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RESUMO

As aflatoxinas sdo resultados do metabolismo dos fungos Aspergillus flavus e Aspergillus
parasiticus. Existem varios tipos de aflatoxinas, mas os principais séo as aflatoxinas B1, B2, G1 e
G2. Essas micotoxinas sdo estaveis a temperaturas acima de 100°C, ndo se decompondo com o
cozimento, pasteurizacéo e torrefacdo. Em condicdes favoraveis de umidade e temperatura, algumas
frutas, sementes e farinhas estdo sujeitas a germinacdo e propagacdo de fungos, e
consequentemente, contaminadas. O amendoim e seus derivados sdo produtos que sdo
contaminados com grande frequéncia, pois € um alimento com grande quantidade de nutrientes e, o
clima, muitas vezes ndo favorece durante a safra. Na agricultura, essas toxinas representam um
prejuizo incalculavel. No organismo, gera problemas de salde, tanto humano, quanto animal. As
contaminacBes ocorrem com maior frequéncia através de ingestdo de alimentos contaminados. Os
rins, o figado e o sistema nervoso, sdo os mais afetados. Hoje em dia, ha testes que podem ser
considerados até faceis de fazer, para identificar no alimento, algum tipo de contaminacéo.
Lembrando que A ANVISA (Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria) determinou um limite de 20
Mg/Kg para as somas das aflatoxinas B1 + G1 + B2 + G2.

Palavras-chave: Aflatoxinas. Micotoxinas. Amendoim e derivados. Contaminagéo.



ABSTRACT

Aflatoxins are produced by metabolism of Aspergillus flavus and Aspergillus parasiticus. There are
several types of aflatoxins but the main ones are the aflatoxins B1, B2, G1 and G2. These
mycotoxins are stable at temperatures above 100°C, does not break down by cooking, pasteurizing
and roasting. Under favorable conditions of humidity and temperature, some fruits, seeds and flour
are subject to the germination and propagation of fungi, and thus contaminated. The peanut and its
products are products that are contaminated with high frequency, it is a food with large amounts of
nutrients, and the weather often does not favor during the season. In agriculture, these toxins
represent an incalculable loss. In the body, causes health problems, both human and animal. The
contamination occurs more frequently through ingestion of contaminated food. The kidneys, liver
and nervous system are most affected. Today, there are tests that may be considered to easy to make,
to identify the food, any kind of contamination. Recalling that ANVISA (National Agency for
Sanitary Vigilance) has set a limit of 20 mg / kg for the sum of aflatoxins B1 + B2 + G1 + G2.

Keywords: Aflatoxins. Mycotoxins. Peanuts and its products. Contamination.
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1 INTRODUCAO

As aflatoxinas sdo produtos do metabolismo secundério dos fungos Aspergillus flavus
e Aspergillus parasiticus, e que agem como potentes agentes hepatotoxicos (toxicos para o
figado) e carcinogénicos em diferentes espécies de animais. Os esporos dos fungos
aflatogénicos encontram-se normalmente no solo e no ar, podendo contaminar uma grande
variedade de alimentos. Sementes, farinhas e frutas, quando em condigdes de umidade e
temperatura favoraveis & germinacdo e propagacdo de fungos, estdo sujeitas a niveis
considerdveis de contaminagdo como fungos e suas toxinas (SYLOS, 1986).

O amendoim e seus derivados sdo produtos que sdo contaminados com grande
frequéncia, pois é um alimento preferido pelo fungo (devido a grande quantidade de
nutrientes) e, também, porque muitas vezes ha excesso de chuva no periodo de secagem apds
0 arranquio. Além do amendoim, a aflatoxina pode ser encontrada em muitos outros produtos,
tais como, outros cereais, sementes, nozes, etc.

Existem varios tipos de aflatoxinas, porém o termo geralmente diz respeito a quatro
compostos do grupo difurano cumarina, de onde derivam as aflatoxinas B1, B2, G1 e G2
(SABINO 2003). Na agricultura essas toxinas representam prejuizos, perdas na producéo de
grédos e queda no rendimento de crescimento e reproducdo de animais, levando a perdas
incalculaveis (DUXBERY, 2004).

E comprovado cientificamente o vinculo da agdo das micotoxinas com inlimeros
problemas de salde, tanto no homem como nos animais. A contaminagdo ocorre com maior
frequéncia através da ingestdo de alimentos contaminados, e sua absorc¢éo geralmente provoca
reacOes sob a forma de hemorragias e necroses. Muitas das micotoxinas tém afinidade por um
determinado 6rgédo ou tecido, sendo o figado, os rins e o sistema nervoso os mais afetados. As
contaminacGes ocasionadas por esta bactéria podem ser classificadas em moderadas
(comprometem apenas as fungdes intestinais) e severas (compromete outras partes do corpo).
Sua fonte esta relacionada a ingestdo de alimentos contaminados ou ao contato fisico com
pessoas que ja estejam contaminadas (INMETRO, 1993). Por essas razdes, a ANVISA
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria) determinou um limite de 20 pg/Kg para a soma
das aflatoxinas B1+G1+B2+G2 (ANVISA, 2002).

Muitas vezes, essas toxinas passam despercebidas pelas pessoas, que ndo procuram
saber da qualidade do produto que esta comprando ou consumindo. Esse trabalho tem como
objetivo analisar as estruturas de diferentes aflatoxinas, descrever as fontes de contaminagdes

e descrever métodos para a deteccdo da aflatoxina no amendoim.



