cultivada em
duplicata, somando um total de 180 placas. Para o preparo, pesou-se em um béquer a
quantidade de agar necessario, transferiu-se para o erlenmeyer e foi adicionado o volume
de diluente (agua destilada) previamente medido, sob constante homogeneizagao,
utilizando bastdo de vidro. Em seguida, adicionou-se acido tartarico para acidificar e
o antibidtico cloranfenicol para evitar que se desenvolvessem bactérias nas placas. O
conteudo foi levado para a autoclave onde foi esterilizado e em seguida distribuido nas
placas de Petri.

Para se obter as solugdes das amostras para o cultivo, foi utilizada agua peptonada,
diluente de escolha por possuir nutrientes que ajudam os microorganismos a se
desenvolverem. Paracada amostra bruta (arrozem graos), utilizou-se 250 mL para adiluigao
total (solugdo-mée) e 15 mL para diluicdo unitaria (diluicdo em diferentes concentragdes).
Para a preparagéao das solu¢gbes-méae, adicionou-se 25 gramas de cada amostra de arroz
em erlenmeyers, com 250 mL de agua peptonada, agitando-se vigorosamente com bastao
de vidro, em seguida foi deixado em repouso por algumas horas. Posteriormente, foi feita
a preparacao das diluicdes utilizando tubos com tampas rosqueaveis, nas concentragdes
de 10", 10 2 e 10 -3, com volume total de 15 mL.

Apos a desinfecgao da bancada com alcool, e sob uma chama, verteu-se 1 mL
da solugao de cada amostra em placas de Petri individuais, devidamente identificadas
Em seguida, realizou-se movimentos circulares afim de que a solugdo se distribua
uniformemente, finalizando com o acondicionamento das mesmas a temperatura ambiente
em local reservado.

O acompanhamento foi feito durante cinco dias para observar se ocorreu o
desenvolvimento. No quinto dia, fez-se a leitura pela contagem das col6nias, observagao
e identificagdo dos fungos macroscopicamente por sua morfologia.

Posteriormente, os fungos que apresentaram crescimento foram isolados, devido
a presenca de varias colénias em uma placa, mesmo visivelmente separadas, algumas
estruturas de brotamento podem estar unidas dificultando a identificagdo correta na
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microscopia. Essa técnica baseia-se na inoculagdo de uma pequena parte das coldnias
em tubos unitarios contendo meio de cultura. Apés 20 dias, foram realizadas as leituras
das amostras isoladas, identificando os fungos presentes, e quando necessario, foi feito o
microcultivo para a observacao das pseudo-hifas e esporos produzidos pelas leveduras.
Nesse procedimento, foi colocado sobre uma lamina estéril, contida em uma placa de
Petri, um cubo de Agar Batata, onde a amostra do fungo foi semeado, a partir de repique
recente, cobrindo-se com uma laminula e em meio a cadmara umida, a temperatura
ambiente, por sete dias. Apds esse periodo, observou-se em microscopio optico o tipo e

cor da hifa, forma, disposicdo e formacgao de esporos.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os fungos sé&o microrganismos eucariontes encontrados na natureza em diversos
habitats, como solo, agua e ar. Quando suas estruturas reprodutivas, esporos ou conidios,
caem sob um substrato adequado, essas sao capazes de se desenvolverem e darem
origem a novas estruturas vegetativas. Para isso, é necessario que o substrato forneca
substancias indispensaveis para a alimentagédo dos fungos, como € o caso da clorofila. A
incapacidade de produzir algumas substancias faz com que esses microrganismos vivam
em estado de saprofitismo, parasitismo, simbiose ou mutualismo (MOLINARO; CAPUTO;
AMENDOEIRA, 2014).

Muitas espécies fungicas fazem parte da microbiota normal de animais e do homem,
porém alguns tipos de fungos sado capazes de causar processos infecciosos, como
também quadros de hipersensibilidade, micetismos e micotoxicoses (MEZZARI et al.,
2017; COSTA; MUNIZ, 2019).

Além de contaminarem seres vivos, os fungos sdo comumente encontrados em
alimentos, especialmente graos, onde encontram o ambiente ideal para se desenvolverem
(MOLINARO; CAPUTO; AMENDOEIRO, 2014). O arroz, por exemplo, possui nutrientes
como carboidratos, proteinas, lipidios, vitaminas e minerais, estes que constituem um
substrato adequado para seu crescimento (WEBER, 2012; BEBER-RODRIGUES;
SCUSSEL, 2013).

Devido a isso, esse grao é facilmente infestado por fungos patogénicos nos periodos
anterior e posterior a colheita, e principalmente durante a estocagem (SILVA et al., 2008;
EMBRAPA, 2018). Diversos fatores que contribuem para o desenvolvimento dos fungos
no arroz sao umidade, temperatura, periodo de armazenamento, impurezas, condigdes
fisicas e sanitarias do grao, entre outros (PRIETTO, 2014; MORA; CASTILHO; FRAGA,
2016).

