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RESUMO: As micotoxinas sdo contaminantes naturais de dificil controle em
alimentos. Estima-se que cerca de 25% de todos os produtos agricolas do mundo
estejam contaminados por tais substéncias. A aflatoxina € a micotoxina mais
conhecida por seus efeitos toxicos no homem e em animais. Com base Nnos riscos
aos quais a populacdo esta exposta, realizamos um estudo presuntivo para a
identificacdo da presenca de aflatoxinas em amendoins industrializados adquiridos
em supermercado, e torrados coletados na Praia de Boa Viagem na cidade do
Recife-PE. Aplicando-se a técnica de cromatografia em camada delgada (CCD),
foram usadas 6 amostras onde todas apresentaram resultado positivo para a
presenca de aflatoxinas. Verificou-se contaminacdo por aflatoxina B, tanto nas
amostras de amendoim industrializado, quanto nas amostras artesanais. Em
relacdo ao subtipo G apenas foi observado em uma das amostras do amendoim
torrado, em pequena evidéncia. Sabido ser praticamente impossivel a eliminacéao
total das aflatoxinas nos alimentos, ha que tomar as precaucdes adequadas,
procurando reduzir ao maximo os niveis de aflatoxina nos alimentos humanos e
dos animais. Além da fiscalizacdo do governo, a indastria alimentar e o publico
devem também colaborar para garantir uma melhor seguranca alimentar.
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INTRODUCAO

Fungos sdo encontrados em diferentes ambientes e desempenham papel

importante na deterioracdo de alimentos. A partir da década de 1960, a



contaminagdo fungica de grdos passou a ser considerado um problema ainda mais
relevante, tendo em vista a verificacdo de que algumas espécies de fungos eram capazes
de produzir metabolitos secundarios toxicos, as micotoxinas (Einloft et al. 2009).

A historia das micotoxinas surgiu em 1960, com um surto inexplicavel de morte
de aves (em particular perus) no Reino Unido. A causa do surto foi investigada e
chegou-se a conclusdo que o problema era na ragdo, produzida com amendoim,
provenientes da Africa e Brasil. Este amendoim estava contaminado com uma
substancia toxica fluorescente produzida pelo fungo Aspergillusflavus. Da expressao
A flavustoxin derivou a palavra AFLATOXINA (FoodIngredients Brasil, 2009).

As aflatoxinas sdo metabdlitos toxicos produzidos principalmente pelo
Aspergillusflavus e Aspergillusparasiticus (IARC,1993), dentre os quais 0s mais
importantes sdo as aflatoxinas B1, B2, G1 e G2. Elas foram assim classificadas por
apresentarem fluorescéncia azul (Blue) e verde (Green) quando observadas a luz
ultravioleta de 365nm. Sabe-se que a aflatoxina (AFB1) é o agente natural mais
carcinogénico que se conhece (FoodIngredients Brasil, 2009), seguida das G1, B2 e G2
(Coulombe, 1991). Existem duas outras substancias denominadas M1 e M2 detectadas
no leite, urina e fezes de mamiferos, resultantes do metabolismo das B1 e B2 (Franco,
1996).

A aflatoxina ja foi identificada no milho e seus derivados, amendoins e seus
derivados, sementes de algoddo, leite e nozes (Food Ingredients Brasil, 2009).
Considerado um alimento altamente energético, 0 amendoim é consumido em sua forma
natural e em diferentes produtos por grande parte da populacao brasileira (Hoeltz,2009).
Nesta semente, o crescimento de fungos e a producédo de aflatoxinas ocorrem em grande
parte, durante o armazenamento, apos a colheita (Food Ingredients Brasil, 2009).

Os principais riscos que o consumo gradativo deste alimento contaminado pode
trazer a populacdo é o cancer hepatico, lesdo renal e depressao do sistema imune (Food
Ingredients Brasil, 2009). As aflatoxinas foram classificadas como carcinogénicas para
humanos (grupo 1) pela International Agency for ResearchonCancer (IARC)
(IARC,1993). Partindo desse principio o mecanismo de carcinogénese se desenvolve a

partir da ingestdo do alimento contaminado, onde as aflatoxina sdo absorvidas no trato



gastrointestinal e biotransformadas primariamente no figado, por enzimas microssomais
do sistema de fungdes oxidases mistas.

A forma ativada da AFB1 é o composto identificado como AFB1-epoxido. Este
composto é altamente eletrofilico e capaz de reagir rapidamente através de ligacGes
covalentes, com sitios nucleofilicos de macromoléculas, como acido
desoxirribonucléico (DNA), acido ribonucléico (RNA) e proteinas (Biehl & Buck,
1987).