2 AMENDOIM

O amendoim (Arachis hypogaea L.), € uma leguminosa originéria da América do Sul,
cultivada nas mais variadas regides tropicais do mundo, pela sua ampla adaptabilidade a
grande diversidade ambiental. E uma importante matéria-prima para a industria de alimentos
devido seu grande valor nutricional. Apesar da reducdo da area plantada com amendoim, no
Brasil, principalmente apds os anos 70, o Brasil j& foi um importante produtor mundial e o seu
cultivo ainda desempenha papel importante para o abastecimento do mercado doméstico
(MORAES; GODOY, 1997).

A importancia econdmica do amendoim estd relacionada ao fato das sementes
possuirem sabor agradvel e serem ricas em dleo (aproximadamente 50%) e proteina (22 a
30%). Além disso, contém carboidratos, sais minerais e vitaminas, constituindo-se num
alimento altamente energético (585 calorias/100 g/sementes) (AGROBYTE, 2012).

O estado de S&o Paulo destaca-se como 0 maior estado produtor do Brasil, e o sabor
agradavel torna o amendoim um produto destinado também ao consumo "in natura”, como
aperitivos salgados, torrados e preparado de diversas formas. Na industria de doces, sdo
usados gréos inteiros em diversas coberturas ou grdos moidos na forma de pagocas ou
substituindo a castanha de caju em cobertura de sorvetes. Os grdos também podem ser
utilizados para extracdo do dleo, empregado diretamente na alimentacdo humana, na industria
de conservas (enlatado) e em produtos medicinais (AGROBYTE, 2012).

3 AFLATOXINAS

Atualmente, sdo conhecidas dezessete substancias toxicas similares designadas pelo
termo de aflatoxina, porém, as principais que apresentam interesse médico-sanitario séo
identificadas como aflatoxinas (AFs) B1, B2, G1 e G2. Dentre elas, a que apresenta maior
poder toxigénico é a aflatoxina B1 (AFBL), seguida da aflatoxina AFG1, AFB2 e AFG2
(CORREA, 2000; ARAUJO, 2006).

Os quatro principais metabolitos séo identificados como Bl e B2 (por apresentarem
fluorescéncia violeta, quando observadas sob luz ultravioleta em 365 nm) e G1 e G2. Duas
outras substancias denominadas M1 e M2 foram detectadas no leite, urina e fezes de
mamiferos, resultantes do metabolismo das B1 e B2.

As aflatoxinas sdo compostos quimicos pouco soluveis em agua (10 a 30 ug/mL), sdo
soltveis em solventes organicos como cloroférmio, metanol e dimetilsuféxido. Sao instaveis
sob radiacdo ultravioleta, na presenga de oxigénio e em condicGes extremas de pH (pH <3 e

pH > 10), e também na presenca de agentes oxidantes (ARAUJO, 2006). Apresentam ponto
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de fusdo alto, sendo resistente ao calor, sendo decompostas apenas em temperaturas
superiores a 230° C (SILVA, 2005).

A tabela 1 mostra a formula, a massa molecular e o ponto de fusdo das aflatoxinas B1,
B2, Gl e G2:

Aflatoxina | Férmula molecular | Massa molar |Ponto de fusio (°C)
B1 Cy7H1206 312 268-269
B2 C47H1406 314 286-289
G1 C47H1207 328 244246
G2 C17H1407 330 237-240

Fonte: BUTTLER, 1974.

A Aflatoxina € resistente a muitos agentes fisicos e quimicos, resistindo por mais de
uma hora em meios de esterilizacdo (VAN DYCK et al., 1982). Alguns autores, na tentativa
de estabelecer a composicdo quimica da Aflatoxina, observaram que este produto era
constituido de dois tipos de substancias, que quando submetidas a luz ultravioleta
apresentavam fluorescéncia de coloragdo azul ou verde. A essas substancias deu-se 0 nome de
Aflatoxinas, toxinas do Aspergillus flavus, seguidas da denominacéo B (blue) ou G (green) de
acordo com a cor da fluorescéncia (MIDIO; MARTINS, 2000; SABINO, 2003).

Com a realizagdo da espectroscopia de massa chegou-se a formula empirica das
aflatoxinas B e G. Pelas diferengas dos valores dos Rfs (Fator de Referéncia) observados na
cromatografia em camada delgada, foram denominadas aflatoxinas B1 (Ci7H120e) e B2
(C17H1406), G1 (C17H1207) e G2 (C17H1407). As aflatoxinas sédo furocumarinas complexas,
sdo substancias apolares, instveis & luz ultravioleta, mas bastante estaveis a temperaturas
acima de 100°C (MIDIO; MARTINS, 2000).

A figura 1 mostra formulas estruturais das principais aflatoxinas:
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Figura 1: Férmula estrutural das principais aflatoxinas. Fonte: Midio; Martins, 2000.