Com base nessas informacgdes, resolveu-se avaliar o nivel de contaminacido de 30
amostras de arroz coletadas em mercados publicos da cidade de Jodo Pessoa-PB. Os

resultados demonstraram que foi possivel observar o crescimento de fungos em vinte e
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seis amostras, caracterizando uma taxa de contaminagdo de 86,7%. Na contagem do
numero de colbnias, foi visto um decréscimo deste valor a medida que se aumentou a
diluigdo (Quadro 1).

Amostra 10 10" dup 102 102dup 103 10°3dup
1 39 37 24 19 10 8
2 46 53 23 36 13 10
3 56 53 25 31 17 21
4 73 64 33 39 25 16
5 55 43 30 37 14 22
6 38 41 22 29 5 16
7 65 56 30 24 11 8
8 54 59 42 46 30 24
9 69 60 54 50 34 30
10 48 39 25 20 9 12
11 72 66 44 48 18 20
12 AUSENTE
13 65 61 47 40 16 11
14 67 74 36 45 19 20
15 55 59 41 48 22 15
16 48 40 27 36 25 16
17 AUSENTE
18 65 76 51 48 21 16
19 54 58 34 39 18 13

20 78 70 45 40 9 12
21 66 61 44 43 10 19
22 67 78 51 55 14 12
23 52 49 30 39 26 24
24 57 59 32 44 23 20
25 AUSENTE

26 69 74 47 50 7 13
27 AUSENTE

28 77 91 63 64 32 26
29 69 86 56 51 27 23
30 58 62 30 22 9 11

Quadro 1 — Amostras contaminadas e niumero de col6nias por placa.

Legenda; Dup = duplicata.

Observou-se alto indice de contaminagao, fato esse preocupante, visto que torna-se
necessario maior fiscalizagdo para alimentos vendidos a granel e/ou in natura, buscando-
se maior controle de contaminantes nesse tipo de alimento.

Alguns fungos, como os géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium, tém sido
descritos na literatura por produzirem micotoxinas, que se caracterizam como um grupo
de metabdlitos secundarios toxicos de baixo peso molecular que causam prejuizos a
saude humana quando ingeridos (SACRAMENTO, 2016; BRAGA et al., 2017). Estima-
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se que, no minimo, 25% dos cereais produzidos mundialmente estejam contaminados
com micotoxinas, incluindo o arroz (PRIETTO, 2014; KOESUKWIWAT; SANGUANKAEW;
LEEPIPATPIBOON, 2016).

Diante disso, foi investigado quais tipos de fungos estariam presentes nessas
amostras. Apos a identificagdo, constatou-se a presengca ndo apenas dos géneros
Aspergillus e Penicillium, como também Rhizopus, Cladosporium, Paecilomyces e Absidia
(Quadro 2). Sendo, a espécie Aspergillus flavus a mais prevalente, estando presente em

21 amostras.

Fungos Numero da(s) amostra(s) Total
Aspergillus flavus 1245678910 1 14 15 18 19 20 22 24 21
26 28 29 30

Asperygillus fumigatus 311 24 3
Aspergillus nidulans 4 16 26 3
Aspergillus niger 37 14 21 4
Aspergillus ochraceus 13 15 21 3
Asperygillus parasiticus 2 10 23 26 4
Penicillium spp. 13814 18 21 22 23 29 30 10
Rhizopus oryzae 6 9 13 30 4
Cladosporium spp. 16 22 2
Paecilomyces variotti 11 1
Absidia corymbifera 13 1

Quadro 2 — Géneros e espécies presentes nas amostras.

Em alguns géneros nao foi possivel a identificagdo da espécie.

A elevada frequéncia de Aspergillus flavus foi verificada em um estudo realizado
por HOELTZ et al. (2009), na cidade de Cachoeirinha no Rio Grande do Sul, tendo essa
espécie uma incidéncia de 51,3% nas amostras iniciais, fortalecendo os resultados
contemplados neste trabalho.

Essaespécietem sedestacado pordarorigemametabdlitos secundarios denominados
aflatoxinas, que sao toxinas intimamente relacionadas a atividades cancerigenas nos
homens e nos animais. A contaminagao por aflatoxinas geralmente ocorre em clima quente
e umido, compativel com o da cidade de Joao Pessoa (CARRENO; HURTADO; NAVAS,
2014; HUSSAIN et al., 2015).

41 CONCLUSOES

O cultivo mostrou que 86,7% das amostras apresentaram contaminagéo por algum

tipo de fungo;
Em todos os casos, os fungos de maior incidéncia pertenciam ao género Aspergillus
Spp-;
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A espécie Aspergillus flavus foi a mais encontrada entre as amostras analisadas;

Os resultados sugerem a necessidade de se adotar medidas de monitoramento da
qualidade sanitaria desse alimento e dos grdos em geral durante toda cadeia produtiva,
sugerindo a necessidade de um possivel estabelecimento de uma legislacdo para
controle especifico
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