Estas ligacOes determinam a formacdo de adutos, os quais representam a leséo
bioquimica priméria produzida pelas aflatoxinas. A ligacdo da AFB1-epoxido com o
DNA modifica a sua estrutura e, consequentemente, a sua atividade bioldgica,
originando assim 0s mecanismos basicos dos efeitos mutagénicos e carcinogénicos da
AFB1 (Wogan, 1992). Além de induzir o céncer hepético, pode ocasionar cirrose
hepatica e surto de hepatite viral tipo B pelo fato do figado ser um 6rgéo alvo para essas
micotoxinas (Mallmann et al,2003).

As técnicas rotineiramente usadas para determinacdo de micotoxinas em
alimentos séo principalmente Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE),
Cromatografia em Camada Delgada (CCD) e Enzima Imunoensaio (ELISA). Todavia,
qualquer que seja a técnica de escolha, esta deve ser reprodutivel e apresentar baixo
limite de detecgédo, uma vez que os limites maximos permitidos para tais compostos séo
baixos (Gilbert, 2002; Amaral et.al, 2006).

Em 2002, a legislacdo brasileira aprovou o regulamento técnico sobre limites
maximos de aflatoxinas admissiveis no leite, no amendoim e milho, de acordo com as
normas do MERCOSUL/GMC/RES. N° 25/02. Esta resolucdo estabelece o limite
méximo admissivel de 20,0pg kg™ de aflatoxinas (B1+B2+G1+G2) para milho em gréo,
farinhas ou sémolas de milho, amendoim em casca e descascado, cru ou tostado, pastas
e manteiga de amendoim (Brasil,2002). Este valor serve como guia no controle de
qualidade dos alimentos, mas ndo deixa a populacdo isenta do risco de contaminacéo.
Em outros alimentos para consumo humano o limite maximo para aflatoxinas totais é de
30pg kg 'regulamentado pela Resolug&o N°34/76 do Ministério da Satide (Brasil,1977).

No Brasil, apesar da legislacdo em vigor, a ocorréncia de aflatoxinas tem sido
observada com frequéncia, e em altos niveis nos alimentos utilizados para consumo

humano e animal, como, milho, amendoim e derivados (Sabino et al. 1989).



Visto que as aflatoxinas sdo altamente tdxicas e que, 0s produtos alimenticios,
como amendoim e derivados, constituem matéria-prima (substrato) ideal para o
crescimento de fungos e consequentemente producdo das micotoxinas (Rocha et al.
2008), o presente trabalho teve como objetivo avaliar a ocorréncia de aflatoxinas,
através da técnica de cromatografia em camada delgada, em amostras de amendoim
adquiridas na praia de Boa Viagem e em supermercados na cidade do Recife - PE,

Brasil.

MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada com amostras de amendoim torrado adquiridos na praia
de Boa Viagem (PE) e amostras de amendoim processado industrialmente adquiridos
em supermercado. As analises foram realizadas no campus da Faculdade Pernambucana
de Saude (FPS). O estudo foi executado em 6 amostras alimenticias, sendo 3 de
amendoim industrializado e 3 de amendoim torrado.

As amostras alimenticias de amendoim processado industrialmente foram
atribuidas no resultado dessa pesquisa como “AMOSTRA 11,12 e I3”. Em relacdo as
amostras de amendoim torrado foram atribuidas como “AMOSTRA T1,T2 e T3”.

As amostras do amendoim processado industrialmente foram de uma Unica
marca e um unico lote, adquiridas em embalagens pesando em meédia 130 g sem
apresentar indicio de deterioracdo e armazenados na prateleira a temperatura ambiente.
O amendoim estava exposto em local seco, como recomendado pelo fabricante. As
amostras coletadas na praia de Boa Viagem por vendedores ambulantes, foram
adquiridas aleatoriamente em embalagens caseiras pesando em média 80g, ndo
apresentavam sinais de contaminacao e ou deterioracdo, apesar de estarem expostas ao
sol.

As amostras foram trituradas e misturadas até se tornarem homogéneas,
tomando-se precaucBes para evitar possiveis contaminacfes. Desta amostra tratada
foram retiradas 50 g para realizacdo da analise.
O método analitico utilizado foi realizado com base no método da Internation Official
Methods of Analysis (AOAC,1999), descrito na Figura 1.
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Figura 1.Fluxograma do método de separacao, extracdo e purificacdo para identificacdo
de aflatoxinas B e G em amostras de amendoim(AOAC,1999).

Na etapa de extracdo, os reagentes utilizados foram metanol (Cinética®) e cloreto de
potassio (Dindmica®). Em seguida, foi realizada a etapa de limpeza, com a precipitacao
das proteinas, foram utilizados como agentes clarificantes: sulfato de cobre
pentahidratado (Dindmica®) e Celite (Dindmica®).