4 AFLATOXINA NO AMENDOIM

O amendoim é um alimento que apresenta condi¢bes favordveis para contaminagéo
por aflatoxinas devido a grande quantidade de nutrientes. O clima tropical favorece a
producdo dos fungos, e, portanto, paises detentores deste clima como o Brasil, reGnem
condicBes favoraveis para o desenvolvimento de fungos inclusive os fungos produtores de
aflatoxinas (CIB, 2005). A presenca de micotoxinas nos alimentos é um problema de saide
publica, que precisa ser mais divulgado para que a populacdo tenha conhecimento sobre a
presenca destas toxinas nos alimentos e possa consumir alimentos de qualidade, que ndo
cologuem em risco sua saude. A contaminacdo dos alimentos ocorre principalmente se ndo
forem colhidos, armazenados e processados corretamente (FONSECA, 2007).

Os fungos destas toxinas tém seu habitat no solo, no ar e em ambientes que oferecam
condigBes propicias como umidade e temperatura. O produto em casca deve ser armazenado
com umidade méxima de 9%, o que lhe garantirA a sua seguranca alimentar
(PROAMENDOIM, 2012).

Conforme Dorner et al. (2003), lotes de amendoins contaminados ndo podem ser
utilizados para o consumo humano e também representam perdas econdmicas para as
inddstrias que utilizam e comercializam o amendoim “in natura” e seus produtos derivados.
Essas micotoxinas sdo estaveis a temperaturas acima de 100°C, ndo se decompondo com o
cozimento, pasteurizagdo e torrefacdo (MIDIO; MARTINS, 2000). Segundo Mannon &
Jonhson (1985), 25% dos gréos produzidos no mundo estdo contaminados por micotoxinas.

Afigura 2 mostra uma colbnia de Aspergillus flavus na placa de Petri

(3] 3 magem vesu oo s s, Tawer o arv s v, e o

Va par & arqieo o o ocalcomeos

Fotografia de Dr. E. Terrazas, Morphology of Medically Important Fungi. © 2001, William McDonald,
M.D.Universidad de Califérnia

As principais doengas que ocorrem na cultura de amendoim podem causar a reducédo de
10% a 50% na producéo de vagens. Os principais problemas podem ocorrer tanto na fase de
plantio, com as doencas de sementes e plantulas, como durante o desenvolvimento da cultura,
com as doencas causadas por fungo do solo ou da parte aérea, e apds a colheita, com fungos

produtores de aflatoxina ou de grdos armazenados (MORAIS, S.A. et al, 1997).
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O principal fungo encontrado na torta de amendoim foi Aspergillus flavus. Em uma
analise quimica na torta de amendoim, foi encontrada uma série de compostos toxicos que

apresentavam fluorescéncia sob luz ultravioleta.

5 CONTAMINACOES

Para o crescimento e multiplicagdo dos fungos s&o importantes os seguintes fatores:
umidade, temperatura, presenca de oxigénio, tempo para o crescimento fangico, fonte de
carbono, nitrogénio, o pH, a presenca de ions metélicos. Estes fatores explicam por que
alguns fungos se desenvolvem melhor em um alimento que em outro. O milho e o0 amendoim,
por exemplo, sdo mais susceptiveis & contaminagdo por fungos produtores de aflatoxinas por
possuirem uma composicdo ideal de nutrientes (MALLMANN et al, 2003; SABINO, 2003).

No Brasil a ocorréncia de aflatoxinas tem sido observada com frequéncia em
alimentos destinados ao consumo humano e animal. Estas toxinas s&o comumente
encontradas em alimentos que tem substratos esséncias para a sobrevivéncia e
desenvolvimento de fungos (FORSYTHE, 2002).

Caldas et al. (2002) analisaram 366 amostras de alimentos (amendoim cru e
derivados, milho de pipoca, milho em grdo e castanha do Pard) consumidos no Distrito
Federal, e detectou a presenca de aflatoxinas em 19,6% das amostras, sendo que AFB1 esteve
presente em 98,5% das amostras positivas. Caldas et al., (2002), analisaram amostras também
em Minas Gerais e verificaram frequéncias de contaminagéo de 46,6% do total da amostra.

J& em S&o Paulo, Sabino et al. (1999) pesquisaram aflatoxinas em 137 amostras de
amendoim e derivados, onde 62 amostras (45,3%) foram positivas para aflatoxinas e 37
(27%) apresentaram valores de Aflatoxinas B1 + G1 acima do limite méximo permitido pela
legislacdo brasileira.

Gongalez et al, (2008), avaliaram a contaminagdo das cascas de amendoim em
diferentes estagios de maturacdo da vagem, onde constatou j& no estigio de granacdo a
presenca de aflatoxinas em concentragdes que variava de 5,42pg/Kg a 218,52 pg/Kg. As
cascas de amendoim séo utilizadas para cama de frangos e gado, e também serve de fibra para
ruminantes, podendo entdo contaminar o animal que posteriormente vai servir de alimento
para 0 humanos.

Na regido de S&o José do Rio Preto/SP, foi detectada contaminacdo em de 39,3% das
178 amostras analisadas (SANTOS et al., 2001). Batatinha et al., (2003) detectaram
aflatoxinas em 93,55% das amostras analisadas de amendoim e seus derivados no estado da

Bahia. Sendo assim, niveis elevados de contaminacdo encontrados nos alimentos que
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ultrapassam os niveis maximos permitidos pela legislacdo brasileira, representam fator de
risco para a populacéo, onde alta incidéncia de aflatoxinas se deve principalmente a forma de
colheita, secagem e armazenamento do produto.

Neste entendimento, Sabino et al. (1995), descreve que a contaminagdo por aflatoxinas
em alimentos representa um sério problema no Brasil, devendo-se levar em conta os fatores
que contribuem de forma negativa na contaminacdo, seja pelo clima favoravel ou pelas
préticas de agricultura e condicdes de estocagem.

As micotoxinas tornaram-se mais conhecidas ap6s o acidente econdmico ocorrido na
Inglaterra em 1960, ao provocarem um surto com alta letalidade em perus na Inglaterra
conhecido como "turkey - X disease". Nesse surto, aproximadamente 100 mil perus morreram
apds consumirem torta de amendoim na ragéo, proveniente do Brasil (SARGEANT, 1961). As
aves morriam no espago de uma semana, com sinais de anorexia, apatia e perdiam a forga das
asas (SABINO, 2003).

Os efeitos das aflatoxinas no organismo animal incluem carcinogenicidade,
mutagenicidade, teratogenicidade e hepatotoxicidade (BRADBURN & COKER, 1993).
A absorcdo de aflatoxinas ocorre por difusdo passiva através do intestino, difundindo-se
rapidamente por todos os tecidos do organismo (RAMOS & HERNANDEZ, 1996). Uma vez
em contato com o tecido hepatico, as aflatoxinas d&o inicio a inibicdo da sintese proteica, 0
que resulta numa diminuicéo do nivel de proteinas plasmaticas, principalmente da albumina e
das globulinas alfa e beta (SANTIN, 2000).

Uma das causas das aflatoxinas serem extremamente toxicas para aves € sua rapida
absor¢do pelo trato gastrointestinal. Essa rapida absorcdo é evidenciada através do
aparecimento de AFL imediatamente apds a ingestdo da micotoxina. Uma vez absorvida, a
AFL B1 é imediatamente ligada, de forma reversivel, a albumina e, em menor escala, a outras
proteinas. Formas de aflatoxinas ligadas e ndo ligadas a proteinas séricas espalham-se pelos
tecidos, especialmente o figado (WYATT, 1991). Os efeitos primérios da aflatoxicose em aves
podem ser utilizados como guia para diagndstico clinico da doenga. A primeira mudanga €
alteracdo no tamanho dos 6rgdos internos. Ocorre aumento de tamanho no figado, baco e rins,
enquanto a bursa e timo estdo diminuidos. Somando-se a alteragdes de tamanho, ocorrem
alteracOes na coloracdo e textura dos 6rgdos. Por exemplo, o figado de aves com aflatoxicose
tem como caracteristica a coloracdo amarelada e fridvel, com acentuada infiltracdo de
gordura. O grau de infiltragdo gordurosa depende da dose e do tempo de intoxicagdo por
aflatoxina, chegando a 68% de aumento em frangos de corte (MERKLEY et al., 1987).

Confirma-se, portanto, a contaminagéo dupla quando apresentam lesdes indicativas de

aflatoxicose acrescidas de erosdes na moela. Também observa-se, em frangos e poedeiras
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contaminados com aflatoxinas, extrema palidez das mucosas e pernas . Essa pigmentacdo
deficiente parece ser resultado da menor absorgdo, diminui¢do no transporte e deposicdo
tecidual dos carotenoides da dieta (LEESON et al., 1995).

A umidade do amendoim é um fator importante a ser analisado. Com a umidade acima
de 20% - 22% a atividade metabdlica da vagem oferece resisténcia a penetracdo do fungo e o
risco de contaminagdo do amendoim praticamente ndo existe. Abaixo de 11%, no amendoim
em casca, ndo ha umidade suficiente para o desenvolvimento dos fungos e também ndo ha
perigo de contaminacdo. A fase critica, em que a possibilidade de contamina¢do do amendoim
é grande, esta no intervalo de 22% a 11%, devendo-se fazer a secagem o mais répido possivel
nesta fase (FONSECA, 2007). A temperatura também é um fator importante para o
desenvolvimento dos fungos e, consequentemente, surgimento de toxinas. A temperatura
6tima para a producgéo de aflatoxinas é de 27°C (SABINO, 2003).

A contaminacdo do homem pelas aflatoxinas pode ocorrer de duas maneiras: por
contaminagdo direta, onde 0 homem ingere alimento contaminado. Ou pela forma indireta,
onde o homem se alimenta de produtos derivados de animais, que ingeriram alimentos
contaminados, como ovos, carne, leite. Ambas as formas de contaminagéo séo prejudiciais a
saude (MAIA, 2007).

Um dos mais importantes registros de aflatoxicose em humanos ocorreu no noroeste
da india, no outono de 1974 onde 397 pessoas foram afetadas e 108 pessoas morreram (CVE,
2003).