Houve uma nova extracdo das aflatoxinas com cloroformio (Cinética®) por
particdo liquido-liquido sendo a fase cloroférmica separada e posteriormente aquecida
em banho maria a 80°C, para evaporacdo do solvente. Em seguida, o extrato foi
ressuspenso com 500uL de cloroférmio (Cinética®), e submetido a analise em CCD. A
CCD foi realizada com eluicdo no sistema solvente, constituido por tolueno (Vetec®),
acetato de etila (Cinética®) e &cido formico (Dinamica®) na propor¢do 60:30:10. As
placas cromatograficas de silica gel utilizadas foram de 60x0,2 mm espessura

(Macherey-Nagel®). A deteccdo presuntiva foi realizada por visualizagdo de acordo



com a intensidade da fluorescéncia sob luz UV de 365nm para a presenga das

aflatoxinas e para determinacdo do tipo da mesma mediante a coloragéo.
RESULTADOS E DISCUSSAO
Todas as amostras analisadas apresentaram contaminagdo por aflatoxinas. Nas

figuras 2 e 3 é possivel visualizar a presenca de fluorescéncia presuntiva da presenca de

aflatoxina B (blue) e de aflatoxina G (green).

Figura 2:Placa vista em UV com Figura 3 :Placa vista em UV com
duas manchas da amostra torrada. duas manchas da amostra
Fonte: Dados da pesquisa industrializada.

Fonte: Dados da pesquisa

Através da avaliacdo da intensidade da fluorescéncia de cada amostra (Quadrol), é
possivel presumir a presenca das aflatoxinas B, tanto nas amostras de amendoim
industrializado, quanto nas amostras de amendoim artesanal. Em relagcdo ao subtipo G

s0 foi observado em uma amostra de amendoim artesanal, em pequena evidéncia.



Quadrol. Resultados obtidos por CCD em amendoim industrializado e torrado.

AMOSTRAS COLORAC;AO TIPO DE INTENSIDA?E DA
AFLATOXINA FLUORESCENCIA
AMOSTRA I1 Azul B +
AMOSTRA 12 Azul B +
AMOSTRA I3 Azul B +
AMOSTRAT1 Azul B +++
AMOSTRA T2 Azul B +++
AMOSTRA T3 Verde G +

11, 12 e 13 (amostras de amendoim industrializado); T1, T2 e T3 (amostras de amendoim torrado);+(baixa
intensidade de fluorescéncia sob luz UV 365 nm); ++ (média intensidade de fluorescéncia sob luz UV
365 nm); +++ (alta intensidade de fluorescéncia sob luz UV 365 nm).

Quanto a anélise da intensidade da fluorescéncia (Quadrol), foi possivel verificar que a
intensidade da cor que representa a aflatoxina B foi maior para a amostra de amendoim
torrado. De acordo com a Associacdo Brasileira da Inddstria de Chocolates, Cacau,
Amendoim, Balas e Derivados (ABICAB,2009) a maior incidéncia de contaminacao se
da quando o amendoim € batido, ensacado e armazenado com umidade elevada, e
quando reumedece depois que ja estiver seco. Quando o alimento encontra-se em
condicBes de umidade e temperaturas ideais, se torna menos susceptivel a tal
contaminacdo. Como citado anteriormente o amendoim torrado encontrava-se em
condicdes inadequadas de conservacdo o que proporcionou um nivel de contaminagéo
maior que o amendoim industrializado, cujas condi¢des de umidade e temperatura séo
monitoradas, reduzindo assim as chances de desenvolvimento fungico.

A alta incidéncia de micotoxinas encontrada nesta pesquisa é corroborada por
outros achados descritos na literatura. Rocha et al. (2008) determinaram a ocorréncia de
aflatoxinas B1,B,,G1 e G, em amostras de amendoim e pagoca adquiridas no comércio
de Alfenas-MG,Brasil. A técnica utilizada para a separacdo, identificacdo e
quantificacdo das substancias foi a cromatografia em camada delgada com prévia
extracdo, liquido-liquido, dos analitos. Neste estudo foi observado que 38% das
amostras de amendoim e 13% das amostras de pacoca estavam contaminadas com

aflatoxinas, sendo que as concentracdes variaram de 21 a 138pg kg™ . Todas as amostras



positivas excederam o limite maximo permitido, preconizado pela legislacéo brasileira
de 20ugkg®.

A partir do conhecimento dos riscos a saude decorrente da presenca de
aflatoxina em alimentos Guimarées et al. (2013) realizaram um estudo com objetivo de
avaliar a presenca de aflatoxinas em amendoins assados coletados em praias da regiao
metropolitana de Macei6-AL, utilizando as técnicas de CCD e espectrofotometria. As
aflatoxinas foram encontradas nas sete amostras analisadas, onde trés amostras
excederam os limites estabelecidos pelo Ministério da Saude, que é de 30 pg/kg e uma
amostra apresentou concentracdo superior a 20 pg/kg de aflatoxinas totais limite
maximo tolerado pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA).