6 MEDIDAS DE CONTROLE

As medidas que podem melhorar a qualidade do amendoim, s&o:
- Evitar injarias nas vagens antes da colheita, uma vez que o fungo A. flavus pode se
desenvolver nas vagens em formacdo e maturag&o.
- Colher 0 amendoim em periodos secos e no momento em que apresentar-se completamente
maduro, efetuar a secagem o mais rapido possivel, evitar o reumidecimento dos frutos,
eliminar vagens e grdos quebrados e, se a colheita ocorrer em dias chuvosos, proceder a
secagem artificial.
- Armazenar em locais secos e ventilados, empilhar os sacos em estrados de madeiras, evitar
contato direto com o solo, monitorar constantemente a umidade do produto, controlar pragas e
roedores e armazenar sempre que possivel em baixas temperaturas, e, durante o transporte,
evitar injurias e reumidecimento (AGROBYTE, 2012). Indubitavelmente, o melhor método

para controlar a contaminagdo de micotoxinas em alimentos é prevenir o crescimento de
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fungos. A contaminacdo de grdos por micotoxinas pode ser um problema sério que pode
acontecer ndo s através de condigdes inadequadas de armazenagem, mas também j& na
lavoura, durante o periodo pré-colheita. S&o essenciais, também, os procedimentos para
dimuicéo da umidade dos gréos colhidos e a armazenagem dentro de padrdes recomendados
internacionalmente. O uso de inibidores de crescimento fungico em gréos armazenados tem
sido muito utilizado como um método preventivo. O controle da atividade dos fungos nas
racfes animais e seus componentes tém como premissa bésica conseguir matérias primas
livres da producdo de micotoxinas durante o processo de armazenamento (SMITH &
HAMILTON, 1970).

A realizacdo de analises em alimentos é fundamental para evitar a comercializagéo de
produtos com altos teores de aflatoxinas, reduzindo assim a possibilidade de causar danos a
sallde humana. O ideal, porém, seria evitar a contaminacdo durante a colheita, secagem e
armazenagem. Tecnologias estdo sendo desenvolvidas para remover, destruir ou reduzir a
contaminacdo de aflatoxinas em alimentos suscetiveis, no campo e durante 0 armazenamento.
Segundo Rustom (1997), no entanto, a eficiéncia de um método para inativacdo de aflatoxinas
depende de varios fatores, como a natureza do alimento, sua umidade, nivel de contaminagao
e grau de associacdo de aflatoxinas com 0s seus componentes.

Os meétodos de inativacdo de aflatoxinas que contaminam alimentos, removendo ou
destruindo a toxina, podem ser classificados em métodos que empregam substancias
quimicas, bioldgicas e métodos fisicos. A aplicacdo dos métodos de inativacdo de aflatoxinas
ndo deve resultar na formacdo de outras substancias tdxicas ou deixar qualquer residuo
prejudicial. A qualidade do produto deve ser mantida, deve ser economicamente viavel e
tecnicamente aplicavel, além de ser capaz de destruir os esporos e fungos que estdo presentes
no produto e que em condicOes favoraveis proliferam e produzem a toxina (MALLMANN, et
al, 2006; RUSTOM, 1997).

Um estudo realizado por Gunterus et al (2007) alertou que o etileno e 0 CO2 sdo uma
promessa na batalha para controlar a contaminacdo por aflatoxinas. O etileno e 0 CO2 agem
juntos ou separados, reduzindo a sintese de aflatoxinas por Aspergillus parasiticus. A inibi¢éo
por CO2 é semelhante a do etileno.

A inativacdo por meio de métodos fisicos envolve extragcdo com solventes, adsorgao,
inativacdo pelo calor e irradiagdo. A extragdo com solventes pode remover toda a aflatoxina,
sem a formacdo de produtos toxicos ou redugdo do conteldo de proteina e qualidade do
alimento. Sua limitacéo deve-se ao custo elevado e a formacédo de extratos toxicos. A adsorgao
ocorre com a ligacdo dos adsorventes as aflatoxinas e dai a remocdo de solucbes aquosas. A

inativacdo por meio de calor depende do nivel inicial de contaminacdo, temperatura e tempo
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de aquecimento, teor de umidade, pH e forca idnica. Aflatoxinas sdo sensiveis a luz
ultravioleta. Raios gama e irradiagdo solar também destroem aflatoxinas nos alimentos
(RUSTOM, 1997).

Uma das estratégias para a eliminacdo das aflatoxinas dos alimentos consiste na
agregacdo de substancias adsorventes, que inibem a absorgéo das toxinas pelo trato digestivo.
A adicdo de bentonita sddica ou montmorilonita sédica como adsorvente de aflatoxinas em
ragcOes para animais tem promovido a neutralizagdo de parte dos efeitos negativos das
aflatoxinas (LOPES, et al, 2006). Estes aditivos sdo atoxicos e reduzem a absor¢do de
aflatoxinas. Os niveis bioquimicos avaliados em animais que receberam racdo com adsorvente
e aflatoxina foram semelhantes aos niveis séricos de animais do grupo de controle, provando
assim a eficicia deste adsorvente na prevencéo dos efeitos da aflatoxicose em aves (BATINA,
2005).

7 LEGISLACAO

Devido aos prejuizos que as micotoxinas podem causar a salde humana e animal,
Varios paises vém estabelecendo os niveis maximos de contaminantes nos alimentos e ragoes,
pois uma vez contaminados, os alimentos tornam-se inadequados para comércio e consumo
(SCUCCEL, 1998).

Desta forma, devido a legislacéo interna de cada pais, ha uma consideravel distingdo
entre 0s niveis maximos de tolerancia de intoxicacdo dos alimentos contaminados destinados
ao consumo humano de pais a pais. A tabela 2 mostra os niveis méximos de aflatoxinas

permitidos em alimentos para consumo humano com 0s respectivos paises:

Tabela 2 — Niveis maximos permitidos de aflatoxinas em alimentos em alguns paises.