Em outros achados Caldas et al. (2002), analisaram 366 amostras de alimentos
consumidos no Distrito Federal, no periodo de julho de 1998 a dezembro de 2001, com
amendoim e derivados, castanhas, milho, produtos de trigo e/ou aveia, arroz e feijao. As
amostras foram processadas, as micotoxinas extraidas, detectadas e quantificadas por
fluorescéncia, apds separacdo em CCD. Foram detectadas aflatoxinas em 19,6% das
amostras, de amendoim cru e derivados, milho de pipoca, milho em gréo e castanha-do-
para. Amendoim e derivados apresentaram maior incidéncia de contaminacdo por
aflatoxinas (34,7%) com amostras contendo até 1280ug kg-1 dada como somatoério de
Bl e Gl e 1706 pg kg-1 de aflatoxinas totais. Das amostras positivas, Bl estava
presente em 98,5%, B2 em 93%, G1 em 66,7% e G2 em 65,4%.

Os efeitos biologicos decorrentes da acdo das micotoxinas estdo relacionados a
fatores como dosagem, duracdo da exposicdo e combinacdo entre as toxinas. As
micotoxinas afetam o figado e seu complexo sistema enzimatico de véarias formas,
porém outros 6rgdos também séo lesados. (Scussel, 2002). De acordo com as normas do
MERCOSUL/GMC/RES. N° 25/02, fica estabelecido que para o consumo humano
adequado hd um limite admissivel de 20ug.kg de aflatoxinas em alimentos. Esta
concentracdo serve como guia no controle de qualidade dos alimentos, porém sabe-se
gue o consumo em longo prazo de aflatoxinas mesmo em pequenas quantidades, pode
causar danos ao organismo, uma vez gue estas toxinas apresentam efeitos mutagénicos e
cumulativos.

O amendoim € um produto consumido mundialmente. Cerca de 8 milhdes de
toneladas anuais de grdos destinam-se ao consumo como alimento in natura ou

industrializado, e de 15 a 18 milhdes sdo esmagados para fabricacdo de 6leo comestivel



(Conab, 2004).Devido a esse amplo acesso torna-se ainda mais importante a
fiscalizacdo dos limites da aflatoxina pelos 6rgéos federais, ja que essa micotoxina tem
um efeito bioldgico degenerativo a longo prazo. Inimeros procedimentos analiticos vém
sendo empregados na analise e controle da presenca de aflatoxinas em alimentos, por
exemplo, CCD, CLAE, ELISA, biossensores e a espectroscopia no infravermelho
(Amaral & Junior, 2006; Rocha et al. 2008).

CONCLUSAO

A comparagdo dos resultados obtidos nesta pesquisa, onde foi observada
contaminacdo de 100% das amostras testadas, com as analises desse mesmo substrato
realizadas por outros autores, mostra que a contaminagdo por esse fungo permanece em
um patamar elevado. Fato que representa um risco para a toda populacdo, uma vez que
produtos produzidos a partir do amendoim sdo largamente consumidos por humanos e
animais. E preciso considerar que a ingestdo do alimento contaminado, mesmo em
pequenas quantidades, se feito por um longo periodo de tempo pode representar danos
graves ao organismo. E sabido ser praticamente impossivel a eliminacdo total das
aflatoxinas nos alimentos, portanto, ha que tomar as precauc6es adequadas, procurando
reduzir ao maximo os niveis de aflatoxina nos alimentos humanos e do gado. E além da
fiscalizacdo do governo, a industria de alimentos e o publico devem também colaborar

para garantir uma melhor seguranca alimentar.

ABSTRACT
Presumptive detection of aflatoxins in peanuts marketed in Recife

Mycotoxins are natural contaminants difficult to control in food. It is estimated
that about 25% of all agricultural products in the world are contaminated by these
substances. Aflatoxin is the most well known mycotoxin for its toxic effects in
humans and animals. Based on the risks to which the population is exposed, we
conducted a study for the presumptive identification of the presence of aflatoxins
in peanuts industrialized purchased at the supermarket, and roasted collected in
Boa Viagem beach in Recife-PE. Applying the chromatography technique in thin
layer (TLC), they were used where all 6 samples were positive for the presence of
aflatoxin. It is aflatoxin B, both samples of processed peanuts, as the artisan
samples. Regarding the G subtype was observed only in one of the roasted peanuts
samples, little evidence. Known to be virtually impossible to complete elimination
of aflatoxins in food, it should take appropriate precautions, seeking to reduce the



maximum aflatoxin levels in human food and animal. In addition to government
oversight, food industry and the public should also help to ensure better food
safety.

Keywords: Aflatoxin.Aspergillusflavus. Thin layer chromatography.
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