PAIS NIVEL MAXIMO (PPB) ALIMENTO

Unido Europeia 2 (B1); 4 (total) Cereais e produtos processados
Australia 5 (total) Todos os alimentos

Brasil 20 (total) Amendoim e derivados de milho
india 30 (total) Todos os alimentos

Japdo 10 (total) Todos os alimentos

Singapura 0 (total) Todos os alimentos

Africa do Sul 5 (total) Todos os alimentos

Estados Unidos 20 (total) Todos os alimentos

Fonte: SCUSSEL, 1998.
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De acordo com a tabela, pode observar que a tolerdncia varia para cada pais. O mais
tolerante ¢ a india (30ppb) e o pais com menor tolerancia de aflatoxina é a Singapura, onde o
nivel de ppb deve ser de zero (SCUCCEL, 1998). Importante ainda ressaltar, que embora
possa 0 alimento estar contaminado em niveis superiores aos estabelecidos, estas toxinas na
maioria das vezes estardo presente em concentragcdes muito baixas (ug/g) de forma a ndo
alterar as propriedades organolépticas, como o sabor e odor, dificultando sua constatacdo
pelos consumidores, o que somente um trabalho eficaz das autoridades competentes podera
evitar que estes alimentos cheguem & mesa dos consumidores, e que diante da impossibilidade
de constatacdo previa ao consumo, sejam ingeridos de forma sistemética findando por causar

micotoxicose cronica ou aguda dependendo do grau de contaminagdo (CALDAS, 2002).

8 METODOS PARAA DETECCAO DE AFLATOXINAS
Para evitar a comercializagdo e o consumo de amendoim e derivados contaminados
com micotoxinas, foram criados varios métodos para analises de aflatoxinas com o propésito

de identificar o nivel de contaminacéo.

8.1 ANALISE POR CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

Este método, do Instituto Adolfo Lutz (1976) é aplicado para a determinacdo de
aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 em sementes oleaginosas, cereais e seus produtos, e também em
racOes. As aflatoxinas sdo extraidas com cloroférmio e com posterior remocéo de interferentes
por particdo liquida com metanol-agua-hexano. Os componentes sdo determinados pela
comparagdo da intensidade de fluorescéncia das amostras com a dos padroes por
cromatografia em camada delgada.
Preparacdo da amostra: Triture ou moa, a fim de que se obtenha massa homogénea,
podendo utilizar um liquidificador. Passe a amostra pela peneira de 20 mesh. Homogeneize
novamente e retire uma sub-amostra de 30 g.
Extracéo e purificacdo: Pese 30 g da amostra previamente homogeneizada e transfira para
um frasco Erlenmeyer. Adicione cerca de 10 mL de agua aquecida a 60°C para facilitar a
penetracdo do solvente orgénico nos tecidos hidrofilicos. Homogeneize com bastéo de vidro.
Adicione 100 mL de cloroférmio, tampe o frasco com algod&o e agite manualmente por 30
segundos. Prossiga esta operagéo com agitador mecénico por mais 30 minutos. Filtre o extrato
cloroférmico em funil de vidro com papel de filtro qualitativo.

No caso de amostra de amendoim ou derivados, adicione pequena quantidade de celite
ao funil para acelerar a filtracdo. Colete 50 mL do extrato em outro frasco Erlenmeyer e

evapore em banho-maria a 80°C ate que todo o cloroférmio tenha sido eliminado.
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Ressuspenda o residuo com 50 mL de metanol, transfira quantitativamente para o funil de
separacdo, adicione 50 mL da solugdo de NaCl a 4% e agite lentamente. Extraia as gorduras e
os demais interferentes com trés porgdes de 50 mL de hexano. Descarte a fragdo com hexano
(superior). Recolha o extrato metandlico em béquer ou frasco Erlenmeyer. Transfira
quantitativamente o extrato metandlico para um funil de separagdo limpo e extraia as
aflatoxinas com 50 mL de cloroférmio, agitando o funil de separagdo suavemente por trés
minutos. Deixe as fases se separarem e recolha a inferior (cloroférmio) em frasco Erlenmeyer
de 250 mL. Repita a operacdo com mais 50 mL de cloroférmio. Recolha o total de
cloroférmio juntamente com o extrato da primeira parti¢do e evapore em banho Maria & 80°C
ou rotavapor a (50-60)°C. O residuo deve ser transferido quantitativamente com cloroférmio
para um frasco Erlenmeyer de 25 ou 50 mL e evaporado sob corrente de nitrogénio. Para
efetuar a cromatografia em camada delgada, dissolva o residuo em cloroférmio em quantidade
adequada, normalmente entre 200 a 500 pL e utilize banho de ultrassom por cerca de 30
segundos para assegurar total dissolucéo das aflatoxinas.

Triagem das micotoxinas por cromatografia em camada delgada: Aplique em placa de
silica gel, 5 a 10 pL da amostra e alguns pontos de cada padrdo, separadamente, fazendo
sobrepor no segundo ponto do padréo 5 pL da amostra. Desenvolva o cromatograma em cuba
previamente preparada para garantir a saturacdo com tolueno-acetato de etila-acido férmico
(50:40:10). Remova a placa depois de 12 cm de desenvolvimento do solvente e seque.
Observe o cromatograma sob lampada de luz UV de comprimento de onda longo. Amostras
suspeitas de conterem aflatoxinas devem ser quantificadas e confirmadas separadamente.
Quantificacdo: Aplique, nas placas 1, 3, 5, 7 pL dos padrdes e 5 e 10 pL de cada amostra.
Desenvolva as placas em cloroférmio-acetona (90:10) ou em tolueno-acetato de etila-4cido
formico (50:40:10). Compare a intensidade da fluorescéncia da mancha da micotoxina da
amostra com a dos padrdes e determine qual das manchas da amostra corresponde a do
padrdo. Se a intensidade da fluorescéncia da mancha de menor volume utilizado da solucéo de
amostra for maior do que a do padrdo, dilua a amostra e recromatografe.
Confirmagdo da identidade das aflatoxinas: Realize a cromatografia bidimensional,
utilizando a fase 1: cloroférmio-acetona-hexano (85:15:20) ou cloroférmio-acetona (90:10) e
a fase 2: tolueno-acetato de etila-4cido férmico (50:40:10) e faca o teste quimico com &cido
sulfurico (1+3) e reacdo com &cido trifluoroaceético, descrito a seguir:

a) teste quimico - Pulverize a placa com solugdo aquosa de H2SO4 (1+3). Deixe secar e
observe sob Iampada UV (comprimento de onda longo). A fluorescéncia das aflatoxinas muda
de azul (AFB) ou verde (AFG) para amarelo. Este teste somente confirma a auséncia de

aflatoxinas.
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b) reacdo com TFA (4cido trifluoroacetico) - Divida uma placa verticalmente em duas regides
e em cada um delas cromatografe dois pontos de amostra e dois de padrdes. Em uma das
regides, sobreponha 1 pL de solugdo de TFA em um dos pontos da amostra e em um dos
pontos do padréo. Aqueca a placa por 10 minutos a (35-40)°C e desenvolva o cromatograma
com cloroférmio-acetona (85+15) ou cloroférmio-acetona-isopropanol (85:12,5:2,5).

Examine a placa sob lampada UV de comprimento de onda longo. A aflatoxina com
TFA forma um hemi-acetal cujo Rf e 1/3 do Rf da aflatoxina original. Utilizando-se TFA, a
aflatoxina B1 transformar-se-4 em aflatoxina B2a e a aflatoxina G1 em G2a. Este teste e

decisivo para confirmacdo da identidade das aflatoxinas B1 e G1.

Célculo:

SxYxV
Zx W

Micotoxina em pug'\Kq (ppb)

S = pL de micotoxina padrdo, de fluorescéncia igual a da amostra;

Y = concentragdo-padréo da micotoxina em pg/mL;

V = pL de solvente requerido para diluir o extrato final,

Z = pL da mancha do extrato da amostra que deu intensidade de fluorescéncia igual a do
padréo;

W = gramas de amostra contidas no extrato final.

Notas:

O material contaminado deve ser tratado com hipoclorito de sodio a 5% e acetona,
antes de ser descartado e lavado. Enxague bem todo material para que ndo fique nenhum
residuo do oxidante utilizado. Como alternativa, deixe o material contaminado por um
periodo minimo de 30 minutos em uma solucdo de hidréxido de sédio a 5%.

As aflatoxinas sdo hepatotoxicas e carcinogénicas; portanto a analise deve ser

realizada em capela de exaustéo apropriada, com mascara e luvas de borracha.

8.2 PROCEDIMENTO AFLATEST COM FLUORIMETRO (0-100 PPB)
Procedimento

Pesar 25 g de amostra bruta com 5 g de NaCl e colocar em um liquidificador.
Adicionar ao copo 125 ml de metanol:dgua (60:40). Tampar o copo e bater por 1 minuto.
Despejar o extrato em um filtro de papel com pregas. Coletar o filtrado em um recipiente

limpo. Coletar 20 ml do extrato filtrado e misturar com 20 ml de &gua purificada e misturar
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bem. Filtrar a mistura através de filtro de microfibra de vidro 1.5 pum em um frasco limpo, ou
diretamente em uma seringa de vidro, até alcancar a marca de 10 ml.
Cromatografia por Coluna

Passar 10 ml de extrato diluido filtrado através da coluna Aflatest a uma vazédo de 1-2
gotas por segundo, até entrar ar na coluna. Passar duas vezes 10 ml de agua purificada através
da coluna a uma vazdo de aproximadamente 2 gotas por segundo. Os 20 ml de dgua e mais 0s
10 ml de extrato diluido, s&o descartados.

Depois da segunda passagem de agua, preparar uma cubeta de vidro abaixo da coluna
e adicionar 1 ml de metanol na seringa de vidro. Eluir a uma vazdo de 1 gota\segundo
passando o metanol completamente. Coletar na cubeta 1 ml de metanol passado pela coluna, e
adicionar 1 ml de revelador (1ml de solugdo de Bromo + 9 ml de &gua purificada). Misturar
bem e colocar no fluorimetro para se fazer a leitura de concentragdo de aflatoxina.

A figura 3 mostra a mistura batida com agua:metanol filtrada em filtro de pregas.

Figura 3. Filtragdo da amostra em filtro de pregas. Foto tirada em 26 jun de 2012 por: Prdprio autor.

Afigura 4 mostra uma nova filtragdo. Dessa vez, em filtro microfibras.

Figura 4. Filtragdo em filtro microfibras. Foto tirada em 26 jun de 2012 por: Proprio autor.
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A figura 5 mostra a eluicdo do filtrado através da coluna Aflatest

Figura 5. Liquido sendo eluido através da coluna Aflatest. Foto tirada em 26 jun de 2012 por: Préprio autor.

A figura 6 mostra a coluna Aflatest (onde se fixa a concentracdo de Aflatoxina).

Figura 6. Coluna Aflatest. Foto tirada em 26 jun de 2012 por: Préprio autor.

A figura 7 mostra o fluorimetro onde seré feita a leitura da concentracéo de Aflatoxina.
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Figura 7. Fluorimetro VICAM SERIE 4EX. Foto tirada em 26 jun de 2012 por: Préprio autor.
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8.3 METODO DE TRIAGEM DE ROMER (AOAC 1984)

Esse método, descrito por Romer em 1975, oficializado pela “Association of Official
Analytical Chemists” em 1980, utiliza uma minicoluna de vidro empacotada com sulfato de
célcio anidro (Drierite, 20-40 mesh, W.A. Hammond, Drierite, Co.), alumina neutra (100 —
200 mesh), silica-gel, florisil (100 — 200 mesh), e novamente sulfato de célcio anidro em
camadas de 8 a 10, 8 a 10, 16 a 20, 8 a 10, e 8 a 10 mm de altura respectivamente.

Partindo-se de 50 g de amostra moida procedeu-se a extracdo de aflatoxinas através de
mistura de acetona-agua (85:15), triturando-se por 3 minutos. Apos a filtracdo, 150 ml do
filtrado foram submetidos a um processo de limpeza com os seguintes reagentes precipitantes:
3 g de carbonato bésico de cobre e 200 ml de gel de cloreto férrico, preparado a partir de 170
ml de hidréxido de sédio 0,2N e 30 ml de cloreto férrico (cloreto férrico anidro 20 g/300 ml
de 4gua).

Uma segunda filtracdo foi feita com auxilio de terra diatomacea. Os 150 ml do filtrado
foram colocados em funil de separacdo com 150 ml de &cido sulfurico 0,03% e as aflatoxinas
extraidas com duas porcdes de 10 ml de cloroférmio, coletadas separadamente. Em seguida,
0s extratos foram levados com solucdo de hidroxido de potéssio 0,02% contendo cloreto de
potéssio 1% e recolhidos em béqueres.

2 ml do primeiro extrato foram colocados no topo da minicoluna e eluidos com
cloroférmio-acetona (9:1). Nestas condi¢fes, amostras positivas apresentam, na camada de
florisil, uma banda fluorescente sob iluminacdo ultravioleta a 365 nm. O restante do primeiro
e 0 segundo extratos foram guardados para posterior quantificagdo, caso a triagem resultasse
positiva.

Método de Quantificacdo de Romer (1975)

A avaliagdo quantitativa de aflatoxinas, segundo Romer, baseia-se na dissolucéo dos
extratos em mistura de benzeno-acetonanitrila, aplicacdo em placas de silica-gel e
desenvolvimento por sistema cloroférmio-acetona. Através da comparagdo visual com
padroes sob iluminagdo ultravioleta a 365 nm, estimou-se os teores de aflatoxinas nas
amostras.

Foram juntados 4 ml de cada um dos extratos de cloroférmio obtidos como descrito no
item anterior e neutralizados em funil de separacdo com solucdo de acido sulfurico 0,03%.
Uma aliquota de 6 ml foi coletada em frasco e levada & secura em banho-maria a temperatura
de 40°C sob corrente de nitrogénio. O extrato seco foi diluido e levado a volume fixo com a
mistura benzeno-acetonitrila (98:2). Aliquotas de 3,5; 5,0 e 6,5 ml foram aplicadas em placas
de silica-gel, ao lado de padrdes em volumes iguais ao do extrato. Utilizou-se mistura

cloroférmio: acetona (9:1) para o desenvolvimento do cromatograma. A intensidade das
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manchas fluorescentes da amostra foi visualmente comparada com a dos padrdes sob
iluminagéo ultravioleta a 365 nm.

Para o célculo, foi aplicada a seguinte formula:

Onde:

SxYxV
Zx W

Micotoxina em pg\Kg (ppb)

S — VWolume em pl do padrdo B1 igual ao desconhecido.
Y — Concentragdo do padréo B1 em pg/ml.
V — Volume em pl da dilui¢do final do extrato da amostra.

Z —\olume em pl do extrato da amostra aplicada cuja intensidade de fluorescéncia é igual a 5
(padréo B1)

W — Gramas de amostra correspondente ao volume do extrato que foi evaporado.

9 CONCLUSAO

Sementes oleaginosas como o amendoim, estdo sendo muito produzidas e consumidas
ultimamente devido a inimeros nutrientes e derivados que se pode obter desse alimento. Mas
0 que muitos ndo sabem, é que além de muito nutritivo, pode ser também muito toxico e
muitas vezes, fatal. O amendoim pode conter uma toxina chamada Aflatoxina, que é o
produto do metabolismo dos fungos Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus. Essa toxina
pode causar doengas em animais e seres humanos, sem falar do enorme prejuizo pds-safra,
onde as sementes contaminadas sdo descartadas. Por esses motivos, a preocupacéao de elaborar
analises a fim de se obter uma leitura de aflatoxinas € grande, e hd inimeros métodos para

deteccdo dessas micotoxinas.
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